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“E muito melhor lancar-se a luta em busca do
triunfo, mesmo correndo risco do insucesso, do que formar
filas com os pobres de espirito, que nem gozam muito nem
sofrem muito, porgque vivem numa penumbra cinzenta,

onde nao conhecem vitdria ou derrota”.

Martin Luther King
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Interferon gama versus asma
Resumo

Esta dissertagcdo de mestrado é apresentada no formato de dois artigos: um
artigo de revisao que tem como titulo: Importancia da relagédo entre asma e
interferon gama e um artigo original cujo tema é: Producdo de interferon
gama em asmaticos com pequena cicatriz de BCG.
O objetivo do artigo de revisao foi realizar uma revisao de literatura acerca
do papel do interferon gama (IFN-y) na asma. O objetivo principal do artigo
original foi verificar se asmaticos, com pequena cicatriz de BCG, apresentam
deficiéncia de producgéo de IFN-y em relagdo a um grupo de comparagao. E
também verificar se ha relagdo entre a produgado de IFN-y e a contagem de
eosindfilos, os niveis de IgE total, e especifica contra acaros.
Métodos: No artigo de revisdo, foram pesquisados dados do Medline e
Lilacs nos ultimos 10 anos. No artigo original foram comparados o sangue de
pacientes asmaticos com pequena cicatriz de BCG e individuos nao
asmaticos com grande cicatriz, e avaliada a capacidade de produgao de IFN-
vy, em 3 situagbes: com estimulo PPD RT-23, com PMA/ lono e sem
estimulo. Também foi analisado os niveis de eosindfilos, IgE total, e IgE
especifica em relagao a producio desta citocina.
Resultados: Na revisdo de literatura, verificou-se a existéncia de varias
pesquisas relacionando asma e IFN-y que, entretanto, apresentam
resultados controversos. No artigo original, observou-se que os asmaticos,
quando estimulados com PPD apresentaram uma diminuigcdo na producéao
de IFN-y em relagdo ao grupo de comparagdo. Entretanto, isto n&o foi
observado nas outras situagdes. Quanto aos niveis de eosindfilos, IgE total,
e especifica para acaros em relagao a producao de IFN-y, ndo foi observada
diferenca.
Conclusao: Na revisao da literatura, ficou evidenciado que a discussao
sobre a relagdo entre IFN-y e asma, ainda € assunto polémico. No artigo
original concluiu-se que asmaticos com pequena cicatriz de BCG
apresentam baixos niveis de producéo de IFN-y.

Palavras chaves: Interferon gama; citocinas; asma; cicatriz BCG; atopia.
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Abstract

Interferon gamma versus asthma

ABSTRACT

Background: This master's dissertation is presented in the form of two
articles. The title of the first article is “The importance of the relations between
asthma and interferon gamma’. The title of the second article is an original
paper entitled ‘Production of interferon gamma in asthma patients with small
BCG scars’.

The aim of the first article was to carry out a review of the literature on the
role of interferon gamma (IFN-y) in asthma. The principal aim of the second
article was to verify if asthma patients with small BCG scars exhibit a
deficiency in the production of IFN-y in relation to a comparison group, as
well as verify if there is a relation between the production of IFN-y and the
eosinophil count, the levels of total IgE and specific IgE against acarus (dust
mites).

Methods: In the review article, data from Medline and Lilacs over the last ten
years served as the research material. In the original article, blood from
asthma patients with small BCG scars was compared to non-asthmatic
individuals with large scars. The capacity for IFN-y production was evaluated
in 3 situations: with PPD RT-23 stimulus; with PMA/lono; and without
stimulus. The levels of eosinophils, total IgE and specific IgE in relation to the
production of this cytokine were also analyzed.

Results: In the literature review various research studies were found relating
asthma to IFN-y, but presenting controversial results. In the original article it
was observed that, when stimulated with PPD, asthma patients exhibited a
diminished production of IFN-y in relation to the comparison group. However,
this was not observed in the other situations. No differences were observed
in regards to the levels of eosinophils, total IgE and IgE specific to acarus in
relation to IFN-y production.

Conclusion: The review of the literature demonstrated that the relation
between IFN-y and asthma is a controversial issue. The original paper
demonstrated that asthma patients with small BCG scars present low levels
of IFN-y production.

Key words: Interferon gamma; cytokine; asthma, BCG scar; atopic.
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Introdugéo

1 - Introducao

Diante do progresso social e consequente melhoria dos
sistemas de saude, os paises desenvolvidos tém apresentado reducédo na
prevaléncia de doengas infecto-parasitarias de suas criangas e
adolescentes. Por conseguinte, esses paises tém direcionado sua atengao
para doencas de alta prevaléncia como a asma'. No entanto, tem-se
verificado que paises em desenvolvimento, como o Brasil, a asma também &

um importante problema de satde publica®.

Algumas hipoteses tentam explicar a etiopatogenia da asma.
Entre estas, ha a hipotese que resulta da observagcdo de alguns
pesquisadores que correlacionam a reducédo das doengas infecciosas com o
aumento das doencas alérgicas. Eles baseiam-se no fato do sistema imune
dos neonatos ser direcionado para células Th2 e necessitar oportunamente
de um adequado estimulo ambiental que produza o equilibrio imunoldgico
(Th1/Th2).

Estudos tém demonstrado que a extensdo de um desequilibrio
imunoldgico entre células Th1 e Th2 (indicado pela diminui¢do da produgéo
de IFN-y), durante a fase neonatal pode ser util em prever o subseqtiente
desenvolvimento da asma, e outras doencas alérgicas®>*°. Os baixos niveis
de IFN-y na idade de 7 a 13 anos pode traduzir a persisténcia do padrao

Th2 da resposta imunolégica em criangas asmaticas.
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Por outro lado, o didmetro da cicatriz da vacina BCG (bacilo de
Calmette-Guérin) é considerado uma medida util da resposta imune do
individuo estando usualmente relacionado a sua dose®. Esta vacina induz as
reacdes locais secundarias a sua administracdo por via intradérmica,
conduzindo a um significante aumento na resposta de citocinas derivadas de
linfécitos Th1’. Ha referéncia que as reacdes teciduais que se desenvolvem
no sitio da imunizacdo, secundarias a este bacilo, sdo proporcionais a
producao de IFN-y em resposta aos antigenos micobacterianos®. Marks et al
sugerem que a vacina BCG poderia predizer a resposta de células T a

alérgenos em criancas de 7 a 13 anos ap6s a vacinagao®.

Verificar o comportamento da asma do ponto de vista
imunoldgico no nosso meio é importante, uma vez que nossas criangas sao

expostas aos estimulos do tipo Th1, como a vacina BCG, em idade precoce.

A luz do conhecimento cientifico, atualmente discute-se a
importancia da relagdo entre asma e IFN-y. Este tema sera discutido ao
longo desta dissertagdo, organizada em forma de artigos. No primeiro artigo
foi realizado uma Revisao de Literatura e tem como titulo: Importancia da
Relagao entre Interferon gama e Asma. O segundo artigo apresenta-se na
forma de artigo original cujo titulo é: Producao de Interferon gama em

Asmaticos com Pequena Cicatriz de BCG.
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Importancia da relacdo entre interferon gama e asmaZ’.

Resumo

Objetivo: Revisar a literatura cientifica acerca do papel do interferon gama
(IFN-y) na doenga atopica, especificamente asma.

Métodos: Pesquisados dados do Medline e Lilacs nos ultimos 10 anos.

Resultados: Varios autores discutem a importancia da relagdo entre a
secrecao de IFN-y e o componente atdpico per se, por outro lado é
questionado se esta citocina tem relacdo direta com a doenga asmatica,
independente do estado atopico. Foi verificada a existéncia de varias
pesquisas relacionando asma e IFN-y; entretanto, os resultados destas
pesquisas se apresentam controversos.

Conclusao: Ainda nao se chegou a uma conclusao definitiva do verdadeiro
mecanismo de atuagdo desempenhado pelo IFN-y na doenca asmatica, €

indiscutivel a importancia de novas pesquisas esclarecedoras sobre este
assunto.

Palavras chaves: Interferon gama; citocinas; asma; BCG; atopia.

' Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Alergia e Imunopatologia. As referéncias
bibliograficas obedeceram ao chamado “estilo Vancouver”
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The role of interferon -y (IFN-y) in asthma

ABSTRACT

Objective: To review the scientific literature as to the role of interferon
gamma (IFN-y) in atopic diseases, specifically asthma.

Methods: An electronic search of the Medline and Lilacs databases in last
ten years was carried out.

Results: Several studies have discussed the relationship between IFN- y and
the atopic status per se. However, questions have also been raised as to
whether this cytokine actually has a direct relation with asthma, regardless of
the atopic state. The existence of a number of research studies was verified
relating asthma and IFN-y, but results from these studies have been
controversial and, therefore, inconclusive.

Conclusion: There has been no definitive conclusion reached thus far on the
actual role of IFN-y in the asthma mechanism. The importance of further
research on the subject is indisputable.

