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RESUMO



Introducao: A prevaléncia da obesidade e da asma tem aumentado muito durante
as Ultimas décadas. Investigacbes atuais sugerem que a obesidade esta
associada a asma em numerosos estudos. Os mecanismos pelos quais a
obesidade interfere nos sintomas da asma ainda sdo controversos.
Objetivo: avaliar o efeito da obesidade na atividade eosinofilica através da
quimiotaxia e adesdo em criangas e adolescentes asmaticos e ndo asmaticos em
associacdao a dosagem das adipocinas séricas. Método: Incluidos 32 asmaticos
obesos (AO) e nao obesos (ANO), 5 ndo asmaticos obesos (NAO) e 5 nao
asmaticos ndao obesos (NANO). Colhido sangue periférico para isolamento de
eosindfilos através do gradiente de Percolll seguido de separagéao
imunomagnética. Para quimiotaxia utilizada cédmara de microquimiotaxia com
48 pocos em triplicata com MEM (espontanea), eotaxina, PAF (fator de ativacao
plaquetaria) e RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted). Leitura através de filtro com contagem em microscopio Optico.
A adesdo foi realizada com placas de fibronectina em triplicata com MEM e
eotaxina. Leitura através da absorbancia das amostras desconhecidas com as da
curva padrao de células. Feito dosagem de leptina e adiponectina por ELISA.
Resultado: A quimiotaxia espontanea foi maior entre os AO e ANO (p=0,02)
e entre os AO e NANO (p=0,03). Com eotaxina houve aumento para o grupo AO
em relacdo aos ANO e aos NANO, e do grupo dos NAO em relacdo aos ANO e
NANO (p<0,0001). Para o PAF, o grupo AO mostrou-se maior do que NANO
(p=0,02). O RANTES apresentou significancia entre os NAO em relagdo aos ANO
e NANO (p=0,01). Na adesdo espontdnea dos eosindfilos a fibronectina,
nao foi encontrado relevancia entre os grupos. Com eotaxina, houve maior adesao
para os AO em relagdo aos NANO (p=0,04). Maior concentracdo de leptina no
grupo dos AO e NAO (p=0,0001). Nao foi encontrado diferenga entre os grupos
para adiponectina total. Conclusao: Este é o primeiro estudo a demonstrar uma
maior atividade eosinofilica (quimiotaxia e adesdo) em criangas e adolescentes
obesos asmaticos atépicos em relagdo aos nado obesos e aos voluntarios
saudaveis com associa¢cao ao aumento de leptina sérica.

Palavras-chave: quimiotaxia, adesao, obesidade e asma.
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ABSTRACT



Background: The prevalence of obesity and asthma has increased over the past
several decades. Recent investigations suggest relationship between asthma and
obesity in many studies, but the mechanisms are unclear. The aim of this study
was evaluate the obesity effect in eosinophil activity by chemotaxis and adhesion
in asthmatic and non-asthmatic children and adolescents in association with serum
adipokines measurement Method: 32 asthmatic obese (AO) and asthmatic non
obese (ANO), 5 non asthmatic obese (NAO) and 5 non asthmatic non obese
(NANO) were included. Peripheral blood was collected and eosinophils were
purified using a Percoll gradient followed by immunomagnetic cell separator.
Chemotaxis was performed with microchemotaxis chamber in triplicate with MEM
(spontaneous), eotaxin, PAF (platelet-activating factor) and RANTES (regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted). The measurement was done by
optical microscope count. The adhesion was performed by fibronectin plates in
triplicate with  MEM and eotaxin. Eosinophilic adhesion was calculated by
comparison between absorbance of unknown samples with the standard curve.
Leptin and adiponectin were quantified by ELISA. Results: spontaneous
chemotaxis was higher between AO and ANO (p=0.02) and between AO and
NANO (p=0.03).With eotaxin, the increased was between AO and ANO and
between AO and NANO, and between ANO and NANO (p<0.0001).With PAF,
AO was higher than NANO (p=0.02). RANTES was increased among NAO and
ANO and NANO (p=0.01). In spontaneous adhesion, there was no difference
between groups. With eotaxin, the adhesion was higher between AO and NANO
(p=0.04). Leptin was higher in AO and NAO than the others (p=0.0001). There was
no difference among groups for total adiponectin. Conclusion: This is the first
study that showed higher eosinophilic activity (chemotaxis and adhesion) in atopic
obese asthmatic children and adolescents in relationship to asthmatic non obese
and healthy volunteers.

Key words: chemotaxis, adhesion, obesity and asthma.
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1- INTRODUCAO



1.1- Obesidade

Globalmente ha uma epidemia de obesos com mais de 1,6 bilhdo de
sobrepesos no mundo, dos quais 400 milhdes sao adultos obesos. A Organizacao

Mundial de Saude acredita que 10% da populacdo mundial sera obesa em 2015".

A obesidade é também um problema de saude publica em criancgas.
Nos Estados Unidos da América (EUA) ha 22 milhdes de sobrepesos abaixo de
5 anos de idade, e desde 1980, o numero de sobrepesos infantis vem dobrando
enquanto o nimero de adolescentes sobrepesos esta mais que triplicando?.

A prevaléncia da obesidade nos paises europeus tem triplicado nas
ultimas duas décadas, com aumento significativo nos custos para a economia e
para a saude. No Reino Unido, a obesidade contribui com 30.000 mortes por ano
e 5,4 bilhdes de délares com gastos em saude. Nos EUA, os custos anuais com
cuidados em saude sédo 36% maiores para 0s pacientes obesos em comparagao
com os pacientes com indice de massa corporal (IMC) normal®.

No Brasil, assim como em diversos paises em desenvolvimento,
ocorreu 0 processo de transi¢cao nutricional consistente na reducédo da desnutricao

infantil e no aumento da prevaléncia do sobrepeso e obesidade®.

A prevaléncia da obesidade no Brasil varia de acordo com a regido do
pais. Segundo Abrantes et al., a prevaléncia de obesidade € de 8,2% em criancas
e 6,6% em adolescentes na regiao nordeste e 11,9% para criancas e 8,4% para
adolescentes na regido sudeste®.

Evidéncias epidemioldgicas apoiam a teoria de que a relacdo entre
obesidade e risco de desenvolvimento de doengas inicia-se precocemente na vida.
Sabe-se que quando o sobrepeso comeca na infancia aumentam trés vezes as
probabilidades de obesidade na vida adulta, em comparagdo com as criancas de

peso corporal normal®.

Introdugéo
23



O aumento da morbidade e mortalidade associado com a obesidade é
relacionado com numerosas condicbes crbnicas, incluindo doencas
cardiovasculares e metabdlicas, estados de hipercoagulacdo, osteoatrites e
cancer. E também fortemente relacionada com sintomas respiratérios incluindo
dispnéia, sindrome da apnéia obstrutiva do sono, sindrome de hipoventilagdo da

obesidade, doenca pulmonar obstrutiva cronica, embolia pulmonar e asma®.

1.2- Asma

A asma é uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas, na qual,
muitas células e elementos celulares estdo envolvidos. A inflamagdo crénica
associada a hiperresponsividade bronquica leva a episédios recorrentes de
chiado, falta de ar, aperto no peito e tosse, particularmente a noite e ao despertar.
Esses episédios sdo associados com obstrugcdo ao fluxo aéreo variavel com

reversibilidade espontanea ou com tratamento®.

A prevaléncia da asma esta aumentando globalmente em criancas e
adultos nas Gltimas duas décadas. E a condicdo cronica mais comum em criangas
e adolescentes afetando 10% destes abaixo de 14 anos e 300 milhdes de pessoas

no mundo®.

Acredita-se que a prevaléncia da asma seja de 1 a 18% da populacao
em diferentes paises apesar da dificuldade de padronizacdo dos métodos nos
varios estudos realizados ao redor do mundo®.

A asma acomete uma a cada trés criancas no mundo e o Brasil é

considerado o oitavo pais mais prevalente’.

De acordo com o grupo brasileiro do ISAAC (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood), as prevaléncias médias de asma entre 0s
escolares foram: 24,3% para asma ativa, com valores mais elevados em
Sao Paulo; asma grave, 6,1%, com os valores mais elevados em Sao Paulo e
Natal; asma diagnosticada por médico, 10,3% (Manaus e Natal)®.

Introdugéo
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Entre os adolescentes, as prevaléncias médias foram: asma ativa,
19,0%, com valores mais elevados em Salvador e Vitéria da Conquista; asma
grave, 4,7%, com valores mais elevados em Vitéria da Conquista e Aracaju; asma

diagnosticada por médico, 13,6% (Belém, Porto Alegre e Caruaru)®.

A asma causa grandes gastos, aproximadamente 10 bilhdes de dblares
por ano, particularmente em criancas pequenas pela necessidade de uso de
servicos de emergéncias, hospitalizacbes e medicacdes. Absenteismo escolar e
perda de dias de trabalho sdo consequéncias sociais e econémicas causadas pela

asma”.

O motivo que explique o aumento da prevaléncia da asma nos ultimos
trinta anos é incerto. Véarias hip6teses tentam elucidar esse fenédmeno. Acredita-se
na mudanca do estilo de vida, a hipétese da higiene, uso rotineiro de vacinas,

exposicao maior aos aeroalérgenos, a poluicdo doméstica e atmosférica®.

Segundo dados do ISAAC - grupo brasileiro, os niveis mais elevados de
prevaléncia foram observados nos centros préximos a linha do Equador. Nao se
documentou relagdo entre exposicao a poluicado atmosférica, exposi¢ao precoce a
infecgcbes respiratorias e gastrointestinais e a prevaléncia de asma. Tais dados
colocam em cheque a validade da hip6tese da higiene para a América Latina

como um todo'°.

A asma é uma doenca complexa causada por multiplos fatores
ambientais em combinagdao com mais de 100 genes dominantes e ndo dominantes
suscetiveis correlacionados com varias formas ou fenétipos (Tabela 1).
Esses fenétipos incluem asma alérgica, asma grave resistente a corticoides e
asma induzida por cigarros, poluicdo, aspirina, exercicios e 0 novo

fenétipo-obesidade".

