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RESUMO

Introducdo : A asma é uma doenca inflamatoria crénica e os glicocorticoides (GCs)
sdo a terapia mais efetiva para o controle da doenca. Um subgrupo de paciente com asma
severa € resistente aos GCs, mas ndo ha dados a respeito da sensibilidade aos GCs em
criancas com essa doenca. Objetivos : A intencdo deste estudo € analisar a sensibilidade
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) aos GCs além de marcadores
inflamatérios no plasma de criancas com asma persistente. Métodos : Os pacientes com
asma persistente (n=57) foram divididos em trés grupos (severa, moderada e leve), e
comparados com criancas saudaveis (n=18). PBMCs foram isoladas e postas em cultura in
vitro para testar a proliferacdo induzida por mitbgeno assim como a sensibilidade celular a
dexametasona. Quimiocinas do plasma (CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL22, CCL24,
CXCL9, CXCL10 e IL-8), receptores soluveis de TNF e fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) foram analisados com ELISA. Principais Resultados : Pacientes com asma
leve apresentaram uma relativa resisténcia a dexametasona. Pacientes com asma
moderada e severa mostraram ter niveis de BDNF mais elevados (p < 0.01) quando
comparados com 0s pacientes com asma leve e controles, sendo o melhor marcador de
severidade neste estudo. Conclusdes : PBMCs derivadas de criancas com asma severa ndo
sao resistentes aos GCs in vitro. BDNF Plasmatica é um potencial marcador da progressao
da doenca em criancas asmaticas. Nossos achados sugerem que a resisténcia aos GCs em

adultos com asma severa possa ser um processo adquirido.

Palavras chave: Glicocorticoide, Asma Severa, Células T, Proliferagdo, BDNF



ABSTRACT

Rationale : Asthma is a chronic inflammatory disease and glucocorticoids (GCs) are a
very effective therapy. A subset of adult patients with severe asthma are resistant to GCs,
but there is no data on sensitivity to GCs in children with this illness. Objectives : The aim of
the present study is to analyze peripheral blood mononuclear cell (PBMC) sensitivity to GCs
as well as inflammatory markers in children with persistent asthma plasma. Methods :
patients with persistent asthma (n=57) were divided into three groups (severe, moderate and
mild), and compared with healthy children (n=18). PBMCs were isolated and cultured in vitro
to assess mitogen-induced proliferation as well as cellular sensitivity to dexamethasone.
Plasma chemokines (CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL22, CCL24, CXCL9, CXCL10 and IL-
8), soluble TNF receptors and brain derived neurotrophic factor (BDNF) were assessed by
ELISAs. Main Results : Patients with mild asthma showed significantly less stimulated T-cell
proliferation and a relative insensitivity to dexamethasone. The asthmatic patients had mostly
unchanged chemokine levels when compared with controls and IL-8 was negatively
associated to pulmonary function. Moderate and severe asthma patients had higher BDNF
levels (p < 0.01), being the best asthma severity marker in this study. Conclusions : Children
with severe asthma are not resistant to GCs in vitro. Plasma BDNF is a potential marker of
disease progression in childhood asthma. Our findings suggest that the resistance to GCs in

adults with severe asthma could be an acquired process.

Key words: Corticosteroids, Severe Asthma, T-cell, Proliferation, BDNF
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1 CARACTERIZACAO E JUSTIFICATIVA

1.1 CONCEPCOES SOBRE ASMA

A asma é uma doenca inflamatéria que ocorre devido a uma desregulacdo da
resposta imune no trato respiratdorio, caracterizada por hiper-responsividade e pela limitacédo
variavel do fluxo aéreo, podendo ser reversivel, com ou sem tratamento (1-3). Essa
limitacdo do fluxo aéreo ocorre principalmente devido a inflamacdo bréonquica que esta
presente em todos o0s pacientes asmaticos, mesmos nos quadros mais leves, e nos

assintomaticos (3).

Com cerca de 350 mil internagbes anuais, essa doenca constitui a quarta causa de
hospitalizagdo pelo SUS, e a terceira causa entre criangas e adultos jovens. (3). Com o
crescimento da incidéncia da asma, houve uma grande colaboracao internacional visando
analisar a epidemiologia da asma, e esse foi o estudo ISAAC - "International Study of
Asthma and Allergies in Childhood", onde entre diversos paises, o Brasil foi o oitavo pais
com maior prevaléncia de asma (4), embora o crescimento da asma no Brasil se mantenha
estavel (3). A asma nao é uma patologia simples e bem definida, e sim multifatorial e com
diferentes subtipos, podendo ser leve, moderada ou severa, intermitente ou persistente,
podendo apresentar atopia ou ndo, mas alguns autores acreditam que a asma severa possa

ser uma forma diferente de patologia, distinta da leve e moderada (5, 6).

Devido aos diversos fendétipos e caracteristicas da asma, e de suas diferentes formas
de sintomas desencadeados, se torna muito dificil de realizar uma classificacdo
padronizada, e ndo h&d uma classificacdo completamente aceita. A grande maioria dos
pacientes apresenta o quadro asmatico juntamente com a presenca de atopia — com uma
maior relevancia nos pacientes pediatricos em comparacdo aos adultos. Ja o termo “asma

refrataria”, utilizado pela American Thoracic Society, engloba diferentes subtipos de asma,



como: asma severa, esterdide dependente, esterdide resistente, asma de dificil controle, e
asma irreversivel. Entdo, a asma refrataria pode ser definida com base na medicagéo
requerida, nos sintomas, na frequéncia das crises e no grau de limitacdo pulmonar (1). Ndo
h& uma idade certa para o inicio dos sintomas, no entanto, a doenca inicia muito cedo, cerca
de 70% dos casos antes mesmo dos seis anos, podendo persistir no decorrer da sua vida
(7-10), e em 1/3 dos pacientes 0s primeiros sintomas comegam antes de completar um ano

de vida (10).

O seu diagnéstico deve ser baseado, principalmente, na anamnese e no exame
clinico, mas as provas de funcdo pulmonar e de avaliacdo alérgica sdo muito importantes
também (3). Infec¢des virais causadas por rinovirus, coronavirus, influenza, parainfluenza e
RSVs (virus sincicio respiratério) sdo importantes ativadoras de ataques de asma (11), e
mais de 70% das ocorréncias de sibilancia nos primeiros anos de vida estdo relacionadas
com elas (12). Sibilancias essas que juntamente com a dispnéia, tosse crbnica e

desconforto toracico (no inicio ou final do dia), sdo sintomas indicativos de asma (3).

A espirometria é utilizada para analisar a limitacdo do fluxo de ar, sendo uma
excelente ferramenta no diagnostico da asma. Um quadro de obstrucdo das vias aéreas
devido a reducado do volume expiratério forcado no primeiro segundo (FEV;) abaixo de 80%
do previsto e da sua relacdo com a capacidade vital forcada para abaixo de 86% em
criancas € indicativo de asma (13, 14). Enquanto que, na asma severa, valores
consideravelmente mais baixos de FEV; sdo encontrados (5). Para o diagndstico de alergia,
pode-se utilizar de técnicas in vivo (teste cutaneo) e in vitro (IgE) (15), além de analisar o

grau de eosinofilia (1).

Os corticosterdides inalados sdo 0 meio mais efetivo de tratamento para o controle
de asma, em qualquer idade ou grau de severidade da doenca. O seu uso melhora
consideravelmente a qualidade de vida do paciente, tornando desnecesséario o uso do

medicamento por via oral na maioria dos casos (16). Esse recurso € de manutencdo



profilatica, sendo utilizado em pacientes acima de quatro anos concomitantemente com [3-
agonistas de acgéo prolongada. Em certos pacientes com asma persistente, anti-leucotrienos
podem ser utilizados ao invés dos B-agonistas (3). A maior parte dos pacientes asmaticos
responde as baixas doses de GCs inalados, mas em casos de asma severa, de dificil
controle, o uso desse medicamento é mais intenso, e por vezes, em conjunto com
corticosterdides de via oral, tratamento esse que em alguns pacientes ndo surte efeito
(asma corticosteroide resistente) (3, 16). Dados farmacogenéticos relacionando o uso

crbnico de B-agonistas e a eficacia dos corticosterdides tém demonstrado novos indicios

sobre a variabilidade da resposta em asmaéticos (7).

1.2 PATOFISIOLOGIA DA ASMA

A limitac@o do fluxo aéreo que ocorre nos pacientes asmaticos ocorre principalmente
devido a broncoconstricdo, a inflamacdo, a hipersensibilidade/hiperresponsividade e ao
remodelamento brénquico. A asma é uma patologia altamente complexa, que pode ser
desencadeada por diversos fatores, e a resposta inflamatoria depende de uma vasta gama
de células e mediadores inflamatérios. Basicamente podemos dizer que a asma €
caracterizada pela inflamacdo eosinofilica com um perfil de secre¢édo de células Th2, que

associadas a mastdécitos ativados, causam broncoconstricdo, e consequentemente a

limitac@o do fluxo aéreo (17).