Keywords: Interferon gamma; cytokine; asthma; BCG; atopic.
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2.1 Introducao

A compreensao dos mecanismos patogénicos intrinsecos das
diversas variantes da asma é essencial para identificar os fatores
determinantes da resposta inflamatoéria dessa doenga e para entender como
0s processos imunoldgicos produzem as anormalidades caracteristicas das
vias aéreas'. Especialmente na ultima década, muito se avangou no
conhecimento da fisiopatologia da asma e, em especial no entendimento do

papel das citocinas como pecas fundamentais do processo imune.

Citocinas sao hormoénios protéicos que atuam nas fases
efetoras das imunidades inata e especifica. Na resposta imune especifica,
elas sdo uma das unidades fundamentais e podem agir de modo autdécrino,
paracrino ou endocrino. Proporcionam a comunicacdo entre as células
facilitando diversas fungbes como crescimento, quimioatragdo, mudanga no
isotipo da imunoglobulina, proliferacdo e diferenciagao celular. Muitas das
citocinas sao reconhecidas por exibir pleiotropismo, ou seja, atuam em
diversos tipos de células e estimulam diferentes respostas. As citocinas,
entre elas os varios tipos de interferons, funcionam como mediadores
inflamatdérios exercendo sua acao através dos receptores celulares de

superficie de alta afinidade®>.

Os interferons dividem-se em dois tipos: o tipo | que
compreende dois grupos de proteinas sorologicamente distintas, interferon
alfa (IFN-a) e beta (IFN-B) e o tipo I, interferon gama (IFN-y). O tipo | é
produzido por mondcitos, macréfagos, células linfoblasticas, fibroblastos e
células infectadas por virus; suas principais atividades bioldgicas sao a

limitagdo da propagacéao de infecgdes virais e de parasitoses®*.

O IFN-y também chamado interferon imune ou do tipo I, € uma
glicoproteina homodimérica®. E produzido pelas células Th1 CD4+, células

natural Killer (NK), e algumas células T CD8+. Tem acéo sinérgica junto ao
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IFN-a e ao IFN-B na atividade anti-viral e anti-parasitaria, mas sua principal

atividade é imunomoduladora’®.

2.2 Interferon tipo Il (interferon-y)

Entre as varias propriedades do IFN-y relacionadas com a
imunorregulagdo séo citadas a inibicdo da proliferagdo de células que
sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e a diminuicdo de producido de
algumas imunoglobulinas em situagdes especiais, como IgG1, IgG4, e IgE.
Estimula a expressdo das moléculas das classes | e Il dos antigenos do
complexo de histocompatibilidade principal ampliando a fase de
reconhecimento da resposta imune e facilitando tanto a resposta humoral
quanto a celular. Em mondcitos e macréfagos estimula a producao de
receptores de alta afinidade para IgG (FcyRlI), além de induzir a sintese de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por estas células. Atua sobre os
linfécitos T, promovendo sua diferenciacdo em Th1, juntamente com outras
citocinas entre elas a IL-12. Estas células Th1 sido responsaveis pela sintese
de IL-2, IL-12, IL-6, IL-18 e IFN-y todas relacionadas a resposta
inflamatoria®®. Portanto, o efeito final das variadas atividades do IFN-y é
promover reacgdes inflamatérias ricas em macréfagos e ao mesmo tempo

inibir as reacgdes ricas em eosindfilos dependentes da IgEZ.

2.3 IFN-y e Atopia

Sabe-se que a gravidez em mamiferos, incluindo o homem, é
acompanhada pelo desvio do sistema imune materno para a imunidade do
tipo Th2 em consequéncia, a populagcdo de células T na medula éssea de
recém-nascidos € direcionada para um fendtipo Th2 como resultado de
fatores troficos Th2 da placenta. A extensdo de um desequilibrio entre

células Th1 e Th2 (indicado pela diminui¢do da produgao de IFN-y) durante a
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fase neonatal pode ser util em prever o subsequiente desenvolvimento de

uma doenca alérgica” % °.

Estudo prévio demonstrou que a capacidade de produzir IFN-y
€ mais baixa nas células T fetais do que em adultos, havendo inclusive
evidéncias do efeito altamente toxico desta citocina para a placenta®.
Entretanto, em individuos nao atépicos a producdo de IFN-y tende a

aumentar progressivamente do nascimento até os 5 anos de idade™°.

A relacdo entre desequilibrio de citocinas e a expressao de
atopia € de grande interesse. A idéia de que a inflamacgao alérgica resulta de
um desequilibrio entre células Th1 e Th2, chama a atencao para a citocina
Th1, IFN-y. Esta citocina inibe a sintese de IgE e a diferenciagcao de células
precursoras para Th2, e sua falta favorece a indugdo de citocinas Th2 na
promogdo da inflamacdo alérgica. Contudo, este modelo tem sido
questionado devido a dados que evidenciam aumento de IFN-y no soro, e
em no fluido do lavado bronco-alveolar de pacientes com asma grave na

fase aguda'’.

Efetivamente varios autores questionam se a diminuicdo na
producao de IFN-y é um defeito primario do estado atdpico, pois foi
observado uma producao significativamente mais baixa de IFN-y em culturas
de células do cordao umbilical de criangas com prick test positivo aos doze
meses de idade, do que naqueles com teste negativo. Esta reduzida
producao de IFN-y antes do inicio dos sintomas sugere que o defeito no IFN-
vy € uma caracteristica intrinseca do atopico e pode ser um importante fator
predisponente para o desenvolvimento da doenga alérgica. Interessante é
que esses achados demonstram que a alteragado do IFN-y ndo tem relagao
direta com a histoéria familiar de atopia, mas sim com o desenvolvimento da
doenca atopica®. Outras pesquisas reforcam essa hipdtese ao admitir que
uma caracteristica do fendtipo atopico € a persisténcia pds-natal da

imunidade Th2 alérgeno-especifica a inalantes, ao invés de existir o re-
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direcionamento (desvio imune) dessa resposta a citocinas de fenétipo Th1
que ocorre normalmente no individuo nado atdpico, sugerindo que a falha
desse processo de desvio imune esta associada com a capacidade

diminuida para sintetizar citocinas Th1 em especial, o IFN-y"°.

Os niveis reduzidos do IFN-y em relagdo ao adulto, que ocorre
em lactentes normais é parcialmente atribuido a co-estimulagao ineficiente
pelas células acessorias, tais como os mondcitos'?. Entretanto, esta reducao
torna-se de grande amplitude em individuos geneticamente de risco para
atopia e tende a persistir podendo ser decorrente de um defeito intrinseco
das células T dos atdpicos. Portanto, a baixa capacidade de produzir IFN-y
durante o inicio da exposigdo extra-uterina aos alérgenos ambientais pode
comprometer o processo de desvio imune, favorecendo o mecanismo
intrinseco que envolve a inibicdo mediada pelo IFN-y no crescimento das

células Th2'°.

No que diz respeito aos niveis de IgE na doenca alérgica,
apesar de evidéncias demonstrarem correlagdo negativa entre a produgao

de IFN-y e os niveis de IgE sérica’'*

, parece existir melhor correlacédo entre
doenca alérgica com baixos niveis de IFN-y que com niveis elevados de IgE

total®.

Embora a natureza do defeito na secrecdo de IFN-y ndo seja
conhecida, estudos recentes indicam antes a ocorréncia de um defeito pos-
transcricdo de secrecdo do que propriamente uma falta de células
produtoras de IFN-y'°. Por ser inibidor da sintese de IgE, a reducéo do IFN-y
pode ser um importante fator indutor indireto da elevagcdo desta

imunoglobulina na doenca atépica® (figura1).
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MODELO EXPLICATIVO DO PAPEL DO INTERFERON GAMA NA
RELACAO Th1/Th2

FATORES
AMBIENTAIS

FATORES
GENETICOS

Figura 1. As células Th1 e Th2 derivam de uma unica célula (Th0), que sofre
influéncia de fatores genéticos e ambientais. As células Th1 e Th2 produzem
citocinas diferentes com agédo contra-reguladora. O IFN-y atua inibindo a
sintese de IgE e a diferenciagdo de células precursoras para Th2, em
consequéncia a sua falta, ha um desequilibrio entre células Th1 e Th2
favorecendo citocinas Th2 e a inflamagao alérgica.
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2.4 IFN-y e Patogénese da Asma

Em relagcdo a patogénese da asma, o IFN-y desempenha um
papel a nivel de células alvos tais como macrofagos, células T-CD4+, T-
CD8+, e NK. Nos macrdéfagos esta citocina € responsavel pela diferenciagéo,
ativacao, e direcionamento de expressao dos receptores, das moléculas de
classe | e Il. Ainda interfere aumentando a sintese do oxido nitrico, de IL-1 e
do fator de necrose tumoral. Quanto ao efeito na imunidade celular o IFN-y
atua nas células T CD4+ induzindo o perfil de citocinas de um padrao de
citocinas Th2 para Th1 e no aumento da expressao dos receptores de IL-2.
Nas células TCD8+, atua aumentando a citotoxicidade; e nas células NK

produzindo sua ativagao'.