Esses diferentes fendtipos coexistem e podem agir com sinergismo nos
pacientes, embora mecanismos patogénicos distintos sejam propostos para cada

fenétipo diferente’".

Introdugéo
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Segundo Lessard et al., a obesidade pode ser considerada um novo
fenotipo da asma. Neste estudo, os obesos relataram maior limitacdo de atividade
fisica, falta de ar e chiado do que os ndo obesos traduzindo piora do controle dos
sintomas e da gravidade da asma, além da reducao da resposta ao tratamento

padrdo e diminui¢do da fungdo pulmonar em relagéo aos nao obesos'?.

Tabela 1- Fendtipos clinicos da asma e mecanismos fisiopatoldgicos associados

Fenétipos clinicos da Recrutamento de Mecanismos ou
Asma células Th2 células efetoras
Alérgica Sim IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33, IL-177?

CD4", CDs, eosindfilos, mastdcitos,
basdfilos, células Natural Killer
Infecgao viral Nao IL-137?(citocinas Th2?), macréfagos

alveolares, células NK (imunidade inata)

Poluic&o, cigarros, Nao IL-17, estresse oxidativo, particulas
particulas de diesel, pequenas, neutrdéfilos, células NK
fumacga
Aspirina Nao Leucotrienos, perda da PG-E2
Obesidade Sim/néao? Estresse oxidativo, PCR, TNF-alfa,
adipocinas??
Resisténcia aos Nao IL-17, neutrdfilos, células NK?
esteroides
Ar frio, exercicio Nao Mudanga na osmolaridade da mucosa,
citocinas?
Intrinseca ? Irritabilidade do musculo liso?

Adaptado de Nature Immunology 2010; 11:577-84
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1.3- Associacao asma e obesidade - revisao bibliografica

A prevaléncia da obesidade e da asma tem aumentado muito durante
as Ultimas décadas em todo o mundo''®. Cada vez mais as investigacdes
sugerem que a obesidade esta associada a asma em diferentes modelos de
estudos.

Em modelos transversais encontramos associacao positiva em varios

estudos:

Von Mutius et al., a partir dos dados de National Health and Nutrition
Examination Survey Ill (NHANES Ill) avaliou a relagdo do IMC com a asma e
atopia numa amostra de criangas americanas de 7 a 14 anos. Verificou-se que a
prevaléncia da asma e da atopia aumenta significativamente em relacdo ao
aumento do indice de massa corporal (IMC), ndo havendo diferenca por género
e/ou etnia. Os autores concluiram que o IMC pode ser um fator de risco para o

desenvolvimento da asma'®.

Através do programa National Study of Health and Growth (NSHG),
Figueroa-Mufnoz et al.,, analisaram 14.908 criancas de 4 a 11 anos por
questionario padronizado. Concluiram que a obesidade esta associada a asma
independente da etnia com associagdo mais forte nas meninas do que nos

meninos'*.

Schachter et al., em estudo epidemiolégico, incluiram 5993 criancas
caucasianas de 7 a 12 anos de idade apéds realizacao de medidas de peso, altura,
testes alérgicos para aeroalérgenos comuns e medidas de hiperresponsividade
brénquica por inalagcdo com histamina. Histéria de diagndstico médico de asma,
chiado, tosse e uso de medicacOes foram obtidos por questionario. ApGs ajuste
para sexo, idade, historia familiar de atopia e de fumantes, encontraram IMC como
um fator de risco para chiado e tosse, mas n&o para hiperresponsividade
brénquica. Somente para as meninas, o IMC foi associado a atopia'®.

Introdugéo
27



Van Gent et al., (2007) selecionaram 1758 criancas de 7 a 10 anos em
quatro grupos: asmaticos obesos e ndo obesos, saudaveis obesos e ndo obesos
para avaliacdo da qualidade de vida através de questionario padronizado para
asma em pediatria. Comparados com os saudaveis, 0 score diminuiu 25% em
criancas com asma e obesidade, 14 % em criancas com asma e IMC normal e
apenas 1% nos saudaveis obesos. Concluiram que o ganho de peso excessivo é
associado & diminuicdo da qualidade de vida em criangas asmaticas'®.

No estudo ISAAC - grupo chinés, Chu et al., incluiram 170.457
estudantes. Utilizando selecdo randomizada, 14.654 foram selecionados e
completaram os testes de funcéo pulmonar. Concluido ap6s andlise dos fatores de
risco para asma (atopia, IMC, ser fumante ativo ou passivo e atividade fisica) que
o IMC extremo é associado ao aumento da prevaléncia da asma e prejuizo da
funcdo pulmonar com diminuicdo de VEF1/CVF em criancas na idade escolar'”.

Em modelos com grupo controle, dois estudos encontraram associagao
positiva e dois ndo identificaram diferencas na prevaléncia de obesidade em

asmaticos:

Luder et al., conduziram um estudo com 209 criancas e adolescentes
hispanicas e/ou negras de 2 a 18 anos de idade avaliando se o0 ganho ponderal de
asmaticos diferia dos ndo asmaticos e se este ganho se associava ao aumento
dos sintomas da asma. Concluiram que houve associacao significativa entre a
gravidade da asma e o risco de sobrepeso. O grupo caso apresentou risco relativo
de 1,34 de terem IMC > 85 quando comparados ao grupo-controle. As criancas
com asma moderada/grave e IMC elevado estavam associadas a diminuicdo da

funcdo pulmonar e ao maior uso de medicagdes para controle da asma'®.

Selecionadas 457 criancas de 12 anos participantes da fase 2 do
estudo ISAAC para avaliagao da relagcao entre o IMC com sintomas da asma e
manifestacbes atopicas. O grupo-caso era composto por 161 criancas e o
grupo-controle por 296. Mai et al., encontraram associacao entre o IMC elevado

com episodios atuais de sibilancia (OR=1,7). IMC > 75 associou-se a gravidade da

Introdugéo
28



asma, aos episodios de sibilancia nos ultimos 12 meses e a presenca de eczema

atépico nas criancas do grupo-caso'®.

Em um estudo italiano envolvendo 554 criancas asmaticas (caso) e
625 criancas saudaveis (controle) avaliou-se o desvio padrao (DP) do IMC
considerando sobrepeso/obesidade IMC= 2 DP. Nao foi encontrado aumento na
prevaléncia de sobrepeso/obesidade em criancas e adolescentes com asma.
Observou-se ainda que, criancas e adolescentes com infeccao respiratéria de
repeticdo sem uso de corticéide inalatério apresentavam IMC < 2 DP?.

Brener et al., avaliaram 265 adolescentes asmaticos obesos com
idades entre 12 e 21 anos e um grupo-controle com 482 asméaticos na mesma
faixa etaria. Foi comparada a prevaléncia da obesidade e sua associagcdo com a
classificacdo de gravidade da asma. Concluiram que nao houve diferenca na
prevaléncia da obesidade e nao houve associagcdo com a gravidade da asma

(21% asma moderada/grave, 19% asma leve e 17% controles)?'.

Em coortes prospectivas, podemos citar dois estudos:

- Oddy et al., investigaram a relacdo do aleitamento materno com a asma e a
influéncia do IMC para o risco de desenvolvimento de asma. Foram avaliadas
2.165 criangas sendo realizado teste alérgico em 1.596. Confirmado diagnostico
de asma em 17% das criancgas. A correlacao do IMC com a asma foi significativa
somente em meninos. Em relacdo ao aleitamento materno, quando exclusivo,
reduz em 4% o risco de desenvolvimento da asma sendo, portanto,

fator protetor®.

- Através da coorte KOALA, Eijkemans et al., incluiram 305 criancas
acompanhadas desde o nascimento. Informacdes sobre chiado foram adquiridas
através de questionarios preenchidos pelos pais nas idades de 7 meses, 1,2 e 4
a 5 anos correlacionadas com atividade fisica e IMC. N&o encontraram
diferencas em relacdo a atividade fisica entre as criancas que apresentaram

chiado e as que nunca tinham apresentado chiado nos Gltimos anos®.
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Estudos de metandlises mostraram forte evidéncia de que obesidade

aumenta o risco de desenvolver asma:

Flaherman & Rutherford incluiram estudos de coorte que avaliaram alto
peso ao nascer ou durante a infancia e risco futuro de asma. Encontraram risco
relativo aumentado de desenvolver asma em relacido a obesidade na infancia
(RR=1,5;IC 95%) e em relacdo ao alto peso ao nascer (RR=1,2;IC 95%).
Porém, os autores discutem as limitagbes desse estudo como critérios
diagnésticos das doencas atbpicas, muitas vezes relatadas pelos individuos e nao
diagnosticadas por médicos, a falta de relatos de exposicdo ao tabagismo e de

antecedentes familiares de asma ou atopia®”.

Beuther & Sutherland avaliaram o IMC e a incidéncia de asma em
adultos através de estudos epidemiolégicos prospectivos. Verificaram que o
elevado IMC tem efeito dose-resposta na incidéncia da asma. O OR (odds ratio)
foi de 1,38 (IC95%, 1,17-1,62) para incidéncia de asma para peso normal em
relacdo ao sobrepeso e foi mais elevado para peso normal em relacdo a
obesidade (OR 1,92; 1C95%, 1,43-2,59, p<0,0001). Concluiram que o sobrepeso e
obesidade estdo associados com aumentado dose-dependente no OR da

incidéncia de asma em homens e mulheres?.

Em revisdes sistematicas sao relatados que a obesidade é um fator de
risco para asma, porém os fatores causais entre essas duas condi¢gdes sdo pouco
conhecidos. Discutem-se fatores mecanicos, alteracdes inflamatérias e imunes

presentes na asma e na obesidade.

Dixon et al., foram relatores de um workshop sobre obesidade e asma
com o objetivo de reunir os especialistas sobre os dois assuntos para melhor
entendimento da associacao entre elas e definir direcoes futuras para pesquisas.
Os principais resultados encontrados nos estudos foram que a obesidade € um
fator de risco para asma em todos os grupos de estudos demograficos,
a asma nos obesos pode representar um fenotipo Unico, com maior gravidade da

doenca e pior resposta a terapia convencional. H4 uma necessidade urgente de
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pesquisas para melhor entendimento dos mecanismos da asma na obesidade e
para o desenvolvimento de terapias especificas para esta populacdo de

pacientes?®.