E caracteristica dessa resposta inflamatdria a infiltracdo eosinofilica, a degranulacéo
de mastqcitos, leséo intersticial das paredes das vias aéreas e a ativacao dos linfocitos Th2
(3). Os mastdcitos também tém alta importancia nesse processo broncoconstritor, uma vez
que secretam diferentes mediadores, como histamina, leucotrienos e prostaglandinas que

séo sintetizados apoés a ativagcdo dessa célula, acarretando nessa broncoconstricao (17).
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O remodelamento brénquico é um processo que envolve fatores da inflamacédo
brébnquica, que acarretam alteracdes estruturais e funcionais. Entre os principais fatores do
remodelamento brénquico da asma, podemos citar a alteracdo da degradacdo de
componentes da matriz extracelular, a neovascularizacdo da submucosa, hipertrofia e
hiperplasia do musculo liso, hiperplasia de glandulas mucosas, hiperplasia de células
caliciformes e alteracdes do epitélio brénquico (18). Diversos mediadores séo liberados por
diferentes células, como os mastdocitos bronquicos, macréfagos, linfocitos, eosindfilos,
neutréfilos e células epiteliais. E assim a integridade epitelial podera estar ameacada
durante este processo inflamatdrio. Alteracdes na permeabilidade vascular, no ténus das
vias aéreas e anormalidades no controle neural também podem ocorrer em decorréncia da

liberagdo desses mediadores (3).

A reacgdo de hipersensibilidade é mediada, inicialmente, por mastécitos e IgE, com
posterior recrutamento de leucécitos, tais como, os linfécitos T, eosinofilos, neutrdfilos e
basofilos. Véarios estudos também ja relataram o aumento de células T CD4+ ativadas nos
pulmdes de pacientes asmaticos, sendo que a maioria constatou a prevaléncia de citocinas
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B) sobre as citocinas Thl (IL-2, TNF-a, IL-12 e IFN-y) (19-21).
Essa caracteristica Th2 esta diretamente relacionada com a hiperresponsividade e a
producdo excessiva de muco (19). Embora as citocinas do perfil de secrecdo Th2 sejam de

extrema importancia, ndo sdo os Unicos fatores importantes da hiperresponsividade.

Estudos recentes demonstram que a BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor) tem
grande importancia também, possivelmente através de mudancgas funcionais nos nervos
sensoriais nos pulmdes (22). Ja entre as quimiocinas, a principal representante no processo
de hipersensibilidade € a CCL11, ou eotaxina, cuja acdo recrutadora de eosindfilos tem
papel chave no processo, uma vez que essas células liberam diversos mediadores

inflamatérios, como TNF-a e TGF-B (17).

1.3 MECANISMOS DE ACAO DOS GLICOCORTICOIDES
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Os glicocorticéides sdo compostos lipofilicos capazes de se difundir na membrana
celular ligando-se em receptores citoplasméticos (GR), ou de membrana, atuando como
fator de transcricdo regulando a expressao de genes alvo (23). O principal efeito dos
corticosteroides é a supressdo dos genes inflamatérios, como os que codificam citocinas,
gquimiocinas, moléculas de adesédo, enzimas inflamatérias, receptores e proteinas (24). Por
conta dessa atividade antiinflamatdria e imunossupressora, os glicocorticéides tém sido
usados com sucesso no tratamento da asma, artrite reumatdide, lUpus eritematoso
sistémico, leucemias, linfomas, alergias e para combater a rejeicdo de oOrgaos
transplantados. Eles representam os medicamentos mais importantes utilizados entre as
drogas antiinflamatérias e seu uso terapéutico vem aumentando continuadamente (25, 26),
sendo a primeira linha de tratamento para adultos e criangas com asma persistente (16).
Entretanto, foi observada uma ampla variacdo na sensibilidade dos linfécitos aos GCs entre
individuos saudaveis (27) e, dessa forma, esta droga nao representa sempre uma solucao

satisfatéria (28).

Os mecanismos de acdo dos GCs podem ser subdivididos em efeitos gendmicos e
ndo-gendémicos (29). Eles ativam seus receptores, regulando direta ou indiretamente a
transcricdo de certos genes, sendo varios deles com acdo antiinflamatéria (24). Isso
acontece apos a ligacdo do hormdnio com seu respectivo receptor na superficie celular ou
no citoplasma (cGCR). O complexo horménio: cGCR geralmente induz transativacdo ou
inibe a sintese de proteinas regulatérias (30). Os cGCRs constituem um complexo de
multiproteinas composto de varias proteinas de choque térmico (HSPs), conhecidas também
como chaperonas, onde se incluem as proteinas HSP90, HSP70, HSP56 e HSP40. Apés a
ligacdo dos GCs com cGCRs, ocorre a dissociacdo das HSPs. A translocacéo para o nucleo
celular é entdo possivel e o complexo GC/GCR finalmente liga-se em sitios de DNA
especifico, nos elementos responsivos aos GCs (GRES) (30) (ver Figura 1). Dependendo do

gene alvo, a transcricdo é entdo ativada (transativacdo via GRE positivo) ou inibida (GRE
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negativo) (31). A magnitude dos efeitos bioldgicos é determinada, entre outros fatores, pela

densidade de receptores das células-alvo e a afinidade dos receptores aos GCs (32).

A maioria dos efeitos terapéuticos e imunolégicos dos GCs é devida a ligacdo do
ligante com o receptor intracelular GRa. Esta ligacdo induz a transcricdo do inibidor de
proteinas IkB (IkBa) que segura o fator nuclear-kB (NFkB) no citoplasma, em sua forma
inativa, impedindo o NFkB de migrar para o nucleo, se ligar ao elemento de resposta
apropriado no DNA e ativar as citocinas, contribuindo, dessa forma, para a imunossupressao
mediada por esterdides (33, 34). O mecanismo de supressdo dos receptores de citocinas é
complexo, enquanto os receptores de IL-2, IL-4 e IL-12 s&o inibidos, os receptores de IL-6,
GM-CSF e IL-7 séo estimulados (23). Eles também suprimem a adesdo celular, a
marginacdo e migracdo, ativacdo dos macréfagos, apresentacdo de antigenos, expressao
de receptores de células T, ativagdo dos linfocitos T, proliferacdo, diferenciacdo e funcao
das células maduras, incluindo citotoxicidade e funcdo das células B como a producédo de
anticorpos (35). Os GCs também induzem a apoptose de linfocitos e timocitos, mas estes
efeitos podem ser secundéarios pela inibicho da producdo de citocinas e fatores de
proliferagdo (35). Além da imunossupressao celular, os GCs também apresentam acdes
imunoestimulatérias (36-38), eles parecem aumentar a resposta imune inata embora
reprimindo parte da resposta imune adaptativa em estado de repouso. Isto sugere que o0s
GCs ajudam antigenos por estimulacdo do trafego celular enquanto param as respostas

imunes celulares por inibicdo da apresentacéo de antigenos e ativacdo das células T (39).
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Figura 1 — Complexo transcricional ativado por GCs. Primeiramente, GR se apresenta
como um complexo composto por duas moléculas de HSP90. No entanto, apos a ligacdo com o GC,
0 GR se dissocia das chaperonas e € translocado para o niicleo. No nucleo, o complexo GC/GR se
liga a uma regido denominada GRE loc6alizada em regides reguladoras de genes-alvo. GC/GR
interage com a o complexo de transcricdo basal que inclui a proteina de ligacdo ao TATA Box, fatores

de transcricao (TAFs e TFlIs), e RNA polimerase Il (pol 1l). Adaptado de (40).

Existem duas isoformas de receptores de GCs: GRa e GR (41). Ambos os subtipos
de GCR mRNA possuem o0s exons 1-8, no entanto, como resultado de splicing alternativo,
cada um possui uma versao diferente do exon 9 (42). Residindo no citoplasma, somente o
GRa é capaz de ligar-se aos GCs, translocando-se posteriormente para o nucleo (43). O
GRp é incapaz de se ligar aos GCs e age como um inibidor negativo do GRa contribuindo
para a resisténcia aos GCs (42, 44, 45). Alguns estudos mostram um aumento da expressao
de GRB em pacientes que apresentam resisténcia linfocitaria aos GCs (45-47), assim como
a importancia dessa expressdo aumentada na severidade da asma (47, 48). Outro estudo
sugere um mecanismo molecular para a resisténcia ao glicocorticéide, onde o acumulo dos
niveis da isoforma GR[ poderia ocorrer devido a uma exposi¢do prolongada a citocinas pro-

inflamatdrias (49).
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1.4 RESISTENCIA ADQUIRIDA AOS GLICOCORTICOIDES

Embora muitos pacientes respondam adequadamente a terapia com GCs, sendo
entdo sensiveis a eles (CS), uma pequena subpopulacdo de individuos fracassa em
responder aos efeitos terapéuticos desta classe de medicamentos e pode ser classificada
como resistente aos corticosteréides (CR) (50). A maioria dos pacientes asmaticos
respondem a pequenas doses de glicocorticoide, no entanto em alguns casos mais severos,
doses maiores de glicocorticoide por via oral sdo necessarias com uso continuo (asma
corticosteroide-dependente) ou séo ineficientes (corticosterdide-resistente) (16). A baixa
sensibilidade a corticosterdides esta presente em cerca de 5% dos asmaticos, enquanto que
a resisténcia completa ao medicamento é muito rara, com prevaléncia em torno de 0,1%
(40, 51). Além da asma, a resisténcia linfocitaria a GCs pode ser demonstrada em outras
patologias importantes incluindo a depressdo maior, colite ulcerativa, artrite reumatoéide e

AIDS (52-55).

A resisténcia aos GCs pode ser uma propriedade intrinseca de cada individuo (50),
provavelmente tendo uma base genética (56). Os mecanismos de resisténcia aos GCs
relacionam-se em parte a alteragBes nas citocinas e horménios (57). Ao nivel molecular,
podemos ressaltar as anormalidades nas vias de sinalizacdo intracelular, defeitos no
complexo proteina/receptor dos GCs e alteracdes na fungdo do GRa bem como no balango

e na expressao celular de GR (57).