As tentativas iniciais em determinar quais citocinas estavam
presentes na asma demonstraram um aumento da expressdo de células
produtoras de RNAm para IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, e GM-CSF. Por outro lado,
nao houve aumento na expressao de células produtoras de RNAmM na
producdo de IFN-y'®'". Este perfil de expressdo de citocinas direciona a
subclasse de células Th2 descritas previamente em ratos que
preferencialmente expressam IL-4 e IL-5'®. Essas células tipo Th2
diferenciam-se de células nativas tipo ThO sob a influéncia de IL-4. Ao
contrario, células tipo Th1 expressam IFN-y e IL-2 e sdo induzidas a partir de
linfocitos ThO pela presenca de IL-12. Portanto, atualmente se aceita que o
tipo de citocina presente no momento da exposi¢do do antigeno s&do um dos
principais determinantes diretos que direcionam as células T seja para um
tipo de resposta Th1 ou Th2. As origens das células produtoras de IL-4 e IL-
12 que induz a polarizacdo da producido de citocinas célula-T sdo ainda
incertas. Além disso, essa area tem se tornado consideravelmente mais
complexa devido as recentes evidéncias de que diferentes tipos de células
dendriticas podem iniciar a resposta imune com IFN-y ou prostaglandina E-2
(PGE-2) e assim desenvolver células do tipo Th1 ou Th2, respectivamente®.

Do ponto de vista fisiopatolégico, individuos asmaticos atdpicos e néo
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atdpicos parecem ter um mecanismo imunopatolégico comum que promove
aumento em IL-4, IL-5, e IgE total e especificazo. Em contrapartida, estudos
demonstraram diferencas na producao de citocinas especificamente IFN-y e
IL-4, na asma atopica sugerindo ser esta uma caracteristica do estado

atépico per se'>'.

2.5 IFN-y e BCG

Existe a hipotese de que determinadas infeccdes na infancia
podem alterar fortemente o desenvolvimento do sistema imune, tanto
sistemicamente quanto dentro dos pulmdes, incluindo sarampo e
tuberculose. Algumas destas infecgées induzem um ambiente imunoldgico
do tipo Th1 com a presencga de IL-12 e IFN-y como citocinas predominantes;
atuando estas citocinas como inibidores das fun¢des de citocinas Th2, e
assim sendo a auséncia de tais infeccdes liberariam um mecanismo imune

Th2 e a conseqiiente desordem alérgica®'.

A vacina BCG, quando administrado por via intradérmica
inclusive em recém-nascidos, induz um significante aumento na resposta de
citocinas derivadas de linfécitos Th1?2. Ha referéncias que as reacdes
teciduais que se desenvolvem no sitio da imunizagdo, secundarias a este
bacilo, sdo proporcionais a produgdo de IFN-y em resposta aos antigenos
micobacterianos®®. Portanto, o didmetro da cicatriz é considerado uma
medida util da resposta imune do individuo a esta vacina , estando
usualmente relacionado a dose desta e as reagdes locais secundarias a
administracdo da mesma®*. Marks et al sugerem que a vacina BCG poderia
predizer a resposta de células T a alérgenos 7 a 14 anos apos a

vacinacao?’.

Quanto ao estimulo tuberculinico (PPD), a aplicagdo deste
estimula os linfécitos e ativa uma série de eventos que conduzem a uma

reacdo de hipersensibilidade retardada. A reatividade dérmica envolve
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vasodilatacdo, edema, e infiltracdo de linfocitos, basdfilos, mondcitos e
neutréfilos na aplicagdo do antigeno. Linfécitos T antigeno especificos
proliferam e liberam citocinas, as quais mediam o acumulo de outras células
no sitio da aplicacdo®. Shirakawa et al em estudo realizado no Jap3o,
sugeriram que respondedores a tuberculina apresentem niveis
significantemente mais baixos de citocinas Th2 (IL4, IL-10 e IL-13) e maiores
niveis de citocina Th1 entre elas, o IFN-y27. Entretanto, outros autores

encontraram resultados divergentes do resultado japonés®®2°3°,

2.6 Perspectivas terapéuticas

As doencgas atdpicas estdo associadas com uma mudanca na
resposta imune onde ha desvio de um padrdo Th1 (IFN-y, IL-2) para um
padrdo Th2 (IL-4, IL-5, e IL-13). Portanto, um defeito na producé&o de IFN-y
podera predispor ao desenvolvimento de doengas alérgicas e asma;
acredita-se que a correcao deste desequilibrio poderia estar associado a

resolucdo da doenca alérgica®'.

A auséncia de um sinal inibitério Th2 efetivo no periodo pds-
natal precoce € um fator decisivo podendo permitir uma maturacdo e
expansao precoce de células de memdria funcionalmente Th2, tal que o
controle negativo via competicdo de células Th1 ndo consegue ser
rapidamente obtido. Isto confirmaria a hipétese de que a infancia precoce
seria 0 Unico periodo em que as respostas imunes pudessem ser

potencialmente manipuladas terapéutica e profilaticamente™.

Analogos sintéticos de IFN-y apesar dos efeitos colaterais, tém
tido uso clinico em algumas doengas tais com na fibrose pulmonar
idiopatica, em algumas neoplasias, e na arteriosclerose, mas até o momento
nao parecem ser promissoras na terapéutica das doencgas alérgicas ja

estabelecidas®?3,
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2.7 Comentérios finais

Estudo caso-controle de Sarinho e colaboradores (2000)%*
analisando a relagdo entre tamanho de cicatriz de BCG e asma, sugeriram
que a presenga de grande cicatriz de BCG parece ser um fator de protecao
para a asma. Da mesma maneira Queiroz RM (2002)*° em estudo caso-
controle, avaliou o tamanho cicatriz de BCG demonstrando que pacientes
asmaticos apresentam uma maior probabilidade de apresentar uma cicatriz

de BCG < 5 mm em relagao aos controles.

Considerando que a vacina BCG é indutora de resposta Th1, e
que as reacoes teciduais da vacina provavelmente decorrem da producgao de
IFN-y. E interessante a realizacdo de novos estudos que busquem elucidar a
relacdo do didmetro de cicatriz de BCG como uma medida util de resposta
imune, assim como a associagédo das diversas citocinas, entre elas o IFN-y,

com a asma.
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Producéo de interferon gama em asmaticos com pequena
cicatriz de BCG?

Resumo

Introducéo: Estudos tém sugerido que um defeito da secrecao de interferon
gama (IFN-y) € uma caracteristica da atopia, outros referem relagdo desta
citocina com a asma, independente do estado atépico. Em contrapartida,
recente pesquisa demonstrou relacdo entre asma e o didmetro da cicatriz
vacinal de BCG, sugerindo uma associagao do tamanho desta cicatriz com a
baixa producao de IFN-y.

Métodos: Foi comparado o sangue total de 12 pacientes asmaticos com
didmetro médio da cicatriz da vacina BCG < 5mm com o sangue total de 7
individuos ndo asmaticos com diametro médio > 5mm e avaliada a
capacidade de produgao de IFN-y, em 3 situagdes: com estimulo PPD RT-
23, com estimulo PMA/ lono e sem estimulo. Também foi analisado os niveis
de eosindfilos, IgE total, e IgE especifica para acaros em relagao a produgao
de IFN-y apos estimulo das células sanguineas com PPD.

Resultados: Foi observado que os pacientes asmaticos, quando
estimulados com PPD apresentaram uma diminuigéo (p < 0.05) na produgao
de IFN-y em relagcdo ao grupo comparativo. Entretanto, isto nao foi
observado com relagdo aos mesmos pacientes quando se realizou o
estimulo inespecifico com PMA/ lono ou quando n&o houve estimulo.
Quanto aos niveis de eosinofilos, IgE total, e especifica para acaros em

relacdo a producao de IFN-y, n&o foi observado diferenga significante.

% Artigo sera submetido a Revista Allergy. As referéncias bibliograficas encontram-se sob o estilo
Vancouver.
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Conclusao: Asmaticos com pequena cicatriz de BCG apresentam

deficiéncia de producéo de IFN-y e esta provavelmente, € uma caracteristica

intrinseca dos mesmos.

Palavras Chaves: Interferon gama; citocinas; asma; cicatriz de BCG; atopia
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Interferon-y (IFN-y) levels in asthmatic subjects with

small BCG scar diameter

ABSTRACT

Background: Studies have reported a possible abnormal decrease in IFN-y
production among subjects with atopic diseases. Other authors have shown
a relationship between this cytokine and asthma, regardless of the atopic
state. More recently, an inverse relationship has been demonstrated in
research studies between asthma and the diameter of BCG scar. This
suggests an association between IFN-y production and BCG scar size.

The main goal of this study was to verify whether infants with asthma
diagnosis and small BCG scars exhibit an abnormal production of IFN-y by
comparing these patients to non-asthmatic subjects with normal BCG scars.
Methods: An experimental study was carried out comparing IFN-y production
in two different groups: group A (12 asthmatic children: 4 boys and 8 girls
between 7 and 13 years, with a mean age of 9.5 years and with a BCG scar
< 5 mm); and group B (7 non-asthmatic children: 4 boys and 3 girls between
8 and 13 years, with a mean age of 9.71 years and with a BCG scar > 5mm).
The IFN-y production was verified in relation to different stimuli: PPD RT-23,
PMA/lono and without stimulation. The levels of eosinophils, total IgE and
IgE specific to acarus (dust mites) were also analyzed in relation to IFN-y
production after stimulation of the blood cells with PPD.