O objetivo dessa revisao sistematica, segundo Noal et al., foi investigar
a relacdo entre o estado nutricional de criangas e a incidéncia ou persisténcia da
asma durante a adolescéncia. A pesquisa sistémica encontrou 1563 artigos sendo
selecionados 10 apds inspecao criteriosa. Destes, oito mostraram associacao
positiva entre sobrepeso/obesidade e asma. Dos quais, dois foram independentes
do sexo, trés encontraram essa relacdo apenas no sexo masculino e outros trés
apenas no sexo feminino. Concluiram que ha forte evidéncia de que a obesidade
precede e esta associada com a persisténcia e intensidade dos sintomas da asma,
embora o papel do sexo ndo esteja bem esclarecido?’.

1.4- Mecanismos inflamatorios da obesidade na asma

O maior desafio é entender a relacdo natural entre a asma e a
obesidade. Os mecanismos pelos quais a obesidade interfere nos sintomas da

asma ainda sdo controversos?.

A asma pode estar presente nos obesos devido a influéncia do estado
inflamatoério desencadeado pela obesidade através de liberacao de interleucinas,
quimiocinas e citocinas pelos adipécitos®.

O tecido adiposo era considerado inerte para estoque de energia,
mas atualmente tem sido reconhecido como um dos responsaveis pela regulacao
dos processos fisiopatolégicos incluindo a modulagdo da resposta inflamatéria e

imune®.

Os adipécitos produzem e liberam uma variedade de fatores pro e
antiinflamatérios, incluindo as adipocinas leptina, adiponectina, resistina,

adipsina e visfatina, além de citocinas e quimocinas como fator de necrose tumoral
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(TNF-a), interleucina (IL) 6, IL-1b, proteina C reativa e proteinas quimioatraentes
dos mondcitos (MCP-1), responsaveis por aumentar a resposta inflamatéria local

e sistémica®®2%%,

1.4.1- Adipocinas

O tecido adiposo funciona, entdo, como um érgado enddcrino pela
elaboracdo das adipocinas, isto €, horménios derivados dos adipdcitos que sao
estruturalmente similares as citocinas. As mais estudadas até o momento sao:

leptina e adiponectina®.

1.4.1.1- Leptina

A leptina € uma proteina com 16Kd, tendo o adipdcito como sua maior
fonte®®, portanto os seus niveis séricos estdo diretamente relacionados com a

quantidade de massa adiposa®*'.

Originalmente, a leptina foi descrita como o horménio da saciedade que
informa o hospedeiro sobre o estoque de energia e estimula o metabolismo®.
Interessantemente, em estudos feitos com criangcas obesas comparando com
criangcas nao obesas com a mesma faixa etaria e sexo, os niveis de leptina estao
consistentemente aumentados com correlagdo ao IMC, provavelmente pela

insensibilidade a leptina endégena®".

As formas longas (LepRb) e curtas (LepRa) dos receptores da leptina
sao expressados pelas células brénquicas e alveolares e pelos macréfagos
alveolares. Outras células do sistema imune, como os mondcitos, neutréfilos,
células dendriticas, linfocitos B e T, células Natural Killer também expressam

esses receptores®,

A leptina est4 sendo descrita como pré-inflamatéria®. Esta associada
com a regulacdo da fagocitose dos macréfagos, producdo de citocinas
pré-inflamatérias e estimulacao da producao de TNF-q, IL-6 e IL-12 que também
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estdo aumentados na asma?*%. Estima-se que 25% da IL-6 liberada na circulagao
seja produzida pelos adipécitos?®.

A leptina protege os linfocitos T da apoptose e regula a proliferacao e
ativacdo das células T. Também influencia a producdo de citocinas pelos

128

linfécitos T, geralmente desviando para a resposta Th1“°.Além de, aumentar a

expressdo de adesdo molecular em células epiteliais®.

Estudos em humanos sdo inconclusivos em confirmar a associacao
entre os niveis de leptina e o risco para asma®. Um grande estudo populacional
nos EUA encontrou associacado positiva entre altos niveis de leptina e risco para
asma em mulheres (OR de 3,2, 95% IC - 1,3 - 7,7)36. Porém, outro grande estudo
com modelo caso-controle através da coorte Finnish ndo encontrou associacao
independente entre asma e os niveis de leptina nas idades de 3 a 18 anos e
9 a 24 anos, mas encontrou altos niveis de leptina em adultos asmaticos obesos

comparados aos ndo obesos asmaticos®”.

Em criancas, estudos transversais mostraram associagao positiva entre
niveis altos de leptina em asmaticas com peso adequado em relagdo as criangcas
saudaveis®*®. Analise de regressdo multipla indicou que tanto a asma quanto o

IMC s&o preditores dos niveis de leptina em criangas®.

Mai et al., apds 12 anos de seguimento de criangas asmaticas com IMC
elevados encontraram niveis de leptina significativamente mais altos em criancas
asmaticas com sobrepeso comparadas as ndo asmaticas com sobrepeso®.
Porém outro estudo realizado por Kim et al., ndo encontrou associagdo entre

niveis de leptina e manifestacdes da asma em criancas™.

O potencial para leptina contribuir para asma nos obesos existe,

mas investigacdes mais detalhadas sdo necessarias®'.
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1.4.1.2- Adiponectina

Ao contrario das outras adipocinas, os altos niveis circulantes da
adiponectina (a mais abundante adipocina no sangue periférico) estao diminuidos

nos obesos?.

Estudos tém comprovado que os niveis de adiponectina sao
significativamente menores nas criangas obesas comparadas as ndo obesas*'#243

e correlaciona negativamente com o IMC*#1:4243,

Sua funcao mais conhecida é a regulacdo da sensibilidade a insulina.
Administracdo exdégena de adiponectina protege ratos obesos contra diabetes
tipo 2 e aterosclerose®.

Todos os receptores conhecidos da adiponectina (AdipoR1, AdipoR2,
T-cadherin e calreticulin) sdo expressados nos varios tipos celulares dos

pulmdes®>*>*. Porém a sua agéo ¢ anti-inflamat6ria®®®>*,

A adiponectina reduz a producéo e atividade do TNF-a, inibe o fator
nuclear Kappa B (NF-kB) e a producédo de IL-6 acompanhado pela inducédo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e antagonista do receptor de IL-12837:354°,
Além de, reduzir a adesdo das moléculas de adesdo endotelial (ICAM-1) e

moléculas de adesio vascular®®.

Como na leptina, os estudos atuais em humanos com o objetivo de
demonstrar a associacdao independente dos niveis de adiponectina e asma sao
inconclusivos®®. Estudos realizados em criancas e adultos demonstraram um fator
protetor entre a concentracao de adiponectina e risco para asma, independente do
IMC*"*8. Por outro lado, Jartti et al., através da coorte Finnish, com pacientes que
reportaram serem portadores de asma, nao encontraram associacao
independente entre a razdo de leptina/adiponectina séricas, refletindo o balanco

inflamatério das adipocinas®’.
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Medoff et al., através de modelo animal, ratos induzidos a asma
alérgica crbnica, concluiram que, a deficiéncia de adiponectina leva ao aumento
da inflamagdo pulmonar, hipertrofia grave da artéria pulmonar e hipertensao
pulmonar. E mais, a redugcao dos niveis de adiponectina pode ser um importante
mecanismo entre a obesidade e a inflamagdo pulmonar associado a asma € o

remodelamento vascular na hipertensdo pulmonar®.

1.5- Inflamacao da asma nos obesos

A asma pode estar presente via sistema imune adquirido, com o
eosindfilo como a célula predominante na via aérea ou via sistema imune inato

caracterizado pelo aumento de neutréfilos™.

As asmas eosinofilica e neutrofilica sao ativadas por diferentes
estimulos e funcionalmente conduzidas por diferentes vias inflamatérias®'.
A asma eosinofilica é ativada por alérgenos e a via inflamatéria € primariamente
conduzida pela IL-5 e asma neutrofilica € ativada por virus, bactérias, poluentes e
componentes da dieta tendo a IL-8 como condutora da cascata inflamatéria®.

A patogénese da asma em criangas obesas nao é totalmente

conhecida®!, mantém a discusséo eosinofilica, ndo eosinofilica (Figura 1).
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Adaptado do Nature Immunology 2010;11:577-84

Figura 1- A heterogeneidade da asma. A asma € uma doengca complexa causada
por multiplos fatores. Ha diferentes fenétipos da asma e, em alguns
pacientes estas formas podem coexistir.

Embora diferentes formas da asma sejam reconhecidas, o maior foco
de pesquisa e tratamento nos ultimos 25 anos tem sido a asma alérgica,

a forma mais comum da asma'".

As células T helper tipo 2 (Th2) alérgeno-especificas estdo presentes
nos pulmdes da maioria dos pacientes com asma, particularmente com asma
alérgica. As células Th2 produzem citocinas que regulam a sintese de
imunoglobulinas E (IgE) alérgeno-especificas'’. A citocina IL-4 regula sintese de
IgE, IL-5 controla recrutamento de eosindfilos, IL-9 recrutamento e crescimento de
mastécitos, e IL-13 responsavel pela hiper-reatividade brénquica (HRB), o evento
central da asmat1''®"%2,
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Entendimento do papel da alergia e das células Th2 na asma tem sido
demonstrado através de modelos animais. As células Th2 alérgeno-especificas
podem ser induzidas em ratos, e quando recrutadas para os pulmdes causam o
desenvolvimento de inflamagédo eosinofilica e HRB®®. No entanto, o processo de
sensibilizagao alérgica em ratos pode nao refletir o processo natural que ocorre

em humanos, que até hoje ndo é totalmente compreendido’”.

A transferéncia de células alérgeno-especificas Th1 abole a eosinofilia
de vias aéreas e a producdao de muco, embora o desenvolvimento de HRB nao
diminua. Interessantemente, a nova polarizagdo Th1 pode produzir IL-9 e IL-13
quando tratados com IL-18"".