Alguns estudos mostram um aumento da expressdo de GCRB em pacientes que
apresentam resisténcia linfocitdria aos GCs (45-47), assim como a importancia dessa
expressao aumentada na severidade da asma (47, 48). O fato de existir uma relativa
resisténcia em pacientes com asma severa adultos indica a possibilidade dessa menor

sensibilidade estar presente em pacientes pediatricos também.
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Para avaliar o potencial terapéutico individual para os GCs, é importante conhecer a
farmacodinamica e farmacocinética dos GCs no organismo. E necessario determinar a
distribuicdo da populacdo de pacientes resistentes aos GCs para diversas doencas
imunoldgicas, o que pode ser util para levar o paciente a uma terapia com GCs
individualmente apropriada (28). As diferencas na disposicdo celular ou tecidual dos GCs
podem afetar a farmacodinamica celular. Pequenas mudangas na estrutura quimica dos
GCs podem conduzir a grandes diferencas na distribuicdo da droga, eliminacéo e ligagéo ao

receptor (58).

Certas citocinas, como a IL-2, IL-4 e IL-13, presentes em de bidpsias brénquicas de
asmaticos, podem reduzir a afinidade dos GR aos glicocorticoides em células inflamatorias
(24). A combinacdo de IL-2 e IL-4 in vitro ativa p38 MAP quinase que fosforila os GRs
reduzindo a sensibilidade aos GCs (59). Estudos em camundongos mostram que em
diversos tecidos e culturas celulares, o uso continuo de agonistas de GR pode acarretar

uma menor expressao desses receptores (60).

Por fim, sabe-se que individuos adultos com asma severa apresentam uma relativa
resisténcia aos glicocorticéides, de modo que eles respondem menos aos GCs do que 0s
pacientes asmaticos com quadro clinico leve ou moderado (61), mas ndao sabemos se este
fato estd relacionado a algum dos mecanismos de resisténcia adquirida, ou se é uma

predisposi¢cdo genética prépria da asma severa.

1.5 MARCADORES INFLAMATORIOS

Atualmente, mais de 100 diferentes mediadores ja foram relacionados com a asma e
com a complexa resposta inflamatéria das vias aéreas. Entre esses mediadores, podemos
citar as citocinas (que orquestram a resposta inflamatoria), as quimiocinas (que recrutam

células envolvidas no processo inflamatorio), receptores solUveis de citocinas (que atuam
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regulando as atividades das citocinas) e as neurotrofinas (cuja importancia relacionada ao

sistema imune esta cada vez mais em evidéncia) (62-64).

1.5.1 Citocinas
As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que ativam e modulam os

leucocitos e diversas outras células durante uma resposta imune. Elas podem modular a
expressao de moléculas de reconhecimento de patdgenos pelos leucécitos, para a geracao
de uma resposta adequada (65). As quimiocinas atuam guiando o movimento leucocitario
para sitios de inflamacao ou infeccdo (66) bem como modulac¢édo das fun¢des dos linfécitos

T, portanto, sdo os principais reguladores do trafego leucocitario.

A maioria dos estudos com a asma é realizado com pacientes adultos, mas acredita-
se que, de modo geral, a patofisiologia da asma adulta seja similar a asma pediatrica, onde,
assim como em outras diferentes patologias, a desregulagdo Th1/Th2 possui uma grande
importancia (67). No entanto, ha diferencas da expressdo de citocinas no decorrer do
desenvolvimento humano, com uma tendéncia ao aumento de IFN-y, TNF-a e IL-2 conforme
a idade (68), o que evidencia a necessidade de mais estudos com asma pediatrica. A
diferenciacdo de células Thl e Th2 é determinada pela secre¢cdo de IFN-y e IL-4
respectivamente (69). Diferentes células podem produzir citocinas Thl e Th2 além das

células T (66). Os eosindfilos séo fatores chave na patogénese da asma secretando fatores

inflamatérios, entre os quais se encontram TNF-a e TGF-B (70).

Estudos em camundongos mostram resultados contraditérios com relagdo a
atividade das citocinas Thl, onde podem tanto reduzir a inflamacéo alérgica das vias
aéreas, como ter uma acéao pro-inflamatéria, de modo que pode-se dizer que os papéis do
IFN-y e do TNF-a sdo complexos e dependem da localizacdo das células e do estagio da
doenca (19). A TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria importante na imunidade inata e no

processo inflamatério (71), com acdo de recrutamento leucocitério através da estimulagéo
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de moléculas de adesado no endotélio vascular, além da inducdo da secrecdo de citocinas e

quimiocinas (72).

Dentro da asma pediatrica, as células T ativadas estdo correlacionadas juntamente
com eosinofilia e a severidade da doenca (73). Citocinas geradas no Utero regulam o
desenvolvimento imunolégico do feto, da mesma forma que o protegem de respostas
imunes citotéxicas, de modo que altos niveis intrauterinos de citocinas Th2 poderiam induzir
uma baixa resposta Thl no feto, o que pode explicar porque a alergia na infancia é mais
relacionada a heranca materna que a paterna (8). Assim sendo, uma resposta Th1/Th2
desbalanceada na infancia pode alterar todo o desenvolvimento imune do individuo, onde
uma baixa expressao de citocinas Thl perdura acarretando um quadro de atopia, ou até

asma severa (74).

Dentro da questdo da exposicdo aos alérgenos e o desenvolvimento da atopia,
encontramos uma teoria que tem recebido muita atencéo, conhecida como a “hipétese da
higiene”. Esta teoria se baseia no fato de que a polarizacdo Th2 sofre forte influéncia de
fatores ambientais, principalmente a incidéncia de infeccdes na infancia.
Consequentemente, com base nessa teoria, infecces no comego da vida preveniriam o
desenvolvimento da atopia através da regulacdo da resposta Thl e repressdo da Th2, ja
gue um quadro infeccioso estimula a expressao de células Thl, que por sua vez reprimem a
expressdo de Th2 (70, 75). Portanto, infec¢cdes bacterianas, e algumas virais, na infancia
sao fatores que influenciam na patogénese da asma protegendo contra o desenvolvimento
da mesma, uma vez que esses estimulos agiriam, de fato, na maturacdo do sistema imune
proporcionando um sinal inicial para direcionar o sistema imune pds-natal a uma imunidade
equilibrada (76-78). No entanto, algumas infeccdes virais tém a capacidade de influenciar no
desenvolvimento da asma, como o virus respiratério sinsticial (RSV), que aparenta ser ndo
apenas um fator de risco a asma (77), como também um possivel fator de inducédo a
resisténcia a glicocorticéide, juntamente com outras infec¢des virais devido a capacidade

viral de ativar fatores de transcricdo que poderiam alterar a acdo dos GCs (79).
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O perfil de secrecao de citocinas nas mais diversas doencas alérgicas e inflamatorias
vem sendo estudado, principalmente em relagdo ao balanco Th1/Th2 (67, 80-87). Sabe-se
gque uma deficiéncia em citocinas como IL-4 e IL-13 acarreta falhas na resposta Th2, mas
favorece a resposta Thl (66). A IL-4 estd bem envolvida na patogénese das respostas
inflamatérias alérgicas e mais especificamente na estimulacdo da producdo de células
produtoras de muco e fibroblastos, além de também ter agédo na sintese de IgE. Ja a IL-13
também é muito comum nas vias aéreas de pacientes asmaticos tendo uma agcdo muito
semelhante a IL-4, mas aparentemente enquanto a IL-4 estaria mais atuante na primeira
exposicdo a um antigeno, a IL-13 atuaria mais a partir da segunda exposigdo (71). Essa
atuacao semelhante de IL-4 e IL-13 poderia estar relacionada também a acéo indutora da
producdo de quimiocinas para o recrutamento eosinofilico (88). A IL-13 ainda atua na

reducéo da expressao de TNF-a, IL-163, IL-12 e CCL5 (RANTES) (71).

1.5.2 TNF e seus receptores soluveis

A citocina TNF-a atua ativando e auxiliando diversos tipos celulares no processo
inflamatorio, sendo uma molécula de elevada importancia na patogénese da asma (89, 90).
Esta citocina é capaz de amplificar a resposta inflamatdria através da ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB (62), tendo uma acao complexa e dependendo da localizagéo das células
analisadas e do estagio da doenca podem-se ver acdes distintas (19). E uma citocina
atuante na imunidade inata, no processo inflamatério e no recrutamento leucocitério (71,

72).

Existem dois tipos de receptores soluveis de TNF-a (sTNFR1 e 2) que podem ser
detectados no plasma do individuo e inclusive na urina (91-93). Esses receptores limitam a
inflamacdo através da diminuicdo da concentragdo da citocina nos tecidos (92, 94). Os

receptores solUveis de citocinas derivam de clivagens enziméticas do dominio extracelular
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dos receptores de citocinas, contribuindo para a regulacdo da atividade das citocinas pela
modulagédo da capacidade delas de ligar aos receptores de membrana e gerar o seu

respectivo efeito (63, 95).

Assim como os receptores solUveis podem ser vistos como marcadores inflamatorios
para o acompanhamento de diferentes patologias, eles também podem estar relacionados
ao tratamento das mesmas, uma vez que altas concentracdes de sTNFR podem reduzir os
efeitos da TNF em pacientes que sofrem diversas patologias relacionadas ao processo
inflamatério além da asma (96, 97), como a insuficiéncia cardiaca (98), choque séptico (99)

e artrite reumatoide (100).

Embora em algumas patologias, como a artrite reumatdide, o tratamento ja seja
efetivo, ndo existem estudos demonstrando a expressdo dos sSTNFR 1 e 2 com relagéo a
gravidade clinica e ao tratamento da asma pediatrica, o que indica a necessidade de mais

estudos envolvendo esses receptores sollveis e a asma.