Results: It was demonstrated that asthmatic patients have a decreased
production of IFN-y when stimulated by PPD (p< 0.05). However, the same
was not observed when there was stimulation with PMA/lono and/or when
there was no stimulation. Concerning the eosinophil count, total IgE and IgE
specific to acarus in relationship to IFN-y production, no significant

differences were observed.
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Conclusion: Asthmatic subjects with small BCG scar diameters exhibit a
deficiency in IFN-y production, which is probably an intrinsic characteristic of
asthmatics.

Keywords: Interferon gamma; cytokine; asthma; BCG scar; atopic.
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3.1 Introducéao

A asma é uma doencga inflamatdria eosinofilica das vias
aéreas’ decorrente de um desequilibrio imunolégico entre as subclasses de
linfocitos T, Th1 e Th2. Em relagdo ao nivel de citocinas, ocorre uma
reducdo de interferon gama (IFN-y) e IL-2 oriundas dos linfécitos Th1 e um
aumento de IL-4, IL-5, IL-13 provenientes dos linfocitos Th2%. O [FN-y,
destaca-se como importante citocina Th1, pois inibe a sintese de IgE e a
diferenciagcao de células precursoras para Th2 resultando na inibicado da

inflamacao alérgica®.

Estudos em células mononucleares do sangue periférico tém
sugerido que um defeito da secregao de IFN-y é o componente primario do
estado atopico. Observou-se que mitdogenos estimulando células
mononucleares de neonatos com histéria familiar de atopia ou de lactentes
que desenvolveram atopia, secretaram menos IFN-y que individuos

controles**%7,

Outros estudos evidenciam uma reducgdo significante da
producao de IFN-y pelas células mononucleares em pacientes com asma
grave® e em outras doencas alérgicas como na alergia ao leite de vaca®, e
na dermatite atopica'.

Sarinho et al'’

em estudo recente, em que se avaliou o
diametro da cicatriz da vacina BCG em criancas com asma, demonstrou que
essas criangas produzem menor diametro de cicatriz do que os controles,
sugerindo uma correlagdo do tamanho da cicatriz de BCG com a baixa

producao de IFN-y.

A pesquisa atual deu sequéncia a estudo realizado por Queiroz
em 2002, cujo objetivo principal foi avaliar a existéncia de associagao entre
asma e diametro da cicatriz de BCG e cujos resultados demonstraram que

asmaticos apresentaram um risco 3,2 vezes maior de ter um diametro de
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cicatriz < 5mm do que individuos ndo asmaticos, independentes de serem

eles atopicos ou nao.

O objetivo principal deste estudo foi verificar se criangas
asmaticas, com pequena cicatriz de BCG, apresentam deficiéncia de
producao de IFN-y em relagdo a um grupo comparativo de individuos néo
asmatico e com grande cicatriz de BCG. Analisamos também, nas criancas
estudadas, a relagao entre a producao de IFN-y e a contagem de eosindfilos,

os niveis de IgE total, e niveis de IgE especifica contra acaros.

3.2 Casuistica e método

3.2.1 Desenho de estudo / Populacéo estudada

Realizou-se um estudo quasi experimental®

, No qual o grupo
experimental (asmaticos) foi selecionado a partir de pacientes
acompanhados regularmente no Ambulatério de Alergia e Imunologia em
Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil, participantes da pesquisa
anteriormente mencionada’®. O grupo comparativo foi obtido da mesma
pesquisa, todos procedentes do servigo de Pronto Atendimento em Pediatria

(HC-UFPE).

O tamanho amostral foi determinado considerando-se: o
objetivo principal de comparar a diferenga significante entre os grupos
(asmaticos e comparativo) em relagdo ao valor médio de IFN-y; o nivel de
significancia de 5%; o poder do teste com nivel de 80%; as estimativas dos
valores médios m¢ e my populacionais e dos desvios padréo dos dois grupos
obtidos através do trabalho de Walker et al'
igual 1,00.

. A razéo entre os grupos foi
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O valor de cada grupo foi de 8 pacientes, determinado através

da féormula:
2
28 c(t,, +15,)
o 2
(ml _mz)
Os calculos foram efetuados através do programa “Sample
Size 2.1”.

Apos o inicio da coleta dos dados, de acordo com os primeiros
resultados do estudo, foi recalculada a amostra. Considerando todas as
informacbes utilizadas para o calculo da amostra apresentados
anteriormente, o poder (Power) do teste para uma amostra de 12 pacientes
no grupo experimental e 7 individuos no grupo comparativo corresponderia

ao valor de 0,86.

O estudo foi elaborado para avaliar a hipétese de que células
sanguineas de pacientes asmaticos com pequena cicatriz de BCG
apresentam deficiéncia de producdo de IFN-y quando estimulado com PPD
RT-23. Com essa finalidade, dezenove individuos de 7 a 13 anos, de ambos
0s sexos participaram do estudo, sendo doze pacientes asmaticos com
diametro médio da cicatriz da vacina BCG, aplicada nos primeiros trés
meses de vida, menor que 5mm, e sete individuos sem antecedentes
pessoais de asma, sem antecedentes de atopia, sem hipersensibilidade IgE
mediada aos aeroalérgenos, sem IgE sérica especifica positiva, sem
eosinofilia, e com grande cicatriz da BCG aplicada no mesmo periodo, ou
seja, com diametro médio maior ou igual a 5mm, cujas caracteristicas estao

expressas na Tabela 1.

Além disso, os participantes foram agrupados (independente

da condicdo de asmaticos ou de grupo comparativo) de acordo com o0s
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niveis de eosinodfilos, IgE total, e IgE especifica para acaros e comparados

com a producédo de IFN-y apés estimulo das células sanguineas com PPD.

A asma foi diagnosticada com base na historia clinica. Todos
0s pacientes apresentaram, apés o terceiro ano de vida, antecedentes de no
minimo trés episddios de chiado no peito (sibilancia recorrente e ou
dispnéia) com boa resposta ao uso de broncodilatador; inclusive, a maioria
deles apresentou idas ao Pronto-Socorro nos trés meses anteriores a
pesquisa (Tabela 1). No dia da coleta do sangue, todos os pacientes (ou
responsaveis) negaram relato de exacerbagdo aguda nos ultimos trinta dias
ou uso de corticoide oral neste periodo. Quanto ao grupo comparativo, todos
participaram de pesquisa no ano anterior'? em que ja eram caracterizados
como individuos sem historia pessoal de alergia, e por ocasido da coleta dos
dados desse trabalho, foram novamente revalidados como apresentando
historia clinica prévia negativa para rinite alérgica, tosse crénica, asma ou
eczema (anexo 1), segundo informag&o do responsavel. Todos os individuos
do grupo comparativo realizaram tratamento antiparasitario ha cerca de 6
meses, e apresentavam a contagem de eosindfilos no sangue menor que

500 cels/mm3.

Foi investigado em todos os participantes a hipersensibilidade
IgE-mediada, através de teste cutdneo de puntura (prick-test), que foi
considerado positivo quando o didmetro meédio foi > 3 mm em relagédo ao
controle negativo; também foi realizada a avaliagdo da IgE total e especifica
para os aeroalérgenos oriundos dos acaros mais comuns na regiao do
estudo que sdo o Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis'
sendo considerado valor positivo quando > 0,5 kU/I, pela técnica Pharmacia
CAP System (Pharmacia Upjonh Uppsala, Sweden). Interessante observar
na Tabela 1 que trés pacientes asmaticos ndo apresentaram sensibilidade
aos aeroalérgenos testados pelo prick-test e nem aos acaros estudados

através da dosagem de IgE especifica.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e de testes diagndsticos da amostra. Hospital das Clinicas, Recife, 2002

Idade Sexo 3ou+ Resposta Emergéncia Asma Cicatriz Teste IgE IgE IgE Eosinofilo
(anos) crises a BCD ultimos por de cuténeo Total Derm pt Blom t céls/mm3
3 meses exercicio BCG HDM (Ul/ml) (kU/L) (kU/L)

Grupo de

Asmaticos
9 M S S 0 N 4 NEG 280 <0,5 <0,5 1526
£ M S S 0 S 3 POS 364 1,8 69,1 1515
7 F S S 1 S 3 NEG 165 <0,5 <0,5 489
13 F S S 1 S 4 POS 261 1,0 <0,5 200
8 F S S 1 S 4 POS 627 >100 41,1 640
11 F S S 4 N 4 POS 2170 26,3 69,8 792
13 F S S 1 N 3 POS 295 29 <0,5 700
10 M S S 3 N 3 POS 307 <0,5 23,6 382
7 F S S 3 S 4 NEG 1335 <0,5 <0,5 660
7 M S S 3 S 3 POS 645 16,7 2,8 903
13 F S S 2 N 4 POS 372 8,3 <0,5 1282
10 F S S 2 N 4 POS 548 42,7 <0,5 793