O que se sabe atualmente é que, os eosindéfilos sdo os granulécitos

predominantes nos sitios da inflamagdo alérgica'’®"2,

Apo6s estimulagao,
os eosinofilos tém um papel pré-inflamatério importante pela producdo de
leucotrienos, bem como citocinas Th1 (Interferon gama e IL-12) e citocinas
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator de necrose tumoral), além da liberagdo de
substancias pré e neoformadas (proteina catibnica eosinofilica (ECP),
peroxidase eosinofilica (EPO), proteina X eosinofilica (EPX) e neurotoxina

derivada do eosinéfilo (EDN)'°1.

O mecanismo que promove o recrutamento de eosindfilos para o sitio
inflamatério nos obesos ainda ndo estd completamente esclarecido®,
porém evidéncias apontam para o envolvimento de citocinas (IL-3, IL-5 e GM-CSF
-fator de crescimento de granulécitos) e adipocinas (leptina e adiponectina)

nesse processo*®>*.

A migragao dos eosindfilos no processo inflamatério da asma depende
da concentracdo de quimioatraentes para penetrarem na circulacdo pulmonar e
espaco intersticial®®>®. Os eosindfilos podem ampliar a cascata inflamatéria
produzindo agentes quimiotaxicos como eotaxina, PAF (fator de ativacédo
plaquetaria) e RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and

secreted)®.
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A eotaxina é a quimocina mais especifica para quimiotaxia dos
eosindfilos na resposta alérgica. Seu receptor (CCR3) é expressado nas células
T helper 2 quando co-localizados com os eosinéfilos®.

O PAF é produzido pelos eosindfilos através da acetilacido de éster
fosfolipidico (forma estocada precursora do PAF). E um dos mais potentes

agentes seletivos de quimiotaxia para os eosinéfilos®2.

Os niveis de RANTES, um produto das células T ativadas,
encontram-se elevados nas vias aéreas de asmaticos atdpicos e nao-atdpicos,
promovendo infiltracdo de eosindfilos e células T. A expressao de RANTES tem
sido localizada no musculo liso brénquico, nos eosinéfilos e células T da

submucosa®.

1.6- Modelo fisiopatoldgico da relacao asma-obesidade

Ha evidéncias de que a inflamacgédo sistémica da crianca com asma
pode ser exacerbada pelo processo inflamatério sistémico causado pela
obesidade®'.

O processo inflamatério crénico criado pelo excesso de adipdcitos tem
sido responsavel por numerosas condicées® e pode ser o fator da patogénese da
asma nos obesos. Acredita-se que o aumento dos mediadores inflamatérios
sistémicos associados a obesidade exacerbe a inflamacao pulmonar, componente

direto da fisiologia da asma.
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Aumento de tecido adiposo

™ circulagdo de leptina, TNF-a e IL-6
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Adaptado de Paediatr Resp Rev 2011 [Epub ahead of print]
TNF- fator de necrose tumoral, IL-6- interleucina6 e HRB- hiper-reatividade brénquica

Figura 2- Modelo fisiopatoldégico da asma nos obesos. Excesso de adipdcitos
aumentam a inflamagédo sistémica, com subsequente aumento da
inflamacao pulmonar e contribuicao para patogénese da asma.
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A incidéncia e prevaléncia da obesidade estdo aumentando em
criancas em todas as partes do mundo. Dentre todas as complicacbes da
obesidade infantil, a doenca respiratéria € a mais negligenciada por médicos e

pacientes.

Embora os efeitos mecanicos estejam tradicionalmente associados com
a fisiopatologia da relacdo asma-obesidade, ha evidéncias de que a inflamacéao
desencadeada pela obesidade influencia a doencga respiratoria.

A asma, reconhecida como doenca inflamatéria crbnica, esta presente
nos obesos com aumento da prevaléncia, gravidade e duracdo dos sintomas
devido as alteracdes do processo inflamatério desencadeados pela liberagdo de
substancias pré e anti-inflamatérias pelos adipécitos como as adipocinas leptina,
adiponectina, resistina, adipsina e visfatina, além de citocinas e quimocinas como
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL) 6, IL-1b, proteina C reativa e
proteinas quimioatraentes dos mondcitos (MCP-1).

Os niveis de leptina estdo aumentados na obesidade alterando a
expressao de moléculas de adesdo e de quimiocinas, assim como liberacdo de
mediadores inflamatoérios (IL1-b, IL-6, IL-8, MCP-1) em eosindéfilos humanos.
A adiponectina que inibe a producdo de TNF-a, IL-6, fator nuclear Kb, moléculas
de adesao endotelial, moléculas de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e moléculas de
adesao vascular-1 (VCAM-1), além de IL-10 e antagonista do receptor de IL-1,
estda diminuida na obesidade e, portanto, aumenta os niveis dos coadjuvantes

inflamatorios citados.

No entanto, o mecanismo pelo qual a obesidade pode aumentar a
expressao clinica da asma relacionada a essas mudancas fisiologicas nao esta
bem estudado. Maiores esclarecimentos das similaridades e diferengas entre as
caracteristicas inflamatérias da obesidade e asma podem aumentar o

entendimento do impacto da obesidade na asma.
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Este € o primeiro estudo em avaliar a inflamacao eosinofilica na
associacdao asma-obesidade através da atividade dos eosindéfilos periféricos por
quimiotaxia e adesao in vitro, além da dosagem sérica de leptina e adiponectina.

Isto porque sabemos que somente a contagem de eosinofilos no
sangue periférico ndo se altera em criangas asmaticas obesas, mas até o presente
momento, ndo conhecemos estudos sobre a atividade dos eosinéfilos nessas

criancas obesas.

Acreditamos, desta forma, buscar uma maior compreensao desse novo
fen6tipo da asma que apresenta resisténcia ao tratamento padrao com perda de

funcéo pulmonar e piora da qualidade de vida.

Justificativa
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3- OBJETIVOS



3.1- Geral

e Avaliar o efeito da obesidade na atividade eosinofilica em criangas e
adolescentes asmaticos atépicos e os marcadores clinicos e laboratoriais
relacionados a obesidade.

3.2- Especificos

¢ Avaliar a atividade dos eosinéfilos nos pacientes asmaticos atépicos obesos

e nao obesos através dos ensaios de quimiotaxia e adesao in vitro.

e Caracterizar os pacientes asmaticos obesos e ndao obesos quanto as
dosagens séricas dos hormdnios da obesidade leptina e adiponectina,
do colesterol e fragdes, triglicérides, IgE total, eosindfilos e glicemia de

jejum.

Objetivos
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Realizou-se um estudo analitico do tipo corte transversal com avaliagéo
clinica e laboratorial em criangas e adolescentes de 6 a 18 anos com diagndstico
de asma atdpica atendidos no Ambulatério de Pneumologia Pediatrica do Hospital

de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa pela
Faculdade de Ciéncias Médicas do HC-Unicamp (numero: 352/2010). O termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada paciente antes do inicio da
pesquisa.

O diagnéstico de asma foi estabelecido de acordo com os critérios da
Sociedade Americana de Térax e Sociedade Respiratéria Européia (ATS-ERS)*’.
A asma foi classificada de acordo com o GINA® como intermitente, persistente
leve, persistente moderada e persistente grave (Quadro 1).

Quadro 1- Classificacdo da gravidade da asma

Persistente

Intermitente Leve Moderada Grave
Sintomas raros Semanais Diarios Diéarios ou continuos
Despertares _ _ o
raros Mensais Semanais Quase diarios
noturnos
Necessidade de
beta-2 para rara Eventual Diaria Diaria
alivio
Limitagdo de Presente nas Presente nas )
. nenhuma B B Continua
atividades exacerbacgdes exacerbacgdes
Afeta atividades Afeta atividades
Exacerbacoes raras Frequentes
€ 0 Sono € 0 Sono
VEF1 ou >80% 280% 60-80% <60%
PFE predito predito predito predito
Variagao VEF1
<20% <20-30% >30% >30%
ou PFE

Material e Métodos
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Todos os pacientes eram atdpicos com eosinofilia e imunoglobulina
(lg)E elevada, sensibilizados para os aeroalérgenos comuns avaliados através de
testes cutaneos de hipersensibilidade imediata.

Foram considerados obesos os individuos que apresentaram IMC (peso
(Kg)/altura? (m)) acima do percentil 95 na curva de IMC do NCHS (National Center
for Health Statistics; Anexo 1).

Selecionados 4 grupos: asmaticos obesos (AO), asmaticos ndo obesos
(ANO), ndo asméticos obesos (NAO) e ndo asméaticos ndo obesos, isto é,
voluntarios saudaveis (NANO). Os grupos de asmaticos foram classificados de

acordo com a gravidade em intermitente, persistente leve, moderado e grave.

Foram excluidas as criancas menores de 6 anos por falta de condicao
técnica para realizacdo de exames como espirometria; as que apresentaram
outras co-morbidades ou infec¢des no Ultimo més antes da entrada na pesquisa e
as que nao aderiram ao tratamento clinico da asma no ambulatério segundo a

gravidade clinica.

Todos foram medicados com anti-helmintico Albendazol, na dose
preconizada para idade, um més antes da realizacdo dos exames para exclusao
da eosinofilia secundaria a parasitose.