1.5.3 Quimiocinas

As quimiocinas atuam diretamente no extravasamento e na migragao leucocitaria,
sendo que diferentes tipos de células possuem seus receptores especificos (101), além de
serem potentes ativadores celulares (102). Vérios estudos vém documentando os papéis
dos receptores de quimiocinas, principalmente das familias CC e CXC, nas doencas
alérgicas, j4 que eles ndo sdo especificos a apenas um tipo de quimiocina, e nem as

quimiocinas sado especificas a um unico receptor (103).

Os principais subtipos de célula T-helper (Thl and Th2) expressam diferentes
receptores de quimiocinas que podem estar relacionados com a polarizacao T-helper (104).
As quimiocinas CXCL9 (MIG) e CCL24 (eotaxina-2) foram associadas com a polarizacdo

Th1/Th2, respectivamente (105-107) e podem ter grande importdncia na asma. Outras
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quimiocinas como a CCL11l (eotaxina) e a CCL5 também estdo envolvidas com a
polarizacdo T-helper, no entanto atuam em ambos perfis de célula T, além de ter importante

papel no trafego eosinofilico na asma pediatrica (107).

Uma das primeiras quimiocinas que teve a sua associacdo com a asma estudada foi
a eotaxina, onde foi percebido um aumento de sua expressao na asma atopica (108). Ela
induz a degranulacdo eosinofilica e causa a degranulagéo basofilica independente de IgE
(102). A eotaxina atua nos eosindfilos e possui trés variantes, a CCL11, CCL24 (eotaxina-2)
e a CCL26 (eotaxina-3), embora sejam estruturalmente diferentes, elas atuam
especificamente como quimioatraentes eosinofilicas, atuando concomitantemente com a IL-

5 (103).

A quimiocina CCL5 foi a primeira quimiocina identificada com acéo atrativa de
eosinofilos (103), sendo a maior quimiocina com agéo eosinifilica no lavado broncoalveolar
(BAL) em asmaticos expostos ao alérgeno (109). Foi visto também um aumento da
expressdo do mRNA de CCL5 em bidpsias brénquicas tanto as asmaticos com atopia, como
em nao-atépicos (110). Juntamente com a CCL3 (MIP-1la) e a CCL2 (MCP-1), apds a
sensibilizacdo com alérgeno, a CCL5 se mantém elevada por quatro horas no BALF (fluido
bronco-alveolar), retornando aos valores basais em 24 horas (111). Nao foi encontrada
diferenca significativa na producdo da CCL5 em individuos com asma severa e leve, mesmo

com a estimulagéo in vitro com LPS, e a inibicdo com dexametazona (61).

As eotaxinas sdo quimiocinas especificas de eosindfilos que promovem o seu
recrutamento para os tecidos através do receptor CCR3 (principal receptor expresso nos
eosinofilos), assim os eosinoéfilos transitam para os tecidos, e interagem com o endotélio

vascular pela acdo das integrinas, selectinas e outros ligantes (ver Figura 3) (88).
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Figura 3. Trafego eosinofilico e a diferenciacdo e maturacdo do progenitor eosinofilico
(CD34+IL-5R) na resposta a citocinas. Chegando a corrente sanguinea, ha a resposta aos sinais
guimiostaticos para a reacao alérgica nas células epiteliais respiratorias, de modo que os eosindfilos
saem da corrente sanguinea em resposta a interacdes mediadas pelas selectinas das superficies
celulares, integrinas, e sinais quimiostaticos, entrando no tecido pulmonar e vias aéreas. Adaptado de

(88).

As quimiocinas de mondcitos, conhecidas como MCPs se dividem em: CCL2 (MCP-
1), CCL8 (MCP-2), CCL7 (MCP-3), CCL13 (MCP-4) e CCL12 (MCP-5), tendo grande
importancia na inflamacao alérgica (103). As MCPs tem a propriedade de induzir a migracéo

de mondcitos, mas também atuam em relacdo aos eosinofilos e basofilos (103).

Dentro de um modelo de asma alérgica, juntamente com as citocinas Th2, os
homadlogos murinos de IL-8 (KC e MIP-2) modulam a resposta inflamatéria nos pulmdes e a
producdo de IgE atuando no desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas (112).

Dessa forma, a IL-8 parece ter importancia na patofisiologia da asma, como visto que in
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vitro, pacientes com asma severa produzem mais IL-8 que pacientes com asma leve em

resposta a dexametasona (61).

Portanto, ha um padrdo basico de secrecdo de citocinas e quimiocinas em
asmaticos, no entanto, faltam dados que esclarecam as diferencas entre a asma leve e

severa em criangas.

1.5.4 Neurotrofinas

As neurotrofinas (também conhecidas como fatores neurotroficos) séo peptideos que
de forma inicial, foram identificados como fatores de crescimento essenciais para a
diferenciacdo, sobrevivéncia e plasticidade neuronal (113), regulando o desenvolvimento
dos neurdnios tanto na fase embrionaria como apds o0 nascimento, prosseguindo o trabalho
de manutencdo neuronal no decorrer de toda a vida do individuo (64). Sdo crescentes as
evidéncias de que essa classe de moléculas de sinalizagdo celular multifuncional exerce
seus efeitos em diversos tipos de tecidos, embora tenham sido descritas originalmente como
fatores de sinalizac@o restritos ao sistema nervoso (64). Todas as neurotrofinas possuem
um grupo especifico de receptores de alta afinidade na superficie celular: tropomyosin-
related tyrosine kinase receptors (Trk), e um receptor de baixa afinidade: p75NTR (membro

da superfamilia TNF receptor/Faz/CD40) (113, 114) (ver Figura 4).
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Figura 4. InteracBes de neurotrofinas e seus receptores. Adaptado de (114). NGF (Nerve
Growth Factor). BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor). NT-3 (Neurotrophin-3). NT-4/5

(neurotrophin-4/5). TrkA (Tropomyocin Receptor Kinase A ). TrkB (Tropomyosin Receptor Kinase B).

NTR

TrkC (Tropomyocin Receptor Kinase C). P75" ™ (p75 Neurotrophin Receptor).

A primeira referéncia indicando que as neurotrofinas poderiam ter algum
envolvimento em doencas alérgicas surgiu ao acaso. Num estudo de mensuracéo dos niveis
de NGF no soro de soldados apds saltos de paraquedas, foi verificado que um dos soldados
estudados, que teve uma forte reacdo alérgica um dia antes dos saltos, apresentava niveis
muito elevados de NGF (22, 115). Estudos seguintes revelaram que ndo apenas a NGF,
mas também a BDNF tinha importancia na asma (22). Nao esta completamente definido
guais mecanismos realizam o cruzamento entre o sistema imune e 0 sistema nervoso
periférico na patologia da asma, mas existem fortes indicios de que as neurotrofinas tém um
importante papel na regulacdo desse processo (64). As neurotrofinas estdo naturalmente
presentes tanto no epitélio das vias aéreas, como também nos macrofagos alveolares e
intersticiais (114). Diferentes células do sistema imune est@o aptas a produzir neurotrofinas
(116). A Figura 5 representa as possiveis fontes de neurotrofinas no trato respiratorio

inferior, seus alvos, além de possiveis efeitos.
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Figura 5. Producédo e efeitos das neurotrofinas durante o processo inflamatério nas vias
aéreas. Adaptado de (114). NGF (Nerve Growth Factor). BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor).
NT-3 (Neurotrophin-3 ). Eos (Eosindfilo). MC (Mastécito). Neurons (Neurdnios). Lim (Linfécitos). Mon

(Monécitos).

Esses fatores neurotroficos podem influenciar a inflamacéo alérgica de diferentes
formas, como pelo recrutamento local de células efetores (como eosindéfilos e mastécitos),
ativacdo e manutencdo dessas células no tecido das vias aéreas, direcionamento da
resposta imune para um perfil Th2, embora ndo haja evidéncia de que as neurotrofinas
interfiram diretamente na polarizacdo Th1/Th2 (114). Ou entdo, podem influencia através da
inflamacdo neurogénica que ocorre durante a inflamacdo alérgica, quando os nervos
sensoriais das vias aéreas amplificam a resposta imune através da liberagdo de
neuropeptideos e neurotransmissores gerando um ciclo vicioso de interacBes que

amplificam a hiperresponsividade na asma alérgica (114).

Entdo, existem evidéncias de que mecanismos nheuronais interferem nha
hiperresponsividade nas vias aéreas, e considerando os efeitos das neurotrofinas no

sistema nervoso, isso apenas aumenta a importancia do seu estudo dentro da imunologia.

1.5.4.1 Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)

O BDNF foi sugerido anteriormente como sendo um mediador da patogénese da
hiperresponsividade das vias aéreas, e consequentemente da limitacdo do fluxo aéreo,
tendo seus niveis registrados como elevados nos pacientes asmaticos utilizando diferentes
fontes como o lavado broncoalveolar, o0 soro e o plasma (117-119). No estudo de Noga et
al., foi observado que a influéncia do tratamento profilatico para asma com glicocorticéides

por via inalatoria era capaz de reduzir significativamente os niveis de BDNF (120).
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Os monAcitos tém alta importancia no processo inflamatorio e alérgico e também séo
capazes de produzir, armazenar e liberar neurotrofinas, incluindo o BDNF, e parecem ser
responsaveis pelos altos niveis de BDNF encontrados em BALF (fluido do lavado
broncoalveolar) e plasma de individuos asméticos (121). A BDNF é expressa naturalmente
pelos macrofagos intersticiais, no entanto a célula precisa ser ativada para que o0s
macroéfagos alveolares expressem BDNF (22). Outros tipos celulares também sdo capazes

de secretar BDNF, como as células B (122), os eosindfilos (22) e células T (123).
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2 HIPOTESE

Os niveis dos marcadores inflamatorios (quimiocinas, BDNF e receptores sollveis de
TNF) estardo mais elevados na asma severa e relacionados com uma menor sensibilidade

aos GCs.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a resposta imune celular e sensibilidade aos GCs em pacientes pediatricos

com asma grave quando comparados aos pacientes com asma leve e controles saudaveis.