Grupo

Comparativo
8 M N N 0 N 9 NEG 387 <0,5 <0,5 189
11 M N N 0 N 5 NEG 135 <0,5 <0,5 253
8 M N N 0 N 6 NEG 63 <0,5 <0,5 356
13 M N N 0 N 11 NEG 257 <0,5 <0,5 241
10 F N N 0 N 8 NEG 306 <0,5 <0,5 244
8 F N N 0 N 5 NEG 443 <0,5 <0,5 451
11 F N N 0 N 7 NEG 135 <0,5 <0,5 282

3 ou + crises = 3 ou mais crises apds os 3 anos de idade; BCD = broncodilatador
HDM = house dust mite

Derm pt = Dermatophagoides pteronissinus; Blom t = Blomia tropicalis

S =sim; N = ndo
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3.2.2 Operacionalizagao da pesquisa

A selecao dos participantes foi feita a partir do formulario de
pesquisa prévia'2. Todos foram escolhidos de maneira aleatéria (sorteados),
e convidados através de contato telefénico ou por carta, a comparecer ao
servico no periodo de 27/09/02 a 08/11/02. Neste novo contato, foram
revalidados os formularios de pesquisa e triagem (anexo 1), utilizados
anteriormente. O comité de ética em pesquisa em humanos da Universidade
Federal de Pernambuco aprovou este projeto (anexo 2). O termo de
consentimento informado foi obtido dos pais ou responsaveis dos pacientes
antes do inicio do estudo (anexo 3). Esta pesquisa recebeu financiamento do
CNPq.

3.3 Preparacéo celular e condicdes de cultura

Foram coletados 5 ml de sangue venoso com heparina (10
U/ml) do grupo experimental e grupo comparativo, e em seguida, se
procedeu a contagem global e diferencial dos leucdcitos. Os esfregagos
sanguineos, para a contagem diferencial, foram feitos em duplicata em
ldminas de vidro previamente limpas e desengorduradas e posteriormente
coradas pelo Giemsa, durante 15 minutos (5 gotas para 1 ml de agua
destilada). Para a contagem global de leucécitos, o sangue foi diluido na
proporcao de 1:20 com o liquido de Turck (acido acético glacial a 2%, violeta
de genciana a 1% em agua destilada) e os leucdcitos contados em camara
de Newbauer. Em seguida, 2 ml de sangue foram transferidos para um tubo
falcon de 15 ml e centrifugados a 500 x g por 5 minutos, a temperatura
ambiente para a obtencdo do plasma que, em seguida foi coletado e
armazenado a — 70°C para posterior dosagem de anticorpos da classe IgE
através de ELISA. O sangue restante (3 ml) foi cultivado de acordo com
Groot DE et al e Montenegro SML et al'®'" e apés esta etapa, foram

acrescentados 0,7 ml da cultura as placas de 48 pocos, procedendo-se a
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estimulacdo com acetato de miristato forbol 50 ng/ml (PMA; Sigma Chemical
Co) associado com a ionomicina 1 ug/ml (lono; Sigma Chemical Co) e, PPD

RT23 1 pug/ml (Statens Serum Institut Denmark).

As culturas foram entdo, incubadas a 37°C em estufa com 5%
de CO,; em atmosfera umida e os sobrenadantes foram coletados apds 96 h
de cultivo e congelados a —70°C para determinagao da producéo da citocina
IFN-y.

3.4 Dosagem da citocina IFN-y

Para a determinacé&o da citocina IFN-y, procedeu-se segundo
as instru¢des para uso do Kit Quantikine imunoensaio para IFN-y humana
(R&D systems; Catalog number DIF50), que € um ensaio imunoenzimatico
tipo sandwich, onde placas de poliestireno de 96 pocos foram pré-
sensibilizadas com anticorpos policlonais especificos anti IFN-y humana. O
padrao da citocina foi preparado a partir da adicao de 5,4ml de diluente a
IFN-y recombinante humana liofilizada, resultando em uma solugéo estoque
de 1000 pg/ml de concentracdo, que foi aliquotada e armazenada a — 70°C
até o uso. A partir da solugao estoque (1000 pg/ml), foram realizadas
diluicbes com fator 2 em diluente apropriado, sendo o mesmo usado
também como o padrédo zero (branco). Em seguida, foram adicionados 100
ul em cada pogo da placa do tampédo protéico diluente do ensaio e,
posteriormente 100 ul/pogo dos sobrenadantes e padrdes diluidos foram
adicionados em duplicata. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 2 horas e depois lavadas com solugao tampéao por trés vezes.
Apos essa etapa, foi adicionados 200 ul de anticorpos policlonais especificos
para IFN-y conjugados a enzima peroxidase, e a placa foi incubada
novamente a temperatura ambiente por 2 horas. Apdés a lavagem com
solugdo tampao, foi adicionados 200 ul de uma solugdo de substrato

formada por volumes iguais dos reagentes de cor A (peroxido de hidrogénio)
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e B (tetrametilbenzidina, cromégeno) e a placa foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Depois desse periodo, foram adicionados 50 ul de
solugdo de H,SO4 2N para interromper a reacdo. A intensidade da cor
produzida foi medida em um espectrofotbmetro utilizando comprimento de
onda de 450/595 nm.

3.5 Dosagem de IgE Total e Especifica

A determinacdo da IgE total foi realizada através de um
imunoensaio de eletroquimiluminescéncia utilizando os analisadores Roche
Elecsys 1010/2010 e Modular ANALYTICS E170.

Quanto a dosagem da IgE especifica esta foi determinada
através da técnica Pharmacia CAP System (Pharmacia Upjonh Uppsala,
Sweden)'®.

3.6 Anéalise estatistica

Para analise dos dados foram utilizadas técnicas de estatistica
descritiva e inferencial’®®®. As técnicas de estatistica descritiva
compreenderam a obtencdo de estatisticas: valor minimo, valor maximo,
média, e desvio padrdo da dosagem do interferon gama (citocina). Como
técnica de estatistica inferencial foi utilizado o teste t-Student de variancias
iguais em cada tipo de estimulo (sem estimulo, com estimulo PDD e com
estimulo PMA) para a comparagao entre os grupos e o teste F para a

hipotese de igualdade de variancias.

Destaca-se que por se tratar de dados de titulagdo obteve-se

média geométrica e para aplicagdo desta medida, nos testes estatisticos e
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nos graficos utilizou-se a transformacado logaritmica dos dados
acrescentados de uma unidade.

Os dados foram digitados e analisados através do programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versédo 11. O nivel, de

significancia, utilizado na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%.

3.7 Resultados

Conforme demonstramos na Tabela 1 a amostra constou de 8
meninos e 11 meninas. A idade dos asmaticos variou de 7 a 13 anos, com
meédia de 9,50 anos, desvio padrdo de 2,20 anos e coeficiente de variagao
de 23,11% indicando uma variabilidade reduzida para esta caracteristica. No
grupo comparativo a idade variou de 8 a 13 anos, média de 9,71 anos,
desvio padrao de 1,98 anos, e coeficiente de variacao de 20,34%, com baixa

variabilidade.

Os valores do IFN-y mediante os trés diferentes estimulos

encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores de IFN-y (pg/ml) segundo o tipo de estimulo nos grupos

de asmaticos e comparativo. Hospital das Clinicas, Recife, 2002.

Tipo de Estatistica Grupo Valor de p
estimulo
Asmaticos  Comparativo
N=12 N=7
Sem estimulo
Valor minimo 0,00 2,58 p = 0,2208
Valor maximo 204,41 180,76
Média Geométrica 11,75 30,90
Desvio Padrao 58,02 71,13
Com estimulo
PPD
Valor minimo 0,00 7,01 p = 0,0200
Valor maximo 118,78 84,48
Média Geomeétrica 3,89 22,91
Desvio Padrao 33,80 29,67
Com estimulo
PMA/ lono
Valor minimo 0,00 0,00 p = 0,8651
Valor maximo 142,02 189,61
Média Geométrica 6,03 7,24
Desvio Padrao 43,97 79,27

p = valor de p através do teste t-Student com variancias iguais

3.7.1 Producdo de IFN-yem asmaticos

Quando comparamos o sangue do grupo de asmaticos com o
sangue do grupo comparativo, avaliando a capacidade de produgao de IFN-
vy, em 3 situagbes: com estimulo PPD, com estimulo PMA/lono e sem
estimulo, observamos que os pacientes asmaticos, quando estimulados com
PPD RT-23 apresentaram uma diferenga significante (p = 0.02) na produgéo
de IFN-y em relagdo aos outros individuos (Grafico 1B). Entretanto, isto ndo
foi observado com relacdo aos mesmos grupos quando se realizou o
estimulo inespecifico com PMA/lono ou quando nao houve estimulo (Grafico
1A e 1C). Quanto aos trés pacientes asmaticos nédo atodpicos, estes

apresentaram producgao de interferon semelhante aos demais.
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Gréfico 1 - Producgao de IFN-y mensurado através de ELISA de 12 pacientes
asmaticos e 7 individuos de comparacgao, utilizando cultura de sangue total
sem estimulo (A), com estimulos PPD (B) e PMA/lono (C). Foi realizada
comparacgao estatistica dentro de cada grupo e o valor de p esta incluido nos
Graficos. Foi considerando p < 0,05 como significativo. A barra horizontal em

cada gréfico representa a mediana do grupo.
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3.7.2 Producdo de IFN-y relacionados aos niveis de

eosinofilos

De acordo com o Grafico 2A, ao compararmos numero
absoluto de eosindfilos com a produgéo de IFN-y, (considerando eosindfilia,
contagem de eosindfilos > 500 cels/mm?3®), observamos que nédo houve

diferenca significante entre os grupos.