Para cada sujeito foram coletados 30ml de sangue venoso, sendo 10ml
para analises clinicas de colesterol total e fraces, triglicérides, glicemia de jejum,
IgE e hemograma para contagem de eosinéfilos de acordo com os padrdes de
analises do Laboratorio de Analises Clinicas do HC-Unicamp e 20ml na presenga
de citrato de sbdio para avaliacdo in vitro da atividade eosinofilica realizada no
laboratério de farmacologia do HC-Unicamp nas etapas de quimiotaxia e adesao

explicadas a seguir passo a passo:

Material e Métodos
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4.1- Isolamento de eosinofilos

O sangue foi diluido (1:1;v/v) com PBS (pH 7,2-7,4). Aliquotas de 35 ml
de sangue ja diluidos foram colocadas sobre 15 ml de solucéao isotonica de Percoll
(9,5ml de Percoll, 40 ml de agua e 1,5ml de HANKS concentrado 10x;
densidade 1,082+0,005¢g/ml; pH 7,4; 340mOs/Kg H>O de osmolaridade;
Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plasticos graduados de 50ml.
Apbs centrifugacdo (23min; 1000g; 4°C), a camada de células mononucleares foi
descartada, e o pellet contendo eritrdcitos, neutréfilos e eosinéfilos foi aspirado e
transferido para um tubo limpo. Os eritrécitos foram lisados (13minutos; 0°C)
por adicdo de 5 volumes de solugcédo isotbnica gelada de cloreto de aménia
(NH4Cl 155mM, KHCO3; 10mM e EDTA 0,1imM) para 1 volume do pellet.
Apds a lise, a suspensdo celular foi centrifugada (10min; 400g; 4°C) e o pellet
resultante foi lavado 1x (10min; 400g; 4°C) em PBS. Em seguida, feita nova lise
hipotbnica com agua destilada (colocados 3ml de &gua destilada e apds
25 segundos acrescentado 1ml de salina 3,6%). Centrifugado novamente a
400g por 10min a 4°C e feita a contagem de células com corante Turk em camara

de Neubauer®,

4.2- Separacao imunomagnética de eosinéfilos

Utilizamos o sistema magnético de separacao celular (MACS;
MiltenyiBiotec, Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido). Inicialmente a coluna
foi lavada 4x com PBS/BSA 0,5% e, posteriormente, incubada com PBS/BSA
0,5% a temperatura ambiente por 1 hora. Imediatamente antes do uso,
a coluna foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA 0,5% gelado.
A mistura de neutrofilos/eosindfilos foi incubada com microbeads revestidos com
anticorpo anti-CD16, por 30 min (6-12°C; 32ul de microbeads/5x10”células).
PBS/BSA gelado (g.s.p1ml) foi entdo adicionado a suspensdo de células,
a qual foi transferida para o alto da coluna, sob campo magnético.

Apo6s aplicarmos a suspensao celular na coluna, mais 3 volumes (1ml) de tampao

Material e Métodos
48



PBS/BSA foram passados pela mesma. As células CD16+ (neutrdfilos)
permanecerao presas a coluna, ao passo que as células CD16- (eosindfilos) serdo
coletados (volume de eluicdo de 30ml). As células CD16- foram centrifugadas
(10min; 400g; 4°C) antes dos testes funcionais®. A determinacdo total de células
foi realizada usando-se a caAmara de Neubauer, obtendo o numero de células x
10%ml. A pureza da preparacdo final foi maior que 95%. As células foram
ajustadas na concentracao desejada para cada ensaio.

4.3- Quimiotaxia de eosinofilos

Os ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados usando-se camara
de microquimiotaxia com 48 pocos. Aos pocos da camara foram adicionados
28ul do agente quimiotatico (eotaxina 100ng/ml, RANTES 100ng/ml e PAF 10°M)
e, em seguida, o filtro de policarbonato (poro 5um; Nuclepore Pleasanton, EUA)
foi posicionado na placa sobre os pocos. Adicionamos 50ul da suspensdo de
eosinéfilos (4x10° células/ml) na parte superior de cada pogo. A quimiotaxia
espontdnea foi verificada substituindo-se o agente quimiotatico por MEM
(Minimum essential medium). A camara foi incubada por 1 hora em estufa (5% de
CO,, 37°C). Apés a incubacdo, a suspensao celular restante na parte superior do
filtro foi fixada em metanol 70%, corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare
Corporation, EUA) e colocados sobre laminas de microscopia. A migracao dos
eosindfilos foi determinada quantificando-se o no de células que migraram através
do filtro, em 5 campos aleatorios (central, norte, sul, leste, oeste) usando-se

objetiva de imersao®®.

4.4- Adesao de eosinofilos a fibronectina

Placas de 96 pocos foram revestidos com 60ul de uma solugcdo de
fibronectina (20pg/ml em PBS) e incubados overnight a 4°C. No dia seguinte os
pocos foram lavados 2 vezes com 200ul de PBS e, em seguida, foram tratados por
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1 hora (37°C) com uma solugdo de BSA 0,1% em PBS (100pl/poco) para bloqueio
das ligagdes inespecificas. Apds a incubagao, os pocos foram novamente lavados
com PBS e as placas deixadas em estufa (37°C) para secagem dos pocos.
Enquanto isso foram feitas as incubag¢des dos eosinéfilos em MEM e eotaxina.
Posteriormente as incubacgbes, foram adicionados 50ul da suspensdo de
eosinéfilos (7x10* células/ml) a cada poco. Em seguida, a placa foi incubada por
30minutos em estufa (37°C, 5% CO;) para permitir a adesdo das células.
As células ndo aderidas foram removidas e os poc¢os lavados delicadamente
2 vezes com PBS. 50ul de MEM foram adicionados a cada pog¢o previamente
recoberto com fibronectina e, aos pog¢os nao recobertos, foram adicionadas
concentracdes variadas da suspensao celular original (em MEM) para a formacao
de uma curva padrao de células. A adesao dos esoindfilos foi calculada através da
medida da atividade da EPO das células aderidas®®. Foi adicionado 50ul do
substrato da EPO (1ImM H202 1mM OPD e 0,1% Triton X-100 em tamp&o Tris,
pH 8) a cada poco. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente,
adicionamos a cada poco 25ul de H»SO4 4M para interromper a reagao.
A absorbancia foi medida a 490nm no leitor de microplaca (Multiscan MS,
Labsystems, USA). A adesao foi calculada através da comparacao da absorbancia
das amostras (desconhecidas), com as da curva padréo de células®.

4.5- Dosagem de leptina e adiponectina

Apos a centrifugacédo, 2ml de soro eram congelados a -60°C em camara
fria. As dosagens séricas de leptina e adiponectina foram realizadas através do Kit
para ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguindo as instrucées do fabricante®’
(Millipore, St Charles, Missouri, USA). As medidas de leptina e adiponectina
permaneceram na faixa de 0,5 a 100ng/mL e 1,56 a 100ng/mL, respectivamente.
O controle de qualidade alto e baixo foi realizado em paralelo com cada ensaio.
A leitura das medidas das adipocinas foi realizada por espectofotometria
(absorbéancia de 450nm-590nm).

Material e Métodos
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O grupo controle foi composto de voluntarios saudaveis, sem critérios
diagnésticos de asma e obesidade com espirometria normal. O grupo de nao
asmaticos obesos também nado apresentava critérios diagnésticos de asma,
porém com IMC acima do percentil 95. Para isso foram necessarios 60ml| de
sangue para realizagdo dos mesmos testes in vitro devido ao menor numero de
eosindfilos em sangue periférico desses pacientes. Por questdes éticas,
foi permitida a inclusdo de 5 individuos em cada um desses grupos pela
quantidade de sangue necessaria para os testes.

Material e Métodos
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5- ANALISE ESTATISTICA
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O calculo amostral foi derivado de um projeto piloto com necessidade
de 16 sujeitos por grupo. O estudo foi desenhado para um poder amostral de 80%
para detectar significancia entre os obesos e ndo obesos com um erro de 5%.

Os dados sao apresentados como medianas. Foi utilizado o programa
GraphPad software e SAS System for Windows (Statistical Analysis System),
versao 9.2 SAS institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, EUA para as anadlises
estatisticas.

A ANOVA de uma via foi utilizada para analisar os parametros de
colesterol, triglicérides, glicemia de jejum, IgE sérica, eosindfilos séricos,
gumiotaxia e adesdo de eosinofilos e niveis séricos de leptina e adiponectina.
ANOVA seguida de teste de Tukey foi necessaria para localizar as diferencas
entre os grupos para colesterol, IgE total, eosindfilos séricos, quimiotaxia com
MEM, eotaxina, PAF e RANTES, adesao de eosindfilos e niveis séricos de leptina.
Os niveis de adiponectina foram analisados por ANOVA seguido de
Kruskal-Wallis.

O valor de p<0,05 foi aceito como significativo.

Andlise Estatistica
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6- RESULTADOS



6.1- Caracteristicas dos sujeitos (Tabela 2)

Foram incluidos 42 criancas e adolescentes sendo 16 asmaticos
atopicos obesos (AO) e 16 ndao obesos (ANO), 5 ndo asmaticos obesos (NAO)

e 5 nao asmaticos nao obesos (NANO).

A idade variou de 6 a 17 anos (média 10,2 anos), sendo 16 do género

masculino e 16 do género feminino para o grupo dos asmaticos.

A dosagem sérica de colesterol total foi maior entre o grupo dos obesos
(asmaticos e nao asmaticos) quando comparados com os individuos ndo obesos

(asmaticos e nao asmaticos; p=0,0009).

N&ao foi constatado significancia entre os grupos quando comparamos
as fracbes do colesterol (HDL, VLDL) triglicérides e glicemia de jejum.
Para a fracdo LDL houve diferenca significativa para o grupo dos obesos
(p=0,036).

Os niveis de IgE foram maiores entre os grupos dos asmaticos
(obesos e ndao obesos) em relagcdo ao grupo dos ndo asmaticos (obesos e nao
obesos; p=0,0007).

A contagem de eosinéfilos no sangue periférico também foi maior no
grupo dos asmaticos (obesos e ndo obesos) quando comparados com 0sS nao
asmaticos (obesos e nao obesos; p=0,024).