3.2 ESPECIFICOS

#¥ Analisar a proliferacao de células T.

¥ Investigar a sensibilidade das células T aos GCs.

#¥ Mensurar as quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL22, CCL24, CXCL9, CXCL10 e
IL-8), receptores sollveis de TNF (1 e 2) e BDNF séricos.

/¥ Observar a relacdo da severidade da doencga com o perfil de secrecdo de quimiocinas e a

sensibilidade das células T aos GCs.
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At a glance commentary

Scientific knowledge on the subject: adult asthma has been associated with steroid
resistance at the level of the lymphocyte. This condition has not been studied in children
with asthma and its relationship with inflammatory markers is unknown at this age. This
latter issue is important since cytokines have been proposed as potential regulators of
steroid resistance, particularly in chronic obstructive pulmonary disease (COPD).

What this study adds to the field: Peripheral lymphocytes of children with severe asthma
were not found to be resistant to steroids. Plasma brain derived neurotrophic factor (BDNF)
has shown to be a potential marker of disease severity in childhood asthma. Our findings
suggest that the prevalent resistance to corticosteroids in adults with severe asthma might
be an acquired process.
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4.1 ABSTRACT

Rationale: Asthma is a chronic inflammatory disease and glucocorticoids (GCs) are currently
recognized as a mainstay of its therapy. Although steroid resistance has been demonstrated
in adult asthma, this observation has not been studied in asthmatic children, and its
relationship with inflammatory markers is largely unknown. Objectives: To analyze
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) sensitivity to GCs and the levels of inflammatory
markers from plasma of children with severe asthma, comparing with subjects with less
severe asthma and healthy controls. Methods: patients with persistent asthma (n=57) were
divided into three groups (severe, moderate and mild), and compared with healthy children
(n=18). Lung function tests and skin-prick tests were performed in all studied asthmatic
children. PBMCs were isolated and cultured in vitro to assess mitogen-induced proliferation
as well as cellular sensitivity to dexamethasone. Plasma chemokines (CCL2, CCL3, CCLS5,
CCL11, CCL22, CCL24, CXCL9, CXCL10 and IL-8), soluble TNF receptors and brain derived
neurotrophic factor (BDNF) were assessed by ELISAs. Main Results: Patients with mild
asthma showed significantly less proliferation of stimulated T-cells and a relative insensitivity
to dexamethasone. Severe asthmatic children had similar sensitivity to GCs when compared
to healthy children. Subjects with moderate and severe asthma presented with higher BDNF
levels (p<0.01). Conclusions: Children with severe asthma are not resistant to GCs from an in
vitro analysis. Plasma BDNF is a potential marker of disease severity in childhood asthma.
Our findings suggest that the resistance to GCs in adults with severe asthma might be an

acquired process.

246 words in the abstract

Key words: corticosteroids, severe asthma, inflammatory cytokines, proliferation, BDNF
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4.2 INTRODUCTION

Asthma is a disease characterized by bronchial inflammation, hyper-responsiveness and
variable limitation of airflow (1). This highly complex disease that may begin in early life,
with 70% of cases starting before 6 years of age, has reached epidemic proportions, and it is

a leading chronic condition in childhood and adolescence (2-4).

Glucocorticoids are widely used as effective agents in the treatment of asthma
because of their anti-inflammatory action including modulation of cytokines and suppression
of chemokines and cell-adhesion molecules (5). Glucocorticoid (GC) immune-modulation is
orchestrated by the specific binding of GCs on membrane or cytoplasmic glucocorticoid
receptors (GR). Although GCs are the first line of treatment for patients with asthma (6, 7),
clinical and in vitro lymphocyte resistance have been reported in a subset of adolescents and
adult patients with severe asthma (8-11). It remains to be established whether steroid

resistance in severe asthmatics is acquired or innate.

Cellular sensitivity to steroids is influenced by several factors, including cytokines
(12). For instance, IL-2, IL-4 and IL-13, found in bronchic biopsies of patients with asthma, are
capable to reduce the GR affinity to GCs in inflammatory cells (5). Chemokines are cytokines
related to the inflammatory process in asthma, playing a pivotal role on Th1-Th2 polarization
(13-15) and redirecting leukocytes into inflamed areas, such as the pulmonary tissue (15,
16). Although cytokine profiles are associated with the inflammatory process and steroid
resistance, most of these data come from studies in adults and little is known in pediatric

asthma.
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Brain derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin with roles in neuronal
plasticity. BDNF has been described to modulate airway hyper-responsiveness and
inflammation and was involved in late allergic reaction in asthma (17) and higher levels of
circulating BDNF were present in adult asthma (18, 19). BDNF actions are due to the binding
on two receptors (trkB and p75) expressed in lymphoid cells as well as cells of the
respiratory tract. Previous studies have assessed this neurotrophin in animal models and in

adult asthmatics, but its role in asthmatic children is largely unknown (18, 20).

This is the first report to evaluate cellular GC sensitivity and expression of
inflammatory markers in children with persistent asthma. The aim of the present study is to
analyze PBMC sensitivity to GCs as well as the association with inflammatory markers in

children with severe asthma.

4.3 METHODS

4.3.1 Subjects

Fifty seven children between 6 and 15 years of age (mean age of 10.14 years),
diagnosed by a physician with mild (n=19), moderate (n=24) and severe persistent asthma
(n=14) by clinical evaluation were recruited according to guidelines based on ATS criteria
(21). Patients were recruited from the Pediatric Pulmonology outpatient clinics from Hospital
Sdo Lucas of Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), from July 2007
to July 2008. Excluding criteria were other cardiopulmonary or neurological diseases, acute
infections and immunodeficiencies. Patients presenting with acute asthma at the time of

recruitment or on the previous 3 weeks were also excluded. The use of inhaled GC was not
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an exclusion criterion. Eighteen age- and sex-matched healthy controls (age 9.28 + 0.63
years) were also recruited. All controls were free of acute infections for 4 weeks previous to
their inclusion in the study. Blood cell counts and total IgE levels in plasma were performed
in all subjects. Lung function testing was performed only in patients with asthma. This study
was approved by the Ethics Committee of PUCRS. Written informed consent was obtained

from all the parents.

4.3.2 Collection of peripheral blood and isolation of mononuclear cells

Ten milliliters of peripheral blood was collected by venopuncture in the morning.
Samples were always collected at the same time of the day to minimize circadian variations.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient (Ficoll-
Hypaque, Sigma) centrifugation for 30 min at 900 g. Cells were counted by means of
microscopy (100X) and viability always exceeded 95%, as judged from their ability to exclude

trypan blue (Sigma, USA).

4.3.3 Lymphocyte proliferation/viability and steroid sensitivity assays
Mitogen-induced T-cell proliferation was evaluated as an index of cell-mediated
immunity. T-cell proliferation was evaluated by incubating PBMCs (1.5x10° cells / well) with
phytohemagglutinin (PHA 2, 1 and 0.5%, Gibco, USA) in complete culture medium (RPMI-
1640 supplemented with gentamicin 0.5%, glutamine 1%, hepes 1%, and fetal calf serum
10%; all from Sigma, USA) for 96 hours at 37°C in 5% CO2 atmosphere. Peripheral sensitivity
to GCs was estimated by functional assays developed to measure the ability of steroids to
suppress T-cell proliferation in vitro. DEX (selective glucocorticoid receptor agonist, Sigma,
USA) was added in duplicates (50 pL/well) to mitogen-stimulated lymphocyte cultures (PHA

%). Data are presented as percentage of basal proliferation (stimulated without steroids).
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The proliferative responses were determined by a modified colorimetric assay as previously
described (22). The optical density (OD) was determined using Biorad ELISA plate reader at a
wavelength of 570 and 630 nm. Proliferation/viability was expressed as OD of stimulated —

OD of nonstimulated cultures.

4.3.4 Plasma cytokines and BDNF

Plasma samples were stored at -50°C prior to analysis. For analysis, samples were
thawed, and excess proteins removed by acid/salt precipitation, as routinely performed in
our laboratory. Briefly, an equal volume of serum and 1.2% trifluoracetic acid/1.35M NaCl
were mixed and left at room temperature for 10 minutes. The samples were then
centrifuged for 5 minutes at 10,000 rpm, and supernatants adjusted for salt content (0.14 M
sodium chloride and 0.01 M sodium phosphate) and pH (7.4) for the determination of
chemokine concentrations. Chemokines (CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL22, CCL24, CXCL9,
CXCL10 and CXCL8), soluble TNF receptors (1 and 2) and BDNF were measured according to
the procedures supplied by the manufacturer and employed sandwich ELISA kits (R&D
Systems, Minneapolis, MN and Pharmingen, San Diego, CA, USA). The absorbance was read
on a plate reader at 492 nm wavelength (Emax, Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA).
All samples were assayed on duplicates and on the same plate. The detection limits for these

assays were 5 pg/mL.