Observamos que trés entre os pacientes asmaticos, nao

apresentaram eosinofilia (Tabela 1).

3.7.3 Producdo de IFN-y relacionados aos niveis de IgE

Total e especifica para acaros

Nao houve diferenga significativa quando comparamos os
pacientes com IgE total elevada (> 400 Ul/ml) e a produgéao de IFN-y (Grafico
2B). Isto também ocorreu, quando se realizou comparagdo com a IgE
especifica para Dermatophagoides pteronissinus e para Blomia tropicalis
(Grafico 2C e 2D).
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Gréfico 2. Niveis de IFN-y mensurado através de ELISA ap6s estimulo com PPD em 12 asmaticos e 7 individuos de grupo comparativo
de acordo com : a presenca de eosinofilia > 500 cels/mm? (A), IgE total elevada > 400 Ul/ml (B), IgE especifica para Dpt > 0,5 kU/1 (C) e
IgE especifica para Bt > 0,5 kU/I (D). Foi realizada comparagdo estatistica dentro de cada grupo e o valor de p estd incluido na Figura.
Considerando p < 0,05 como significativo. A barra horizontal em cada grafico representa a mediana do grupo.
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3.8 Discussao

Neste estudo foi demonstrado pela primeira vez, que células
sanguineas de asmaticos com pequena cicatriz de BCG apo6s estimulo com
o PPD apresentaram déficit de producdo de IFN-y. Quando n&do houve
estimulo, a producédo de IFN-y foi semelhante entre asmaticos e o grupo
comparativo (Grafico1 A), e isto foi esperado porque uma mesma célula T
humana apresenta capacidade de produzir ambos tipos de citocinas, Th1 e
Th2%'. Do mesmo modo, quando se comparou 0s grupos com o estimulo
mitdégeno inespecifico (PMA/ lono), os asmaticos produziram IFN-y em
quantidade semelhante ao grupo comparativo, o que ¢ justificado porque as
células dos pacientes ndo sao imunodeprimidas, funcionando este estimulo
como o controle positivo do experimento (Grafico 1C). Contudo, quando foi
colocado o estimulo PPD, e comparado os dois grupos, observou-se que o
grupo de asmaticos com cicatriz de BCG pequena, apresentou significante
reducao na producao de IFN-y em comparagéo ao grupo de individuos com
grande cicatriz de BCG (p = 0,02; Grafico 1B).

Estudo anterior usando o estimulo com &caros da poeira
doméstica demonstrou que a produgéo de IFN-y foi mais baixa em asmaticos
atépicos do que em controles?®. Além disso, asmaticos mostraram uma
tendéncia a apresentar uma pequena cicatriz de BCG'!, o que pode sugerir
que estes individuos ja no inicio da vida, apresentaram uma deficiéncia de
producao de IFN-y e assim o nosso resultado reforca a idéia de uma

persisténcia desse déficit ao longo da infancia e da adolescéncia.

A relacdo entre desequilibrio de citocinas e a expressido de
atopia e asma tem sido de consideravel importancia. E consenso que, a
doenca atopica esta associada a um déficit na resposta imune de um padrao
Th1 (IFN-y), e um predominio do padrido Th2 (IL-4, IL-5, IL-13)%
Considerando esses fatos, a intensidade entre as respostas Th1 e Th2,

como indicativo da produgdo diminuida de IFN-y, durante a fase neonatal
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pode ser util no progndstico do desenvolvimento subsequente de doencas

alérgicas %

Estudo prévio tem mostrado que a capacidade de produzir IFN-
v foi mais baixa nas células T fetais do que em adultos?*, pois esta citocina é
altamente toxica para a placenta®. Alguns individuos podem apresentar
persisténcia pos-natal de mecanismos que limitam a capacidade de indugao
de respostas Th1, especialmente aquelas envolvendo IFN-y*>?°. Isto é muito
mais frequente nos individuos geneticamente de risco para alergia,
sugerindo que ha um defeito intrinseco nas células T de atdpicos, que
precedem a exposi¢cao a alérgenos e ao desenvolvimento de alergia clinica®
26,27 E visto que lactentes com doenca alérgica no primeiro ano de vida tém
reduzida producdo de IFN-y ao nascimento, antes mesmo do inicio dos
sintomas®. Foi proposto, que a caracteristica do fenétipo atépico parece ser
decorrente de um reforgo da imunidade fetal Th2 alérgeno especifica, em
oposigao ao re-direcionamento (desvio imune) dessas respostas ao fendtipo
da citocina Th1, que ocorre em nao atdpicos®. Estudo realizado no Japao
observou que individuos com forte reacgao a tuberculina apresentaram niveis
significantemente mais baixos de citocinas Th2 (L4, IL-10, IL-13) e maiores

de citocinas Th1, em especial de IFN-y%.

Neste estudo foi verificado baixos niveis de produgao de IFN-y
em asmaticos, inclusive naqueles nao atdpicos, que se assemelhou ao
estudo de Queirdz'?, o qual observou a associagdo de asma e pequena
cicatriz de BCG independente da presenga ou nao de atopia. Os outros
estudos, também sugerem que as células Th2 podem desempenhar um
importante papel na asma nao atopica e que este fendtipo Th2 caracteriza a
asma independente da presenca de atopia®®. Uma série de estudos de
biépsias brénquicas, usando hibridizagdao in situ e/ou imunohistoquimica,
caracterizam ambas as variantes da doenga por: infiltracdo de eosindfilos e
células Th2 secretoras de IL4 e/ou IL5, presenca de células com receptor de
alta afinidade para IgE (FceRI+) e células que expressam RNA mensageiro

para cadeia pesada € da IgE.
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Por outro lado, ha grande evidéncia da participagdo dos
eosindfilos na asma. Estas células sdo ativadas principalmente pela IL-5,
que é uma citocina da subclasse Th2 das células T CD4+%. Uma vez que é
sugerido que as citocinas Th1 e Th2 tem agdes reciprocamente inibitérias, e
que na asma predomina o padrdo Th2*', estudos tentam correlacionar
inversamente o numero de eosindfilos e citocinas Th1 (IFN-y), entretanto
neste estudo isto ndo foi observado. O resultado desta pesquisa também
diferiu de pesquisas experimentais que relacionam a vacina BCG com uma
reducdo de IgE a nivel sérico, no tecido pulmonar e no lavado bronco
alveolar®?. Esta diferenca pode ter ocorrido pelo fato do tamanho da amostra
nao ter sido calculada para este fim, no entanto pode resultar também de
uma diferenca qualitativa de resposta destes pacientes, pelo fato da dose
estimulo do estudo experimental ndo ser de grande magnitude. Em relagéo a
producdo de IgE especifica e IFN-y, assim como Smart et al*” nao
observaram correlacdo entre elas sob estimulo Th2, os resultados desta
pesquisa também ndo mostram essa correlacdo apesar de ter sido utilizado
estimulo Th1 (PPD).

Shirakawa et al®

encontraram uma correlagéo inversa entre a
positividade ao teste tuberculinico e o desenvolvimento de atopia e asma,
sugerindo que uma redugao no numero de infecgdes tais como a tuberculose
seria uma das responsaveis pelo aumento da prevaléncia das doencgas
atopicas nas Ultimas décadas. Também Aaby et al**, em estudo realizado na
Africa concluiram que a vacina BCG quando aplicada no inicio da infancia
era um potente indutor da resposta Th1 e pareceu prevenir o
desenvolvimento de atopia em criangas africanas. Entretanto, essa questao
tem sido muito discutida e diversos autores discordam desses achados.
Estudos realizados por Yilmaz et al**, AIm*®, e Wong>®, respectivamente, na
Turquia, Suica e China ndo encontraram qualquer relagcéo entre a resposta a
tuberculina e o estado de atopia na vida nos individuos imunizados com

BCG.
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O Brasil possui altos indices de cobertura vacinal com BCG,
entretanto observa-se elevada prevaléncia de asma e rinite alérgica segundo
dados do International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC)*. Outro exemplo é a Turquia, pais em desenvolvimento, onde a
incidéncia de tuberculose se mantém, e a prevaléncia de doencas atdpicas &
tdo alta quanto em paises desenvolvidos***. Nossos resultados evidenciam
que o grupo de asmaticos apesar de terem recebido vacinagdo BCG no
inicio da vida, apresentam baixa produgao de IFN-y sob estimulo do PPD-
RT23 em relagdo aos demais individuos, concordando com a sugestdo de
Herz*, de que a correlacdo observada por Shirakawa?® pode ter sido uma
consequéncia e nd0 uma causa, ou seja, ndo estariam os reatores fortes a
tuberculina protegidos de atopia, mas sim os pacientes alérgicos é que
apresentariam uma resposta Th1 prejudicada a tuberculina subcutanea. Ja
foi demonstrado que a capacidade de responder a vacina BCG durante a
infancia é atenuada em individuos que desenvolvem atopia subseqiente’”
sugerindo, que a maturagao pos-natal retardada da fungdo Th1 nas criangas
atopicas parece estar relacionada a um defeito especifico de
reconhecimento e de resposta aos sinais microbianos®. Da mesma forma,
Alm et al*® consideraram que uma resposta tuberculinica negativa em
criangas vacinadas com BCG era sugestiva de atopia que tinham dificuldade

de montar uma resposta Th1 apropriada apds a vacinagao.