Resultados
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Tabela 2- Caracteristicas dos individuos

Asmatico Nao asmatico Asmatico Nao asmatico

obeso obeso nao obeso naoobeso Valor P
(AO) (NAO) (ANO) (NANO)
N 16 5 16 5
Idade (anos) 10 11 9.5 18 0,6804
Sexo (% masculino) 56% 40% 62.5% 40% 0,7832
GINA classificagao (n)
Intermitente 4 4 4 4
Persistente leve 4 4 4 4
Persistente moderado 4 4 4 4
Persistente grave 4 4 4 4
Colesterol total 176 2142 136,75 111,8 0,0009
HDL 42,5 40,2 46,94 48 0,2919
VLDL 15,5 24 17 14,4 0,2356
LDL 82,0 146,6 90,38 71 0,0360
Triglicérides 77,0 120,8 76,88 83,6 0,1617
Glicose (g/dl) 81,0 79 79,81 81,6 0,7901
IgE (U/ml) 653,5 84,8 862,67 89,8 0,0007
Eosinofilia (%) 7,05 5,06 8,31 1,52 0,0024

Informagbes apresentadas como medianas ou porcentagem (%) dos sujeitos como fator

especifico.
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6.2 - Quimiotaxia dos eosinofilos

A quimiotaxia espontanea dos eosindfilos foi maior no grupo dos
asmaticos obesos em relacdo aos grupos dos nao obesos (p=0,02 para ANO e
p=0,03 para NANO) com IC 95% (Grafico 1).
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Grafico 1- Comparacao daquimiotaxia espontanea (MEM) de eosindfilos entre
pacientes asmaticos obesos, asmaticos ndo obesos, ndo asmaticos
obesos e voluntarios saudaveis. Eosindfilos (4x108/ml/50ul/poco)
foram colocados em camara de microquimiotaxia por 1 hora a 37°C,
os filtros corados (Diff-Quik®; BaxterHealthcare Corporation, EUA) e
colocados sobre laminas de microscopia. A migracdo dos eosinofilos
foi determinada quantificando-se o n° de células que migraram através
do filiro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imersao.
Os resultados sdo expressos como média do numero de células que
migraram *EPM.
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Os eosindfilos ativados com eotaxina (300ng/ml) resultaram em maior
contagem de células ap6s quimiotaxia no grupo dos obesos (asmaticos e nao
asmaticos) quando comparados com 0s grupos dos nao obesos (asmaticos e nao
asmaticos; p<0,0001) com IC 95% (Grafico 2).
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Grafico 2- Comparagao da quimiotaxia de eosindfilos estimulados com eotaxina
entre pacientes asmaticos obesos, asmaticos nao obesos, nao
asmaticos  obesos e  voluntdrios  saudaveis.  Eosindfilos
(4x10%ml/50pl/pogo) foram colocados em camara de microquimiotaxia
por 1 hora a 37°C, os filtros corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare
Corporation, EUA) e colocados sobre laminas de microscopia.
A migragao dos eosindfilos foi determinada quantificando-se o n° de
células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatérios,
usando-se objetiva de imersdo. Os resultados sdo expressos como

média do numero de células que migraram tEPM.
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Eosindfilos ativados com PAF (10uM), também apresentaram maior
quimiotaxia no grupo AO do que nos grupos dos nao obesos (p=0,04 para ANO e
p=0,02 para NANO) (Grafico 3).
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Grafico 3- Comparagao da quimiotaxia de eosindfilos estimulados com PAF entre
pacientes asmaticos obesos, asmaticos ndo obesos, ndo asmaticos
obesos e voluntarios saudaveis. Eosindfilos (4x10%/ml/50pl/pogo) foram
colocados em camara de microquimiotaxia por 1 hora a 37°C, os filtros
corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare Corporation, EUA) e colocados
sobre laminas de microscopia. A migracdo dos eosindfilos foi
determinada quantificando-se o n° de células que migraram através do
filtro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imerséo.
Os resultados sdo expressos como média do numero de células que
migraram tEPM.
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Eosindfilos estimulados com RANTES

(100ng/ml) aumentou a

quimiotaxia no grupo NAO quando comparados com os grupos ANO e NANO

(p=0,01) (Gréfico 4).
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Grafico 4- Comparagao da quimiotaxia de eosinofilos estimulados com RANTES

entre pacientes asmaticos obesos, asmaticos ndo obesos,

asmaticos

obesos

nao

e voluntarios saudaveis. Eosindfilos

(4x10%/ml/50pl/pogo) foram colocados em camara de microquimiotaxia
por 1 hora a 37°C, os filtros corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare
EUA)

A migragao dos eosindfilos foi determinada quantificando-se o n° de

Corporation, e colocados sobre laminas de microscopia.
células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatérios,
usando-se objetiva de imersdo. Os resultados sdo expressos como

média do numero de células que migraram +tEPM.

Resultados
60



6.3- Adesao de eosinodfilos a fibronectina

A adesdo espontanea de eosindfilos a fibronectina foi similar entre os

grupos (Grafico 5).
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Grafico 5- Adesao espontanea de eosindfilos humanos a fibronectina in vitro.
Eosindfilos (7x10*cél/ml) de pacientes asmaticos obesos, asmaticos
nao obesos, ndo asmaticos obesos e ndo asmaticos ndo obesos foram
colocados a aderir em pocos tratados com fibronectina por 30 min.
Os resultados foram expressos como porcentagem de células

aderentes em relagdao ao numero total de células +SEM.
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Eosindfilos  ativados com eotaxina  (100ng/ml)  aumentaram

significativamente a adesao a fibronectina no grupo AO quando comprados com
NANO (p=0,04) (Grafico 6).
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Grafico 6- Adesao de eosindfilos humanos a fibronectina estimulados com

eotaxina in vitro. Eosindfilos (7x10%*cél/ml) de pacientes asmaticos
obesos, asmaticos nao obesos, ndao asmaticos obesos e nao
asmaticos ndo obesos foram colocados a aderir em pogos tratados
com fibronectina por 30 min. Os resultados foram expressos como
porcentagem de células aderentes em relagdo ao numero total de
celulas £tSEM.
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6.4- Niveis séricos de adipocinas

A dosagem sérica de leptina foi maior nos individuos obesos (asmaticos
€ nao asmaticos) em relacao aos grupos nao obesos (asmaticos e ndo asmaticos;
p<0,0001) (Gréfico 7).
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Grafico 7- Dosagem sérica de leptina pelo método de ELISA de pacientes
asmaticos obesos, asmaticos ndo obesos, ndo asmaticos obesos e

nao asmaticos nao obesos. Os resultados foram expressos por ng/ml.
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A adiponectina ndo apresentou associagao entre os grupos (p=0,524)
(Grafico 8).
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Grafico 8- Dosagem sérica de adiponectina pelo método de ELISA de pacientes
asmaticos obesos, asmaticos nao obesos, nao asmaticos obesos e

nédo asmaticos n&o obesos. Os resultados foram expressos por pg/mi.

Resultados
64




65

7- DISCUSSAO



Este é o primeiro estudo a demonstrar um aumento da atividade
inflamatoéria dos eosindéfilos através da quimiotaxia e adesdao em criangas e
adolescentes asmaticos obesos com aumento dos niveis séricos de leptina em

comparacao aos asmaticos nao obesos e saudaveis.

A obesidade é considerada um fator de risco para desenvolvimento da
asma em ambos os sexos e diferentes etnias®’. No entanto, o mecanismo basico

responsavel por esta associagdo em humanos ainda ndo esta bem estabelecido.

Discutem-se varios fatores causais** como: mecanicos com diminuicdo
da complacéncia por reducdo dos volumes pulmonares (volume de reserva
expiratoria), capacidade vital forcada (CVF) e volume expiratorio forcado em
1 segundo (VEF;) caracterizando restricdo e ndo obstrugdo®'; obstrucdo de vias
aéreas superiores®; co-morbidades como doenca do refluxo gastresofagico e
apneia do sono®®, genéticos®® e o estado inflamatério sistémico causado pela
obesidade?.

Eosindfilos ativados com eotaxina resultaram em quimiotaxia elevada
no grupo dos asmaticos obesos comparados aos sujeitos ndo obesos (asmaticos
e nao asmaticos). A quimiotaxia espontanea (células nao ativadas) também estava
mais elevada nos grupos dos asmaticos obesos. Surpreendentemente,
0 grupo dos nao asmaticos obesos apresentou maior quimiotaxia dos eosinéfilos

quando comparados com o grupo dos asmaticos ndao obesos.

No ensaio de adesao a fibronectina, n6s também encontramos maior
adesao dos eosindfilos estimulados com eotaxina no grupo dos asmaticos obesos
em comparagcdo com NANO. As integrinas MAC-1 e VLA-4 expressadas nos
eosindfilos podem se ligar a matriz extracelular como a fibronectina. A adesao dos
eosindfilos a fibronectina € mediada através da ligacao do VLA-4 expressado nos
eosinéfilos a regido do segmento 1 de conex&o da fibronectina®®.

A eotaxina € o mais especifico e mais importante fator que pode afetar
a fungéo dos eosindfilos. O efeito da eotaxina pode ser observado em cada
estagio do ciclo dos eosindfilos e por isso tem um papel importante no

desenvolvimento da reagéo alérgica™.
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E responsavel pelo retardo na apoptose dos eosindfilos e a sua
interacdo seletiva com o receptor CCR3 leva a ativacao e degranulagdo dessas
células. A contagem de eosindéfilos que infiltram um érgao como o pulmao é
proporcional & concentracdo de eotaxina neste sitio®®. Portanto, maior
concentracdo de eotaxina, maior infiltracdo de eosindfilos no sitio inflamatério, e
maior atividade dessas células com liberacdao de mediadores pré e neoformados,
com piora do controle da asma e gravidade dos sintomas®®.

Outros quimioatraentes como PAF também apresentaram quimiotaxia
elevada dos eosindfilos no grupo dos asmaticos obesos em comparacdo com 0s

grupos dos nao obesos.

O PAF é produzido pelos eosinéfilos através da acetilacdo de éster
fosfolipidico (forma estocada precursora do PAF). E um dos mais potentes

agentes seletivos de quimiotaxia para os eosinéfilos®?.

Eosindfilos ativados com RANTES aumentaram significativamente a
quimiotaxia no grupo dos nao asmaticos obesos. Os niveis de RANTES,
um produto das células T ativadas, encontram-se elevados nas vias aéreas de
asmaticos atépicos e nao-atdpicos, promovendo a infiltracdo de eosindfilos e
células T. A expressao de RANTES tem sido localizada no musculo liso brénquico,

nos eosindfilos e células T da submucosa®.

Interessantemente, a quimiotaxia dos eosindfilos estimulados com
eotaxina e RANTES foi maior para o grupo dos ndo asmaticos obesos em relagao
aos asmaticos ndo obesos demonstrando que a obesidade neste estudo foi um
fator determinante para o aumento da funcéo eosinofilica através da quimiotaxia.
E, ndo houve diferenca entre os grupos dos asmaticos nao obesos e voluntarios

saudaveis tanto na espontanea quanto com os estimulos.