4.3.5 Statistical analysis

The proportion differences between groups were analyzed by chi-square tests.
Analysis of variance (ANOVA) was performed to determine differences of inflammatory
markers between the groups studied. Proliferation/sensitivity data was analyzed by

repeated measures ANOVA that included one between-subjects variable (patients and
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controls) and one within-subjects variable (mitogen or DEX concentrations). Multiple
comparisons among levels were analyzed by Tukey post hoc test. Spearman’s rank
correlation coefficient was used to investigate any relationship between cell proliferation,
clinical data and chemokine concentrations. Data are expressed as mean % SE in all figures
and tables. All significance levels were two-tailed. Statistical analyses were performed using
the Statistical Package for the Social Sciences, SPSS 15.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA).

4.4 RESULTS

4.4.1 Subject characteristics

Seventy-five subjects were recruited for the study. The comparison of the baseline
data of patients with mild, moderate and severe asthma is presented in Table 1. Patients
with mild asthma had higher serum IgE levels when compared to the control group (p<0.05).
All patients had similar lung function as assessed by FEV; and FEV;/FVC. Bronchodilator

response was not observed in only 3 subjects with asthma (one moderate and two severe).

4.4.2 Lymphocyte proliferation and sensitivity to glucocorticoids

We evaluated the lymphocyte proliferation/viability as an index of the cell-mediated
immunity. Subjects with asthma showed a lower stimulated T-cell proliferation/viability
(29% reduction, p<0.05) when compared to the controls (Figure 1). When severity of asthma
was analyzed, patients with moderate asthma had lower stimulated proliferation/viability
than the control group (40.75% reduction, p<0.05). There were no age-related differences in

T-cell proliferation.
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Peripheral sensitivity to glucocorticoids was estimated by functional assays
developed to measure the ability of DEX to suppress T-cell proliferation in vitro. Patients
with asthma had a similar sensitivity to glucocorticoids when compared to healthy children.
However, we observed a lower cellular sensitivity to DEX in mild asthma when compared to
patients with severe asthma (p<0.05) (Figure 2). Interestingly, patients with severe asthma

presented similar sensitivity to DEX, when compared to the control group.

4.4.3 Peripheral inflammatory markers

Inflammatory markers were measured in plasma to address their relationships
with sensitivity to GC and disease severity. CCL5 (RANTES) was significantly lower in patients
with asthma than controls (p<0.05) and CCL2 (MCP-1) levels were increased in the group
with mild asthma when compared to controls (p<0.01) (Table 2). We also studied cytokine
receptors contribute to the regulation of cytokine activity by modulating the availability of
cytokines in peripheral tissues (23). However, the remaining chemokines and soluble TNF
receptors (type 1 and 2) levels did not differ between the studied groups. There was no
correlation between the production of chemokines and the soluble TNF receptors measured

from PBMCs and in vitro GC sensitivity in the subjects studied.

Interestingly, BDNF was found to be a significant marker for disease severity in the
present study (Figure 3). BDNF levels from moderate and severe asthmatic patients were
significantly higher than mild asthma and control group (p<0.001). BDNF levels were
negatively correlated with the AUC sensitivity to DEX (r=-0.40; p<0.05) only in patients with
asthma. The remaining inflammatory markers or clinical data were not associated with

BDNF.
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4.5 DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study to assess lymphocyte sensitivity to
corticosteroids and its relation to a large panel of inflammatory markers in children with
persistent asthma. The key main findings of this study are the absence of resistance in
severe asthmatic pediatric patients and the indication of BDNF as a marker of disease

severity.

In this study, we observed that patients with moderate asthma had reduced T-cell
proliferation/viability as compared to controls. This finding could be explained by the use of
continuous prophylactic treatment in children with asthma and the potential GC-related
immunological effects (24). Children with more severe asthma are expected to be more
adherent to treatment than patients with milder disease. Although patients were enrolled in
standard treatment with inhaled steroids, and minimal systemic effects are thus expected,
recent evidence suggest that peripheral immunological effects can be observed following
this therapy. It has been shown that treatment with inhaled GCs can promote differentiation
of T regulatory (Treg) cells, with increasing FoxP3 expression in PBMCs of moderate and
severe patients with asthma (25). Similar data was reported linking increased level of
CD4'CD25" to moderate and severe pediatric asthma (26). Future studies should address the
role of Treg cells in the pathogenesis of asthma as well as intervenient effects of GC

treatment upon these cells.

We have also observed that lymphocytes from pediatric patients with asthma
responded differently to GCs in vitro. Of particular note, the mild asthmatic patients were
less sensitive to GCs than moderate or severe patients. These data are in contrast with

previous findings associating GC resistance with severe asthma in adults (11). Discrepancy in
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peripheral response to steroids could be associated with differences in pharmacological
treatment, taking into consideration the synergistic effects of GCs and B2-agonists. The GCs
are well known to increase the cellular sensitivity to B-agonists. However, recent studies
have shown that [32-agonists are also capable to increase GC-related immunosuppression
(27, 28), increasing the GC activity in PBMCs. This may explain why moderate and severe
children with asthma show increased sensitivity to GC in our study. Finally, GC sensitivity
may vary among different cellular subsets (11, 29) and discrepancies could be expected from

studies that assessed this response in different cell populations.

In the authors’ opinion, the most important and original finding in the present study
is that children with severe asthma did not show in vitro insensitivity to GC. A number of
previous studies in adults with severe asthma have demonstrated that GC insensitivity was
present in a large subset of subjects. In adults with difficult-to-control asthma, nearly 25% of
patients were clinically GC-resistant (10). Moreover, in patients with asthma, defined as
insensitive to GC, mononuclear cells from peripheral blood were less suppressible to steroids
(8, 9). Recently, Hew et al. have also shown that adults with severe asthma have reduced GC
sensitivity when compared with subjects with milder disease (11). Our data suggest that GC
resistance in asthma is an acquired process, either related to aging or cytokine-induced. It is
known that aging is associated with significant changes in peripheral sensitivity to GCs.
Indeed, children at the first week of age are highly sensitive to GCs and this sensitivity is
gradually decreased reaching adult levels at one year (30). We have previously shown that
PBMCs from healthy elders have a reduced sensitivity to GCs when compared to younger
subjects (31). These data highlight the importance of our results because the subjects

enrolled in this study are in a period of life with less variation in GC sensitivity. Regarding the
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cytokine-induced hypothesis, type | GC-resistant asthma (cytokine-induced or acquired) is a
complex condition and is poorly understood. This acquired resistance may account for
greater than 95% of GC-resistant asthma in adults (32). Our findings support the hypothesis
of an acquired GC resistance, showing that children and adolescents with severe asthma are

sensitive to GC from PBMC analysis.

We also investigated whether plasma chemokines and soluble TNF receptors were
related to cellular sensitivity to GCs and disease severity in pediatric asthma. We did not find
any correlation between chemokines and GC sensitivity. However, plasma BDNF was found
to be significantly elevated in asthmatic children and negatively correlated to sensitivity do
corticosteroids. These data are in agreement with previous studies reporting increased
plasma BDNF levels in adult patients (18). Interestingly, when chemokines were controlled
by prophylactic treatment, the BDNF was still higher in patients with moderate or severe
asthma (33, 34). Recent findings show that GCs may activate neurotrophin receptors and
potentially increase BDNF secretion (35). The BDNF has been implicated in the pathogenesis
of adult asthma, modulating airway hyper-responsiveness and inflammation as well as being
involved with the late allergic reaction in asthma (36). Overall, we and others provide
evidence that BDNF could be used as a marker of disease severity in children and adults with

asthma.

One limitation of our study was that the inflammatory markers and T-cell sensitivity
to steroids analyzed from peripheral blood might not particularly reflect the immune
response found in pulmonary tissue. One recent study reported a relative GC resistance of
alveolar macrophages in severe adult asthma (29), in accordance with previous findings of

GC resistance from PBMC (11). Another study reported similar chemokine levels detected
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between sputum and plasma of patients undergoing asthma or chronic obstructive
pulmonary disease exacerbation (37). On the other hand, we have previously demonstrated
that, in infants with viral acute bronchiolitis, the production of cytokines was not
significantly correlated between PBMC and upper airway secretions (38). However, the
analysis of in vitro GC sensitivity and inflammatory markers collected from peripheral blood
samples used in our study have been applied by others to assess sensitivity to GCs in asthma
(8,9, 11), showing that this is one of the best methods currently available to address cellular

immune response in inflammatory diseases.

In conclusion, our results are of clinical significance suggesting that GC resistance is
an acquired process in atopic asthma, probably caused by continuous tissue inflammation
and/or GC treatment. Further studies are also needed to clarify the role of neurotrophins in
the pathophysiology of persistent asthma and in order to determine whether it might be a

potential marker of disease severity in childhood asthma.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Assessment of T-cell proliferation/viability. Lymphocyte proliferation/viability was
estimated by colorimetric (MTT) assays. The optical density (OD) was determined at a
wavelength of 570 and 630 nm. Proliferation/viability was expressed as OD of stimulated —
OD of nonstimulated cultures. Statistical significant differences are indicated: * p < 0.05 and

** p < 0.01 versus controls.

Figure 2. Cellular sensitivity to dexamethasone in vitro. The cellular sensitivity to
glucocorticoids is presented as percentage of basal proliferation (0 = PHA 1% without
steroids). Statistical significant differences are indicated: * p < 0.05 and ** p < 0.01 versus

patients with mild asthma.