Tang et al®, ao constatarem baixa producdo de IFN-y no
sangue do cordao umbilical de individuos atopicos, consideraram que os
niveis desta citocina era uma caracteristica primaria do estado atopico, que
estava presente antes do aparecimento dos sintomas. Da mesma forma,
existe a possibilidade de que a reatividade tuberculinica, apesar de aparecer
ap6s estimulo especifico sob impacto ambiental, seja pré-determinada
geneticamente havendo uma relagcéo entre esta auséncia de reatividade ao
PPD e atopia*’, além disso, estudos mais recentes realmente sugerem que
se 0 BCG tiver algum papel na prevengcdo de atopia, € um papel muito

restrito e ocorre apenas na auséncia de uma forte influéncia genética*.

41



Oliveira, F. Hosana B. Interferon gama versus asma
Artigo Il

Concluindo, nossos resultados sugerem que os asmaticos com
pequena cicatriz de BCG apresentam deficiéncia de produgdo de IFN-y
provavelmente como uma caracteristica intrinseca dos mesmos e que esta
nao € modificada pelo estimulo com BCG. Contudo, é interessante a
realizacdo de estudos posteriores com um numero maior de individuos
incluindo pacientes asmaticos com pequena e grande cicatriz de BCG, assim
como € de interesse a avaliagao de IL4 e de outras citocinas Th2 para que

possamos ampliar a forga de generalizagdo desta hipotese.
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4 — Consideracoes finais

No artigo original verificou-se que asmaticos com pequena
cicatriz de BCG apresentam baixos niveis de produgéo de IFN-y em relagao

a um grupo de comparagao.

Sugere-se que lactentes com pequena cicatriz de BCG, com
historia de sibilancia devem ser observados mais atentamente quanto a

possibilidade de vir a apresentar asma.

Na revisdo da literatura, ficou evidenciado que a discussao

sobre a relacao entre IFN-y e asma, ainda é assunto polémico.
Estudos futuros s&o necessarios para esclarecimento do

verdadeiro papel do interferon gama na asma assim como de outras
citocinas Th2 (IL-4 e IL-5).
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5 - Ahexos

Anexo -1
Anexo — 2
Anexo — 3

Formuléario de triagem

— Aprovacéo do Comité de Etica

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Formulédrio de triagem
Pesquisas: Asma e diimetro da cleatriz BCG
1iNome

Enderego:

Telelfone:

2) Idade

3) Data de nascimento _ / f

4) Procedéncia:

I={ ) Abreu e Lima 2- { ) Aragoiaba 3- ( ) Cabo 4-( ) Camarapibe 5+ ) luarassu
6-( ) Ipojuca 7-( ) ltamaracd 8-( ) Mapissuma 9-( )Jaboatio  10-{ ) Moreno
L-{ ) Olinda 12-( ) Paulista 13-( )} Recife 14-( ) Sdo Lourenyn da Mata

99-( ) ndo informado

5) Moz dllimos 12 meses a crianga fove no minimo tnés episddios de dogpndia aliviados com o vso de
brancodilatador (salbutamel, fenslerol, brometo de iprtrdpio, aminoliling, tolautalin) ?

Sim{ ) Miof )
G)Medicagfes cm uso .

Data de inicio __ /_ { Tempo de uso
T) Doencas associadas

&) Seu filho 1'a;:innu-m para sammpo, rubdola, caxwmba ou pdlio oral nos dlimos 30 dias 7
Sim( ) Mio( )
9) Crianga, pai , mdic ¢ imidios apresentamy apreseniamm alguma ves na vida
(1} Chiado no peito? (cansago, sibilos, piado)

Crianga 1-sim ( ) 2-nfo( ) 9-ndo informado { )

Pai l-sim({ ) 2-ndo( ) 9-ndo informado ( )

Miae I-sim( ) 2-ndo( ) 9- nio informado ()

Irmios 1-sim( ) Z-ndo( ) 9- ndo informado ( )
(2) Trés ou mais episddios de chiado no peito (cansago, sibilos, piado) aliviados com o uso
de hmnmﬁlilntadur, com idade sup:afiur a trés anos?

Cﬁanr.ia l-sim( } 2-nfio( ) 9- ndo informado

Pai 1-sim( ) 2-nfio{ ) 9- nio informado

Mie  1-sim {. 'I} 2-ndo () 9 ndo in_fnrmadu

Irmios 1-sim ( ) 2-nfio( ) 9- ndo informado
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(3) Coriza, coceira no nariz, espirros ou nariz cniupido, sem estar resfriado ou gripado®
Crianga I-sim ( ) 2-ndo { ) 9-ndo informado
Pai l-sim{ )} 2-ndo( ) 9-ndo informado
Mie 1-sim( ) 2Z-ndo( ) 9-ndo informado
Irmios  I=-sim( ) 2-po ( ) % ndo informado
(4) Manchas com coceira na pele que aparcciam ¢ desapareciam por pelo menos scis
meses?
Crianga 1-sim( ) 2-ndo ( } 9= nio informado
Pai l-sim{ ) Z-ndo( ) 9-ndo informado
Mie  l-sim( ) 2-ndo( ) 9-ndo informado
Imdos 1-sim{ ) 2-ndio ( ) 9- niio informado
(#) Manchas na pele, com coceira afetando as regiges de dobras: nos joclhos, frente dos
tornozclos, abaixo das nidegas, em volta do pescogo, orclha ¢ ollios?
Crianga - sim ( ) 2-ndo( ) 9- ndo informado
P l-sim( ) Z-ndio( ) 9- nio informado
Mie  l-sim( ) 2-nfo( ) 9-ndo informado
Irmdos 1= sim ( -] 2-niio ( ) 9-niio informado
10) Vacing B[_:G no primeiro més de vida: Sim ( ) MNia( )
lI',IT:mE‘:!wcchCG?:Sim[ ) MNia()
12} Exame fisico do aparclho respimtorio - em erize: Sim({ ) MNia()

1) Alguma ves ma vids a erianga apresentou alguma reado indesciivel® apds ingestio de camario ou
comidas preparadas com camario? Sim () Mie()

* manchas na pele ¢/ coceira, inchago nos labios/olhos, cansago/falta de ar/ tossefoutras

8-Quantos irmios mais novos tem seu filho @?___ |,
10- Quantas pessoas moram na casa? criangas __ © adultos__
total = _ . 99—( )nio inﬁ;:-:mgéln

11- No més passado, quanto foi a renda familiar ?

valor total = 9999 — () niio informado

12- Renda per capilli: 92 -( ) ndo informado
15- Quantos comodos tem a sua casa? 99 = ( ) nio informado
31- Seu filho ji teve tuberculose? 1 =( )sim 2-( )ndo 9-( )nio informado
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32- Seu filho ja teve contato com alguém com tuberculose? (dentro de casa ou com al-
guma pessoa gue freqlienta sua casa)

1 ={ }sim 2—( )nio 9-( )nio informado
33- Seu filho ji teve contato com  pessoa (dentro de casa ou que [requenta sua casa)
com doenga de pulmiio ou tosse cronica® que tomava remédio dade no posto todo
més (por 6 meses)? *losse por mais de um més

I =( )sim 2-{ }ndo 9—( ) nio informado

IV - PERGUNTAS SOBRE ASMA E QUTRAS DOENCAS ALERGICAS

34- Com que idade seu filho cansou pela primeira vez?
I =( yno primciro ano de vida 2 — { ) no segunds ano de vidy

3~( )entre2 e 5 anos 4—( )entre 6 ¢ 10 anos

S5=( Jentre 11 ¢ 14 anos 9 = ( ) niio informado

35- Quantas crises de asma seu filho teve nos Gltimos trés meses?  99-( ) nfio
informado

36- Com que [freqidéneia scu filho aprescoiou os seguintes sintomas { chiado, aperio no peito, fala de ar,

tosse ), nos dltimos 3 meses?