O processo inflamatoério cronico pelo excesso de adipdcitos tem sido
associado com a fisiopatologia de numerosas co-morbidades e pode ser um fator
da patogénese da asma. A hipétese é que o aumento de mediadores inflamatérios
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sisttmicos associados a obesidade exacerba a inflamagdo pulmonar,
um componente direto da fisiopatologia da asma?®.

Acreditamos que a liberacdo das substancias pré-inflamatérias pelos
adip6citos nos obesos como interleucinas, adipocinas, PCR e TNF-a sejam os
responsaveis pelo incremento da fungao eosinofilica quando estimulados.

Um recente estudo conduzido com ratos desafiados com ovoalbumina
mostrou que a obesidade induzida por dieta aumenta a passagem de eosinofilos
da medula éssea para o tecido pulmonar, e retarda o transito de eosindéfilos para o
limen das vias aéreas, permitindo que essas células permanegam mais tempo no
tecido conectivo ao redor dos brénquios e bronquiolos segmentares dos
pulmdes®. Os niveis de IL-5, eotaxina, TNF-a e IL-10 no lavado brénquio-alveolar

dos ratos obesos foram significativamente maiores do que nos ratos magros®”.

Quando analisamos as dosagens de leptina sérica realizadas nos
individuos deste estudo confirmamos os dados da literatura com aumento

estatisticamente significativo nos grupo dos obesos?3°%,

Estudos em criancas sao inconclusivos na associacdao entre leptina
sérica e risco para asma®. As pesquisas atuais sdo com nimeros pequenos de

33,47

individuos: algumas com associacao positiva e outra com associacao

negativa“®.

Wong et al., avaliaram os mecanismos imunopatol6gicos da ativacao de
eosinodfilos humanos pela leptina no processo inflamatério de voluntarios
saudaveis. Os resultados sugerem que a leptina regula a apoptose de eosindfilos,
melhora a expressédo de superficie de ICAM-1 e CD18 e diminui de ICAM-3 e
L-selectina. Induz quimiotaxia mediada por RANTES em eosinéfilos ativados pela
leptina. Acreditam que a leptina pode induzir eosinofilia e acumulo nos sitios de
inflamagé&o como pulmao e vias aéreas pelo aumento de adeséo de eosinofilos em
células epiteliais brénquicas e subsequente migracdo para os sitios de

inflamacao®.
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Além de ativar propriedades quimiocinéticas pela liberacdo de IL-1j,
IL-6, IL-8 e MCP-1 de eosindfilos mediados pela ativagdo das vias MAPK,
JAK e NF-kB. Concentracdes de leptina devem ser significativamente maiores no
local da inflamagcao do que na circulacao. Portanto, a leptina ativa os eosinéfilos

no sitio da inflamagao e ndo na circulagéo sanguinea®.

Essas informacbes em associagdo com o efeito anti-apoptético da
leptina sobre os eosinéfilos, fornecem novas dicas para elucidacdo dos
mecanismos imunopatoldgicos da inflamagédo eosinofilica alérgica relacionada

com a obesidade®”.

A adiponectina, outra adipocina estudada, ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos. A adiponectina é secretada pelos adip6citos como
forma de baixo peso molecular, como uma combinacdo de duas isoformas de
médio peso molecular ou como seis isoformas de alto peso molecular. As de alto
peso molecular sdo predominantes e sdo as formas ativas em sangue humano®’.
Entdo, em estudos futuros, poderia ser interessante realizar a dosagem da
adiponectina de alto peso molecular.

Todos 0s nossos pacientes estavam em seguimento regular no
ambulatorio de pneumologia pediatrica em uso diario de corticoide inalatério de
acordo com a classificagdo de gravidade com controle clinico da asma segundo
critérios do GINA®. E apesar desse controle clinico e espirométrico, constatamos o
aumento da quimiotaxia e adesdo dos eosindfilos periféricos nos individuos
obesos.

A obesidade parece representar um fendtipo Unico da asma,
caracterizado pelo aumento da utilizacdo dos servicos de saude, aumento da
gravidade, diminuicdo do controle da doenca e da resposta ao uso de
corticoides'?.

Estudos atuais tém demonstrado que a perda de peso € acompanhada
de reducao da leptina em 19%, PCR em 30%, I-6 em 25% e aumento da
adiponectina em 15%. Mas nao existem estudos investigando o impacto da perda
de peso em criancas e adolescentes asmaticos®'.
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Novas medicagbes e marcadores de controle da doenca podem surgir
relacionados com o entendimento da fisiopatologia do processo inflamatério da

obesidade interferindo na asma.

Pesquisas futuras com foco na inflamacdo, imunologia e genética

podem melhor caracterizar esses asmaticos obesos.

Ha uma necessidade urgente de melhorarmos o entendimento dos
mecanismos envolvidos na relacdo entre a asma e a obesidade para
desenvolvermos estratégias de tratamento e acompanhamento desses pacientes

obesos com asma.
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8- CONCLUSAO



Apesar da limitagdo do estudo pelo tamanho amostral e pela

despropor¢ao entre os quatro grupos, concluimos que:

1- A obesidade aumenta a atividade dos eosinéfilos pelo ensaio de quimiotaxia em
criangas e adolescentes tanto com estimulos de eotaxina, PAF e RANTES,
quanto na espontanea;

2- A obesidade aumenta a adesdo dos eosinéfilos com estimulo da eotaxina em

criancas e adolescentes asmaticos;

3- As criancas e adolescentes obesos apresentam maiores niveis de leptina sérica
e colesterol total, mas ndao encontramos diferencas significativas quanto as
dosagens de triglicérides, glicemia de jejum e de adiponectina sérica.
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10- ANEXOS



PERCENTIS DO iNDICE DE MASSA CORPOREA POR IDADE PARA MENINOS

Percentis do Indice de Massa Corporea (IMC) por idade’?

| Data | Idade | Peso | Estaora | WC* |

_ peso (ko)
© altura (m)*

i

e

kg | | | | | IDADE(ANOS) | kg/m’®

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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PERCENTIS DO iNDICE DE MASSA CORPOREA POR IDADE PARA MENINAS

Percentis do indice de Massa Corpérea (IMC) por idade'*?

Estatura | Comentarios

peso (kg)

Para calcular o IMC:
altura (m)”

/ 1
==
=

/
/
p—

kg/m'| | | : | paDE@ANOS) | | | | | | kg/m?
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

no
w
S
o
(o2]
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A obesidade esta causando aumento do nimero de pessoas com asma, além

de aumentar a gravidade das crises e a persisténcia dos sintomas.

Por isso estamos fazendo um estudo para avaliar a asma de seu filho(a)
associada com a obesidade.

A gravidade da asma sera considerada através da historia clinica e do teste de
espirometria que seu filho(a) j& estd acostumado a fazer no CIPED.
A medicagao para asma usada diariamente ndo sera alterada durante a pesquisa.

A obesidade serd avaliada através do indice de massa corporal que é
calculado pelo peso dividido pela altura®.

Em uma mesma coleta serdo colhidos 5ml de sangue para dosagem de IgE
(anticorpo responsavel pela alergia), colesterol total e fragdes, triglicérides, glicemia de
jejum, leptina (horménio aumentado na obesidade que piora as crises de asma) e
adiponectina (substancia que esta diminuida na obesidade e pode piora os sintomas da
asma); e mais 20ml de sangue para testes laboratoriais que irdo avaliar a atividade dos
eosindfilos, células presentes no sangue que estdo aumentadas nas pessoas alérgicas e
sao responsaveis pela liberagdo de substancias que desencadeiam os sintomas da asma

quando em contato com alergenos como po, &caros, pélos e penas, dentre outros.

Esses eosindfilos podem estar com suas atividades aumentadas devido a
obesidade. Isto porque, as células de gordura liberam substancias inflamatérias para

corrente sanguinea que podem ser responsaveis pela piora das suas crises de asma.

Estas informagdes poderdo ajudar a entender melhor sobre a relagdo da asma
com a obesidade e podera ajudar seu filho(a) e outras criangas em reduzir 0os sintomas
desta doenca.

Vocé tem todo direito em aceitar ou recusar em participar deste projeto.
A recusa ou necessidade de sair do projeto em qualquer momento ndo implicara no
comprometimento do atendimento de seu filho(a) no ambulatério de Pneumologia infantil

do HC- Unicamp.

Contamos com a sua colaboragéo.
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Para menores de 18 anos

Eu

autorizo meu filho(a)

portador do HC a participar do projeto de pesquisa sobre a relacéo

da asma com a obesidade descrito acima.

Campinas, 2010

Pai ou responsével legal

Para maiores de 18 anos

Eu

portador do HC concordo em participar do projeto de pesquisa

sobre a relacdo da asma com a obesidade descrito acima.