Figure 3. Plasma BDNF in patients with asthma and healthy controls. BDNF = Brain-derived
Neurotrophic Factor. Data presented as pg / mL. Statistical significant differences are

indicated: ** p < 0.001 and *** p < 0.0001.
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Table 1

Characteristics of patients with asthma and healthy controls

Mild Moderate Severe Controls

n=19 n=24 n=14 n=18
Gender (F/M) 8/11 8/16 8/6 13/5
Age, years 10.14+0.44 9.875+0.48 10.79 £ 0.59 9.28+£0.63
BMI 18.37 £0.76 19.28 £0.79 21.48 £1.08 -
Prophylactic treatment (%) 12 (63) 24 (100) 14 (100) -
FEV, L 1.90+0.11 2.01+£0.09 1.99+£0.16 -
FEV,% predicted 98.93+£3.10 104.48 £ 2.69 93.23+5.13 -
FEV,/FVC 0.83+£0.02 0.81 £0.02 0.82+£0.03 -

Blood leucocytes (mms)
Blood eosinophils, %

Blood lymphocytes, %

Serum IgE, IU/mL

7677.78 £423.07 8261.29 +558.51 7826.49 +1196.91
576 +1.11 7.80£0.96 6.38 £ 1.49

31.54+£4.44 32.13+£2.46 31.00+4.77

1100.19 + 197.57*  700.13 + 138.33 798.22 +157.04

7222.22 + 462.42

3.83+0.69

43.83+1.82

138.45 +£53.02

BMI = body mass index. FEV = forced expiratory volume in 1 second. The quantitative

variables are expressed as mean + SD. Statistical significant differences are indicated:

" Significantly different from controls (p < 0.05).
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Table 2

Plasma chemokines and soluble TNF receptorsin patients with asthma and controls

Mild Moderate Severe Controls
CCL2 1287.50 + 253.63 ** 873.1+174.10 637.22 £ 154.49 336.46 £ 77.11
CCL3 260.86 £ 114.12 157.42 +17.69 147.7 £ 23.58 236.77 £50.68
CCL5 10686.42 + 184.9 ** 1064152 £179.17*  10871.71+201.12*  11673.32+179.99
CCL11 358.58 + 30.41 413.4£52.4 341.32 + 26.69 418.87 +48.36
CCL24 965.68 + 104.81 872.5+71.92 817.31 +140.88 1267.11 +172.96
CXCL9 196.47 £+ 72.98 320.25 +112.91 515.65 +515.65 556.11 + 448.18
CXCL10 20.34 +14.03 468 +3.24 5.44 +5.44 7.54 £ 4.99
CXCL8 34.1+26.23 30.33 +18.03 00 18.54 +18.54
STNF-R1  496.48 + 37.62 496.69 +70.2 454.316 + 31.1 567.19 + 66.24
STNF-R2 1725.35 £ 53.75 1734.85 + 104.63 1825.57 + 77.09 1697.42 + 57.59

CCL2 = MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-@QLCL3 = MIP-lo (Macrophage
Inflammatory Protein). CCL5 = RANTES (Regulated nopdctivation, Normal T-cell
Expressed, and Secreted). CCL11 = eotaxin. CCL2étaxin-2. CXCL8 = IL-8. CXCL9 =
MIG (Monokine Induced by Interferoy). CXCL10 = IP10 (Interferon-inducible Protein-10).
STNFR = soluble tumor necrosis factorreceptor. Data presented as pg / mL. Statistical

significant differences are indicated: * p < 0.0@l&* p < 0.01 vs. controls.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro estudo que avaliou a sensibilidade linfocitaria a corticosteroides e
sua relacdo com um grande painel de marcadores inflamatérios em criangcas com asma
persistente. Os principais achados deste estudo foram: auséncia de resisténcia aos
glicocorticéides no grupo de pacientes pediatricos com asma grave e a indicacdo de BDNF

como marcador de progressdo da doencga.

Neste estudo, procuramos estudar diferentes variaveis que podem estar relacionadas
com a asma. Como primeiro objetivo neste estudo, nds avaliamos a proliferacao das células
T como indice da imunidade celular. Considerando que a proliferagdo de células T in vitro
sob estimulo de um mitégeno reflete a capacidade dessas células de se multiplicar frente a
um potencial antigeno, seria correto afirmar que pacientes com asma deveriam ter uma
resposta mais forte frente ao estimulo devido a exacerbada resposta inflamatéria que
acomete estes pacientes. Este fato é ainda sustentado por outro estudo recente, onde é
descrito que criangcas com asma tém uma menor expressao de Foxp3 em PBMCs,
reduzindo também a frequéncia de células T reguladoras (Treg) (124). No entanto, em
nosso estudo, foi observado que pacientes com asma moderada tiveram uma menor
proliferacdo de células T em comparacdo aos controles. Isto poderia ser explicado pela boa
resposta ao tratamento profilatico em criancas com asma (125) e os potenciais efeitos
relacionados aos GCs no sistema imune. Entre os efeitos do tratamento com glicocorticéides
inalatérios, sabemos que podem promover a diferenciacdo de células Treg, aumentando a
expressédo de Foxp3 em PBMCs de pacientes adultos com asma moderada e severa (126).
Por fim, em nosso estudo, as PBMCs de pacientes com asma moderada se mostraram
menos capazes de proliferar frente a um mitégeno (fitohemaglutinina) do que as PBMCs dos
individuos controles. Considerando esta capacidade reduzida de responder ao estimulo de
um antigeno, podemos supor que estes individuos apresentam um baixo indice de

imunidade celular, o que indicaria que eles ndo apenas poderiam ter uma resposta mais



branda frente a alérgenos, como também uma possivel susceptibilidade a infec¢des por
conta desta menor capacidade das células T de responderem ao estimulo. E interessante
gue mais estudos sejam realizados para esclarecer as razfes pelas quais 0s pacientes com

asma moderada tém essa capacidade de proliferacéo reduzida.

O segundo objetivo deste estudo foi de investigar a sensibilidade das células T aos
GCs. Sabendo que individuos adultos com asma severa apresentam uma relativa
resisténcia aos glicocorticéides (61, 127), procurou-se neste estudo responder uma pergunta
que derivou dessa descoberta: esta resisténcia farmacolégica ocorre na infancia, ou os
pacientes adultos adquiriram essa resisténcia com o passar do tempo, sob influéncia do
tratamento profilatico com GCs? NoOs observamos que as PBMCs de criancas asmaticas
respondem de forma diferente aos GCs. Em particular, observamos que os pacientes com
asma leve apresentavam células mais resistentes aos GCs que os demais grupos de
pacientes ou controles saudaveis. Especula-se que isso ocorra devido aos efeitos sinérgicos
envolvendo os GCs e 0s B2-agonistas. Sabe-se que os GCs sdo capazes de elevar a
sensibilidade celular aos B-agonistas (128) potencializando seus efeitos. No entanto,
estudos recentes tém demonstrado que B2-agonistas também séo capazes de potencializar
a imunossupressao relacionada aos GCs (129, 130), aumentando a atividade dos GCs nas
PBMCs. Portanto, é possivel que os pacientes pediatricos com asma leve, por receberem
uma dose profilatica menor de GCs e sem a combinacao de 2-agonistas, apresentem uma
menor sensibilidade celular que os demais pacientes que necessitam de doses profilaticas
mais elevadas. Nossos dados também indicam que a resisténcia aos GCs encontrada em
asmaticos adultos pode ser de fato resultado de um processo de resisténcia adquirida pelo

continuo uso dos GCs no decorrer da vida do paciente.

Como nosso terceiro objetivo, mensuramos Vvarios marcadores inflamatérios que
poderiam influenciar a evolucao clinica da asma e a resposta celular aos GCs. Com excecao
da CCL5 (RANTES) e da CCL2 (MCP-1), os pacientes e controles apresentaram niveis

semelhantes desses marcadores. Mas mesmo nessas duas quimiocinas, a elevagdo de
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suas concentracdes ndo esteve relacionada com a gravidade da doenca, uma vez que o
grupo com maior concentracdo de CCL5 foi o grupo controle, e de CCL2 o grupo de asma
leve. Holgate et al. (1997) mostrou que células do lavado broncoalveolar de pacientes
asmaticos adultos produziram niveis semelhantes de CCL5, CCL2 e CCL3 (MIP-1q) in vitro
guando comparados com os controles saudaveis (111), assim como Fahy et al. (1997), que
analisou CCL5 no lavado broncoalveolar (131). Portanto, considerando os nossos resultados
e os encontrados por Holgate et al.(1997) e Fahy et al. (1997), podemos dizer que embora
tanto a CCL2 como a CCL5 sejam quimiocinas altamente importantes para processo
inflamatorio (132), elas tendem a estar elevadas em situacdes de crise alérgica e ataque de
asma (133), quando ocorre um intenso recrutamento de células inflamatérias. De modo que,
tanto em nosso estudo, como também nos dois citados, 0s pacientes estavam com a
doenca em estado de controle, sem crise, ndo apresentando entdo alto recrutamento
leucocitario. Novamente, o tratamento profilatico com GCs inalatérios, em associacdo com
B2-agonistas em alguns casos, pode ter estabilizado os niveis de algumas quimiocinas.
Somado a isso, um estudo anterior mostrou que o uso de GC, com ou sem (32 agonistas de
longa acdo, tém uma boa resposta inibitéria em niveis de CCL5 in vitro (134). Nossos
resultados mostraram haver uma elevacdo dos niveis de BDNF entre os pacientes em

comparacao ao grupo controle.