1 —( ) ndio apresentou 2 —( ) apenas com exercicio

3=( YO duas vc;r;cs.l’mnmna 4 — () > duas vezes por semana, ndo continuos

5—( ) continuos 9 ~{ ) ndo informado

37- Houve restrigio das atividades habituais* de seu filho nos dltimos 3 meses, devido a

asma? * Ir & escola, brincar

I = )ncalwma 2 = ) raramente

3 —( ) freqientemente 9 —( ) ndo informado

38- Quantos dias de aula scu filho perdeu nos Gltimos 3 meses escolares,

devido & asma? 99 —( ) niio informado

39- Qual a duragio da maioria das crises de asma de seu filho (em horas)?
999 — () ndo informado

40- No tratamento das crises de asma seu filho ha necessidade dcﬁsar corticoide®
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oral/parenteral?
*dexametasona/prednisona/prednisolona/deflazacort/betametasona/hidrocortisona

F={ )nunca L={ ) mmmente

3= () freqientemente 4 —( ) todas as vezes

9 = ( ) nlio informado

4l- Quantas vezes, nos ultimos 3 meses, seu filho teve o sono imterrompido  por
cansago/falta de ar/chiado no peitoftosse seca?

1= )nenlung 2 = D duas vesesfmés

3 = } < duas vezes/semana ¢ > 2 vezesimés 4 ={ 1 U duas vezesfsemana

W= ) ndo informmgdo

42-Seu filho apresentou tosse/cansago/chiado no peite/falta de ar quando fez atividades
fisicas nos Gltimos 3 meses?

I = ( ) niio apresentou

2~ () sim, com exercicios leves como andar e correr curlas distincias

3 —( ) sim, apenas com excrcicios mais pesados, como correr longas distincias e priticas
esportivas

9 —( ) niio informado

43- Com que frequéncia seu filho fez uso de broncodilatador® para alivio, nos Gllimos 3
meses?  *salbutamol/fenoterol/terbutalina/xantinas

I =( )= duas veses por semana 2—( ) > duas veresfsemana ¢ < duas vezes/idia

3 —( ) # duas vezes/scmana e < duas vezes/dia 4 —{ )= duas vezes/dia

9 —( ) niio informado

44- Foi prescrita alguma (s) das seguintes medicagdies preventivas nos Gltimos 12 meses ?
Cetotifeno 1-( )sim 2-( )nio 9-( ) nio informado

Xantinas 1=()sim 2-( )ndo 9-( ) nidoinformado

Nedocromil de sédio | - Jsim 2=( Jndo 9-{ ) ndo informado

Cromoglicato de sodio 1 - ( ) sim 2—( )ndio 9-( ) ndo informado

B2 de agio prolongada 1 - ( ) sim 2~ ( )ndo 9-( ) ndo informado

Anti-leucotrienos T=( )sim 2-( )nio 9-( ) nio informado
Corticide inalatério 1-( )sim 2-( )ndio 9-( ) ndo informado
Corticoide oral 1=()sim 2—( )ndo 9-( )ndo informado
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Especificar as
drogas

posologia

inicio do tratamento

45- Se faz uso de eorticoide inalatorio, a dose €, atualmente:
I = ybaixa 2-{ Jmddia

5-( Jalta  9-( )nioinformado

46- Cumpre o tratamenlo?

| ={ yrcgularmente 2 -( ) imegubirmente

3-( yniocumpre  2-1{ }nioinformado

47- Seu filho internou-se devido & asma nos ltimos 12 meses?
*Permanéncia hospitalar por periodo (312 horas

1—{ jsim 2-{ }nio 99-( ) nio informado

48- Se sim, quantas vezes seu filho foi internado® por asma nos ultimos 12 meses?
*Permanéncia hospitalar por periodo U 12 horas

99 — { } nio informado

49- Mos dltimos 3 meses seu filho foi atendido em emergéncias por motive de asma?
1={ ysim 2 -( Inio 'J;EP—I{ yniio infor. 2

50- Se sim, quantas vezes seu filho t i atendido em emergéncias, por motive de asma,
nos Gltimos 3 meses? 99 —( ) ndo informado

51- Alguma vez seu filho foi intem em UTI, por motivo de asma?

1—( }sim 2—( )nio 99— ( ) niic informado

52- Se sim, quantas vezes seu filho 101 internado em UTI, por motivo de asma?

99 —( ) ndo informado

53- Em relagiio ao controle ambient ~uais medidas sio tomadas:

Colchiio e travesseiro encapados 1 () sim 2—( ) nfio 9—( ) ndio informado
Remogio de tapetes do quarto L-( }§irn 2 =( Jniio 9-( )ndo informado
Remogdo de cortinas do quarto * 1 —( ) sim 2—( ) ndo 9 - ( ) ndo informado
Remogio de bringuedos felpudos i —( )sim 2~ ( ) ndo 9 - ( ) ndo informado
Limpeza da casa com pano umido.’l =( ) sim 2—( ) ndo 9 ={ ) nio informado
54- Na sua opinido, o que pode desencadear asma nas eriangas? ™

Exercicios 1-() sim 2 - { Yndo 9— ( )ndoinformado



Emogiio 1={ )sim 2—( Infio 9- ( ) nio informado

Exposigio a cigarro 1-( )sim 2-( )nfo 9- ( )nioinformado
Exposicio a pocira dacasa | =( )sim 2=( ) nio &~ ( ) ndo informado
Galos I1=( )sim 2=( )n3o 9~ ( ) ndoinformado
Cachoimos "l —-{ )sim 2Z-{ )ndo 9~ ( ) nio informado
Aves 1= )sim 2-( )ndo 9= ( )ndo informado
Exposigio a mofo 1=( )sim 2=( )niio 9= ( )ndo informado
Baratas I=( )sim 2=( )ndo 9= ( )ndoinformado
Umidade 1={ )sim 2-{( J)nio 9= ( }nioinformado
Frio 1 =( )sim 2—( )ndo 9~ ( ) ndo informado
Perfumes 1=( ysim 2=( Jnio 9= { )ndo informado
Alimentos 1—( )sim Z2—( )ndo 9- ( )ndo informado
Medicamentos I =( )sim 2—( )nio 9= ( )nio informado
Resfriados 1-{ ¥ysim 2—-( )ndo 9— ( )ndo informado
Dutros 1-( }sim 2-( )nio 9= ( )nio informado

¥ - DADOS ANTROPOMETRICOS
71-Peso (em gramas): 99999 — { ) ndo informado

72-Allura (em centimetros): 999 — () niio informado

VI- INFORMAGOES ADICIONAIS
1. Seu filho apresentou algum quadro febril nas Gltimas 24 horas?
1={ )sim 2={ )nio 9~ ( )ndo informado

2. Seu filho fez algum exame _ parasitoldgico de fezes nos ultimos 12 meses?
| =( }sim 2—( )ndo 9- ( )ndo informado

2.1. Se o parasitologico de fezes foi negativo, qual o niimero de exames feitos?
1-{ Jum 2-{( )dois 3-( )trésoumais 9~ ( )ndo informado
3. Seu filho recebeu algum tratamento para parasitose intestinal nos altimos 12 meses?

1={ )sim 2-( )nio 9~ { )ndo informado

3.1, Se recebeu, qual a medicag.ﬁu utilizada?

3.2. Qual a dose?

-

3.3. Quando foi feito o tratamento ¢ por quanto tempo?
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ANEXO
Consentimenio livre e esclarecido

Pesquisa: Asma e diametro da cicatriz BCG
ROSANGELA DE MELO QUEIROZ, pediatra, esté realizando wia pesquisa sobie a relagiio entre

o tmanho da cicatog da vacing BOG ¢ asma, e criamgas de 6 a 14 anos. Gostria o seu Do) puaniiciprisse
ey s ¢ pan isso preciso de s aulorzango

As crizigas que pariciparem desta pesquiza serfio pesadas, medidas. oo o didmetro da ciciine
it vacina BCG medido, seribo submetidas o coletn de Sml de sangee perifénico par o realizngdo de exanes,
farlo tesies alérgicos para detectar alergia a pocim domdstica ¢ lestes intradérmicos com tuberculing ¢ eom
candiding. as reagies locus que podom ocommer com csics esics o dor, irfitagio lncal, desconfouin, coecira ¢
vermielhickio na pele ¢ ax reagles sistGmicas come urticinia ¢ sinlomas Tespininng so mms. Fsics
procedinmentos sho redincirmmenic feitos na clicnichy desic ambulatdrio Ulilicarcinos na pesguisn o5 resuliados
dos cxames ¢ fambém ps respostis dos formulinios aplicados aos adilios fesponsiveis que cstiverem
acompanbundo as eriangas. Estes dados serdo mantidos e sigilo peln pesquisadorn,

A participacdo nesta pesiuisa ¢ voluniria, sco fitho participa s¢ vocd quiscr, panicipands oy 1o,
scu arendimento serd o mesmo. Tambeém & seu dircilo desistir em qualquer etapa da pesquis

Declaragho do pacienic
Tendo sido lido por mim ou por um acompanhanic que me fes entender lodo o teslo, autoriao ey
il N ) a paricipar da  relenda
pesquisa,

Recife: o 0

- PR

Assiialuns vi inpressdo digital da mie vu adulio resprisive

Assinatura da 1" testenunla

Assinatura da 2* ieslemunia

Assinatura da médica respansavel

58