Campinas, 2010

Assinatura

Telefones para contato:
Dra Milena B. Grottaou, Dr José Dirceu Ribeiro (19)3521-7646

Comité de Etica em pesquisa (19)3521-8846
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FICHA DE COLETA DE DADOS

1- Identificagao:

Nome

HC Idade

2- Asma brénquica:

Classificagao:

Quadro clinico;

Antecedentes familiares:

Medicacao em uso:

Dosagem de IgE:

Espirometria: CVF: VEF1 CVF/FEV1 FEF 25-75
P6s BD: CVF: VEF1 CVF/FEV1 FEF 25-75
3- Obesidade:
IMC: Percentil da curva de IMC
Dosagem sérica: Colesterol total HDL VLDL LDL
Triglicérides:
Glicemia de jejum:
Curva glicémica:
Leptina:
Adiponectina:
4- Fase laboratorial:
Contagem de eosindfilos:
Adesao:
Quimiotaxia:
Anexo 4
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PARECER DO COMITE DE ETICA

7 ACULDA ciincLas mioicas
&‘B@ Y mﬁ'ﬂhmmr:lmmn
™ B o . unkaa Mpeia isetianfndex bl
of 80 AN EY
CEP, 200610
(Covpo 1)

PARECER CEP: N* 3522010 (Frte o* deve ser citadis nan comespendineins sefosens 1 scie sesjete)
CAAE: 0249.0.145.000-10

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA FUNCAQ EOSINOFILICA EM ESCOLARES E
ADOLESCENTES ASMATICOS ATOPICOS OBESOS E NAO OBESOS NOS VARIOS
FENOTIPOS DE GRAVIDADE DA ASMA™,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Milena Baptisiella Grotta

INSTITUICAO: Hospital dus Clinicas/UNICAMP

AFRESENTACAO AQ CEP: 0310372010

APRESENTAR RELATORIO EN: 28/06/11 (0 fomulano encontiest nd sl seims)

11+ DBJETIVOS

Avaliar a stividade inflamsiéria dos obesos cm criangas asmiticas atbpicas comparando
CUTH a3 COEN L STt A0 ubesas

Ul - SUMARIO

Estuds de cato coatrole com avahadds ¢liniea ¢ laboratonal om crianead ¢ adolescentes
olesis ¢ Ao obei com asma brooquika adpica, wEvidas mo Ambulatdne ¢ Paevmologia
Infantil do HIC-Unicamp. Serdo incluides o1 pacicnies de 6 2 20 anot com diagndatico de mma
bedaquica atépica coafimmada por histinia clinica ¢ serdo excluldas a3 criancas menores de 6
anos. Scrbo eolhidos 10 ml d¢ sangoe para 3 provas laborateniais,

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apls respostas &s pendéncias, © projeto encontra-se adoquadamente redipido e de scordo
com 8 Resclugle CNEME 10606 ¢ suss complementases, bem como ¢ Termo de
Consentimenio Livre ¢ Esclarecido,

V- FARECER DO CEP

GMH%MM*FM#MMH#NCM.W
acatar on parcccres dos membros-relatores previamente designados par © presente caso e
acadendo 10das 03 dispositives das Resolugdes 19696 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restngded 0 Protkocolo de Peiquisa, bem como ter aprovads o Termo do Coasentimento Livee e
Esglarccido, anim como tocos o3 anexos incluides na Powquisa supracitada,

O coateddo ¢ a3 conclusdes aqui apresentados sdo de resporiabilidade exclutiva do
CEPFCMAUMNICAMP ¢ ndo repeesentam a opinido da Universidade Estedual de Campinas nem
2 COmProms tom.

Lﬂhﬂ-n?‘:ﬂ- .L!\l't.'ia.\r
Cuini Pastil €111 :ﬁ‘ mﬂg
IMMLEY Camplin =3P tepia Tt mowninsmp b
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: ACULDADE ENCIAS ME
é"él‘ F mm&lﬁumpﬁuﬁi‘uﬂsﬁ
¥ % waw fom, unicamp br/pesquisa/eticalindsa him!
Mo Sl P

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a panticipar ou de refirir seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo a0 seu
cuidado (Res. CNS 19696 = ltem IV.1.f} ¢ deve roceber uma cdpia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele astinado (lem 1V.2.4).

Pesguisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protocole aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
sprovou (Res. CNS Item 111.1.2), exceto quandoe perceber riseo ou dano nlo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V. 3.),

0 CEP deve ser informado de todos o5 efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
qurso normal do estudo (Res. CNS liem V.4.). E papel do pesquisador asscgurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocomdo (mesmo que tenha sido em oulro
centre) e enviar notificagho so CEP ¢ 4 Agéneia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA -
junto com seu posicionamento,

Eventuais modificagles ou emendas so protocolo devem ser apresentadas so CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo ! ou 11 apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las ambém 4 mesma junio com o parccer aprovatbrio do CEP, para
screm juntadas 30 protocolo inicial (Res. 251/97, llem [11.2.¢)

Relmdrios parciais ¢ final devem ser apresemiados ao CEP, de acorde com os prazos
estabelecidos na Resolugho CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunilo Ondindria do CEP/FCM, em 25 de maio de 2010.

Profa. Dra. Ca Berturzo
VICE-PRESIDENTE do COMITE D CA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Cromint d¢ Eiica oo Proguing - VNN AMP

Foen: Tradiin Virirs de Comarps, | 36 FONE 0¥ 352157
Caldus Fantad 6111 FAX oid MR Tiay
P ML RET Campinss - 51° copa fom unlesmp. bir
L3
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CARTA DE ACEITE PARA O CONGRESSO EUROPEU DE PNEUMOLOGIA-2011

Firanssan AP ETORT $30ETY

@ ERS AMSTERDAM 2017

ARIR & TR REETY foliniriante M- M AEn PTIoET

Thmrsday 27 September 2011

Dear Dr. Baptistella Gros,

We are plessed to inform yon thet your sbsiract entifled: "Chemotaxis and adbesion from peripheral
eosinophils in atopic asthmatic children with and withoot obesity™ has been selected for presentation in
Thematic Poster Session entitled "Biological correlates and comorbidities of childbood
asthma'allergy" at the ERS Amsterdam 311 Congress. The session will be held on Tuesday, 27002011
from 12:50 to 14:40 in " Hall 2-37".

Pead carefully the instuctions on how to prepare your sbeiract presentation on our website:
WWW. ST org msTucions-A 01 1

In order io increase the visibility of your sbstract during the congress, suthors of an accepted sberact wall
be encouraged to create an elecironic version of their work, called E-Poster. A database with all E-Posters
will be accessible throughont the congress at the E-Poster area onsite. A personal password and logm
{ithat will be sent fo milzrodtaiihotmaeil com) to saccess the link and ceate your E-Pester online will be sent
to you in Fuly as well as E-Poster creation guidelines and poster models to belp you in the process. Every
delepate can aocess the platfonm, consult and comment your E-Poster dunng the Congress. N 8. the
cremion gf E-Focier = mandmiory for amhor presenitng ther abotocd m g Poster D cussion sassion.

Wi wionld like fo podnt ot that:
1. At least one of the authors {the presenting suthor) mmst be a registered participant st the Congress.
In order to register, please zo to: www ersconsress?01 ] org/mdex php/home Tegisranon bml
2. Mo changes can be made to the absirscis.
2_Feal or perceived conflicts of mierest that relate to your presentation have to be disclosed when
presenfing your absmact (on poster of on slide presentation’) and on your E-Poster.
4_Ti, for amy reason you have to cancel your presentstion it is ioportant that you notify o= mmediately.
Blease nse the following contact details:
- To cancel your shetract presenmrion both in the Final Program me and the 4 bormecr Book:
ERS Scientific Dept. in Lansamme by fax- +41 21 213 01 03; or by e-mail: scientific/@ersnes org
- To canced your registration to the Congress: EIT Growp by e-mail: ara20] Iregismaton@kit-group org

If you will not be the one presenting the sbstract, we would be grateful if youo could pass on the informaton
in this lester to the person concerned

Yours sincersly,
ERE Scigntific Activities dapartement on behalf af

A ¥ A

N.B. No-shows:

Ewery yesr, 3 mumber of suthors with sccepted shsiracts fail to affend the Congress or to present their work
We wich to remind yon that if you do not show up, or do not have 3 co-author present in your place, you
may ot be invited to present your work ai fumre ER.S mesfings.
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Fllan®F & A 7=F HaTORT S3CIETY

@ ERS AMSTERDAM 2071

ANM & CosARFL nniherianss PL=TRseplemier

Thorsday 22 September 2011

Dear Dr. Baptistella Grotta,

We are pleased to inform you that yoor sbetract enttled: "Chemotayis and adbesion from peripheral
eosinophils in atepic asthmatic children with and withoot obesity™ has been selected for presentation n
Thematic Poster Session entitled "Biclogical correlates and comorbidities of childhood
asthma'allergy" at the ERLS Amsterdam 2011 Congress. The session will be beld on Tuesday, 27.09.2011
from 12:50 to 14:40 in "Hall 2-37"_

Bead carefully the instroctions on how to prepare your shstract presentation on our website:
AW arsnet org/msTcions-A201 ]

In order to increase the wisibility of your abstract durng the congress, awthors of an accepted abstract will
be encouraged to create an electronic version of their work, called E-Poster. 4 dstabase with all E-Posters
will be accessible throughout the congress at the E-Poster area onsite. A persons]l password and login
{fhat will be sent #o mil Frotisichommail com) to access the link and create your E-Poster online will be sent
1o you in Fuly a5 well 3z E-Poster creation guidelines and poster models to belp you in the process. Every
delepate can access the platform consult and comment your E-Poster duning the Congress. VB, tha
craation gf E-Poster iz mandatory for author presenting their afestroct m a Postor Discusson session.

We vonld like fo point ot that-
1_ At least one of the muthors (the presenting anthor) mmst be a registered participant st the Congress.
In order to Tepister, please zo o www_erscongress ] 1 orpindex php horms ‘regisoration hml
2 Mo chanzes can be made to the absiracts.
3. Feal or perceived conflicks of inferest that relate to your presentation have to be disclosed when
presenting your absiract (on poster or on slide presentation) and on your E-Poster.
4_Tf for smy reason you have to cancel your presentation it is important that you notify uws mmediately.
Please nse the following contact details:
- To cancel your abstract presentation both in the Final Pregramme and the 4 horaet Bool:
ERS Scientific Dept m Lansanme by fax- +41 21 213 01 03; or by e-mail: scientificf@ermet o5z
- To cancel your registration to the Congress: EIT Group by e-mail: ars20] 1regisramon @kit- STong o0

If you will mot be the one presenting the shetract, we would be gratefil if voo could pass on the information
in this letter to the person concerned.

Yours sincenaly,
ERY Scientfic Actvities depertemant on bakhalf qf
.'Ii-‘-I .
] f a {
Ili .II _II
Foo ve gL
T R

NEB. No-shows:

Ewvery year, 3 mumber of suthors with accepted abstracts fail to anend the Congress or to present their work:
We wich to remind you that if you do not show up, or do not kave a co-author present in your place, youw
may ot be inviied to present your work at firtore ERS meetings.
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APRESENTACAO NO CONGRESSO BRASILEIRO DE ASMA
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COMPROVANTE DE SUBMISSAO AO EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL
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