Considerando que a CCL5 é uma quimiocina relacionada com a fase tardia da asma
(135), produzida principalmente por eosindfilos, os baixos niveis encontrados nos pacientes
sugerem que eles realmente ndo sofreram uma crise asmatica antes da coleta para o
estudo. Isso ajuda a comprovar que de fato os critérios de exclusdo foram corretamente
utilizados, ja que crise asmatica recente é um dos critérios de exclusdo deste estudo. J4 a
CCL2 ¢é uma quimiocina que age no inicio da reacdo asmatica sendo liberada pelos
mastocitos (135), e na fase tardia senso secretada pelas células dendriticas. Sabendo que a
BDNF pode ter grande importancia no desenvolvimento de hiper-reatividade nas vias aéreas

segundo modelos experimentais, e que em nossos resultados mostramos que pacientes
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com asma moderada e severa, esses niveis elevados de BDNF nesses grupos podem estar

relacionados com a hipersensibilidade das vias aéreas.

Nosso quarto objetivo foi de relacionar se existe relacdo entre a severidade da asma
com o perfil de secre¢éo de quimiocinas, receptores sollveis e a sensibilidade das células T
aos GCs. Entre as quimiocinas estudadas, apenas a IL-8 esteve correlacionada
negativamente com a fung&o pulmonar (FEV,).Isso indica que esta quimiocina poderia estar
relacionada com a gravidade da doencga, provavelmente em exacerbacdes clinicas, quando
0 recrutamento celular € mais elevado. Em nosso estudo, nenhuma quimiocina esteve
relacionada com a sensibilidade aos glicocorticéides. Nao encontramos diferencas entre os
grupos analisados em relacdo aos os receptores sollveis de TNF, contrastando com um
estudo anterior que apresenta uma elevacéo desses receptores sollveis em pacientes com
rinite alérgica (136). Mas quando criangas atopicas foram analisadas durante a fase estavel
da doenca, ndo foram encontradas diferencas entre pacientes e controles (137), 0 que esta
de acordo com 0s nossos resultados, uma vez que em nosso estudo também avaliamos
criancas asmaticas sob controle profilatico. Com base em nossos achados e nos dados
existentes na literatura, podemos dizer que as quimiocinas ndo sdo bons marcadores de
severidade clinica, uma vez que tendem a estar com niveis relativamente normais em
pacientes sob tratamento eficiente. Contudo, elas poderiam ser bons marcadores

inflamatorios na fase aguda da asma.

Os niveis de BDNF plasmaticos estiveram de fato relacionados com o quadro
clinico. Essa neurotrofina encontrou-se significativamente elevada na asma pediatrica em
individuos com asma moderada e severa e esteve negativamente correlacionada com a
sensibilidade a GCs. Nossos dados estdo de acordo com estudos anteriores que
apresentaram o aumento nos niveis de BDNF no plasma de pacientes adultos com asma
(118). A BDNF tem sido relacionada com a patogénese da asma adulta, modulando a hiper-
responsividade das vias aéreas e a inflamacao, além de estar envolvida nas reac¢des de fase

tardia do processo alérgico na asma (114). Portanto, considerando os achados
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apresentados neste e em estudos anteriores, acreditamos que existam evidéncias sugerindo
0 BDNF como um bom marcador da severidade da doen¢ca em criancas e adultos com

asma.

Finalizando, os nossos resultados tém relevancia clinica porque eles sugerem que a
relativa resisténcia ao glicocorticoides na asma severa encontrada em adultos ndo se reflete
na asma pediatrica. Fato esse que abre a possibilidade para que novas pesquisas sejam
realizadas visando avaliar os mecanismos pelos quais essa resisténcia aos glicocorticéides
possa ocorrer nos pacientes adultos, uma vez que nossos dados sugerem que essa
resisténcia ndo é congénita. A pesquisa de novas drogas profilaticas se mostra ainda mais
importante. Mais pesquisas sdo necessarias para que seja possivel esclarecer o papel das

neurotrofinas na patofisiologia da asma persistente.
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6 CONCLUSOES
e As células mononucleares do sangue periférico de pacientes pediatricos com asma
severa ndo apresentam resisténcia aos glicocorticéides in vitro.

e Os pacientes asmaticos demonstraram poucas alteracbes nos seus hiveis de

guimiocinas e receptores sollveis de TNF quando comparados com os controles.
¢ A IL-8 foi negativamente associada com a fun¢do pulmonar.

« BDNF é um marcador em potencial para a severidade da asma pediatrica.
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Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Resisténcia ao corticoide em cultura de célulasanonucleares de sangue

periférico em pacientes pediatricos com asma grave.

Esta carta tem como objetivo convidar seu filh@agarticipar de um trabalho sobre asma
brénquica que esta sendo conduzido pela Equipaelenfblogia Pediatrica do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS.

A asma bronquica é uma doenca crbénica dos brésgmiaito freqiente no Rio Grande do
Sul, usualmente secundaria a fatores ambientaisaffas, poeiras, umidade), genéticos (de pai para
filho), imunoldgicos (defesas do organismo). Ckmente, o paciente apresenta respiracao rapida,
falta de ar, tosse com encatarramento e “chiadopeitn persistente que podem ser de intensidade
leve ou grave. Na confirmacéo diagnostica, sintochiagcos e histéria compativel sédo na maioria das
vezes suficientes, mas exames de sangue auxiliasoni@macédo do diagnostico e provas de fungéo
pulmonar servem para mostrar o grau de comprometimgulmonar do paciente e a resposta ao
medicamento utilizado pelo mesmo.

O uso de broncodilatadores (BeralecAerolin]) na forma de nebulizacdo ou spray oral
(bombinha), combinado com corticéide (potente nwdEnto antiinflamatério, que diminui a
inflamacg&o dos brénquios), na maioria das vezesfiéiente para o tratamento da crise de asma.
Pacientes com sintomas mais frequentes ou grawessieam do uso diario de corticéide inalatorio
(bombinhas), para controle das crises. Para aldesi®s pacientes, o corticdide pode néo ter efeito,
devendo-se optar por outro tipo de tratamento.

Apesar da frequéncia e da gravidade desta dopngap ainda se conhece sobre 0 motivo
pelo qual uma criangca desenvolve este problemaygue em algumas a doenca é grave sem efeito

benéfico dos corticoides.
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O objetivo deste trabalho é verificar como o sistede defesa do organismo responde ao
corticoide, através de uma andlise no sangue, campa esses pacientes com criangas saudaveis,
verificando se a medicacédo prescrita ao seu fithé fazendo efeito.

Gostariamos de contar com sua colaboragdo no safgidutorizar a coleta de sangue de seu
filho(a). A coleta serd programada junto com o m@dissistente para que seja realizada no mesmo
momento de alguma coleta de exames de rotina. B\&rdn coleta de sangue exclusiva para este fim,
nem procedimentos que prejudiquem o bem-estar defilbe. O material coletado (10ml) sera
enviado ao Instituto de Pesquisas Biomédicas mararecessado e analisado. Todos os resultados e
dados pessoais coletados para esta pesquisa safideciais.

Seu filho também realizara o teste de funcdo puémayue consiste em fazer uma respiracao
for¢ada junto a um aparelho conectado ao computgderavaliara como esta o pulmé&o do seu filho.
Este exame, realizado de rotina em criangcas com,asmna feito no mesmo momento da coleta de
sangue.

A participacdo de seu filho neste estudo é muitpomante, pois possibilitara uma melhor
compreensao do tratamento de criangcas com asme, gradendo auxiliar futuramente em melhorias
do manejo destes pacientes.

Eu, , responsavel pelo paciente

, fui informado(a)ddhjstivos e da justificativa desta pesquisa, de

forma clara e detalhada. Recebi informac¢des sobrerocedimentos previstos, tanto quanto dos
beneficios esperados. As minhas duvidas foram neligs com clareza e sei que poderei solicitar
novos esclarecimentos a qualquer momento, atraaé3ra. Rejane no telefone (51)9817-8995 ou

(51)3320-3000, R:2461 ou Dr. Paulo Marcio no telef¢51)3320-3000 R:2221. Além disto, sei que

esta pesquisa possui o aval do Comité de Etica esquida deste Hospital, que poderei contactar
através do CEP 33203345. Novas informacgdes, obtdideste o estudo, me serdo fornecidas e terei
liberdade de retirar meu consentimento de partiéipana pesquisa pela equipe de Pneumologia
Pediatrica se assim o quiser, sem haver prejuizatemaimento ao meu filho(a).

Declaro que recebi copia do presente Termo de @Gtnsnto.

Desta forma, autorizo a inclusdo de meu filho ési@ estudo.
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Assinatura do responsavel

Assinatura do investigador principal
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Anexo 2

Comprovante de Submisséo do Artigo

De: onbehalfof@scholarone.com [mailto:onbehalfof@scholarone.com] Em nome de
mbendian@thoracic.org

Enviada em: terca-feira, 17 de margo de 2009 15:44

Para: Moises Evandro Bauer

Assunto: Blue-200903-04170C to Corresponding Author

American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine

Blue-200903-04170C: Absence of peripheral glucocorticoid resistance in children with

severe persistent asthma

Dear Dr. Bauer:

Your manuscript has been submitted to the American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine. As corresponding author, you will receive future communications by
e-mail.

Your manuscript ID is: Blue-200903-04170C. Please make note of your manuscript ID
number and refer to it whenever you contact the journal office. You can keep track of your
manuscript by logging on periodically to Manuscript Central at
http://mc.manuscriptcentral.com/ajrccm where the status will be displayed in your Author

Center.
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Please note, it is the policy of the Journal to correspond exclusively with one
designated corresponding author. As the corresponding author, it is your responsibility to
communicate with your co-authors.

Thank you for your submission to the American Journal of Respiratory and Critical Care

Medicine.

Sincerely,

Marc Bendian

Peer Review Supervisor
American Thoracic Society
Phone: (212)-315-8623

Email: mbendian@thoracic.org
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