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Resumo

Objetivo: A obesidade induz a producdo de leptina em asmaticos e esta associada a gravidade da doenca. Nosso
objetivo foi avaliar os niveis de leptina sérica e seu efeito no equilibrio Th1/Th2 em criangas asmaticas obesas
e nio obesas e investigar a associacio desses niveis com desfechos clinicos. Métodos: O estudo envolveu 50
criangas atopicas com diagnostico médico de asma persistente moderada a grave e 20 controles. Os asmaticos
foram agrupados como obesos (n = 25) e ndo obesos (n = 25) de acordo com o percentil do indice de massa
corpdrea. Amostras de sangue periférico foram coletadas de todos os sujeitos, e os niveis de leptina, IFN-y e 1L-4
foram determinados. A gravidade da asma foi avaliada por um escore de sintomas de asma, e os resultados foram
correlacionados com os parametros estudados. Resultados: Os niveis séricos de leptina foram significativamente
maiores nos asmaticos obesos do que nos asmaticos ndo obesos, assim como nos asmaticos comparados aos
controles, enquanto os niveis de IFN-y foram significativamente maiores e os de 1L-4 foram significativamente
menores nos asmaticos obesos do que nos asmaticos ndo obesos. Os asmaticos obesos tiveram maiores escores
de sintomas de asma e VEF, (% do previsto) significativamente menor que os asmaticos ndo obesos. Houve
uma correlacdo positiva significativa entre os niveis de leptina e IFN-y somente entre os asmaticos obesos.
Conclusdes: Embora a leptina esteja envolvida na patogénese da asma em criangas asmaticas obesas ou néo,
seu efeito ¢ maior naquelas obesas. Na presenca de altos niveis de leptina, somente as criancas asmaticas obesas
apresentaram polarizacdo Th1 com maiores niveis de IFN-y e asma mais grave.

Descritores: Leptina; Asma; Interferon gama; Interleucina-4.

Abstract

Objective: In individuals with asthma, obesity induces the production of leptin and is associated with disease
severity. Our objective was to evaluate the levels of serum leptin and their effect on Th1/Th2 balance in obese
and non-obese children with asthma, as well as to investigate the association between serum leptin levels and
clinical outcomes. Methods: We evaluated 50 atopic children with physician-diagnosed moderate-to-severe
persistent asthma and 20 controls. The children with asthma were divided into two groups, by body mass index
percentile: obese (n = 25) and non-obese (n = 25). From all subjects, we collected peripheral blood samples in
order to determine the levels of leptin, 1FN-y, and 1L-4. Asthma severity was assessed by an asthma symptom
score, and the results were correlated with the parameters studied. Results: Serum leptin levels were significantly
higher in the obese asthma group than in the non-obese asthma group, as well as being significantly higher
in the children with asthma than in the controls, whereas IFN-y levels were significantly higher and 1L-4 levels
were significantly lower in the obese asthma group than in the non-obese asthma group. In addition, the obese
asthma group showed higher asthma symptom scores and significantly lower FEV, (% of predicted) than did
the non-obese asthma group. There was a significant positive correlation between leptin and 1FN-y levels only
in the obese asthma group. Conclusions: Although leptin is involved in the pathogenesis of asthma in obese
and non-obese children, its effect is more pronounced in the former. In the presence of high leptin levels, only
obese children with asthma exhibited Th1 polarization, with higher IFN-y levels and greater asthma severity.
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Introducdo

A asma consiste em uma doenca inflamatoria
cronica das vias aéreas, estando associada a
hiper-responsividade das vias aéreas que leva a
recorrentes episodios de obstrucdo generalizada,
e muitas vezes reversivel, ao fluxo aéreo
intrapulmonar.!” Tornou-se claro que a obesidade
esta associada a um estado inflamatdrio sistémico.?
0 aumento de tecido adiposo em sujeitos obesos
produz um incremento das concentracdes séricas
de varias citocinas, quimiocinas e adipocinas
pré-inflamatorias, o que também pode resultar
em hiper-reatividade.?!

A obesidade é um fator de risco para a asma.”
A adiposidade pode aumentar a gravidade da asma
e alterar a eficacia dos medicamentos padronizados
para asma.”” Embora os mecanismos subjacentes
a relacdo entre a obesidade e a asma ainda nao
tenham sido totalmente estabelecidos, evidéncias
experimentais sugerem que alteracdes nos horménios
derivados do tecido adiposo, tais como a adipocina
leptina, entre outros fatores, estdo implicadas.©

Aleptina ¢ um dos hormdnios derivados do tecido
adiposo reguladores de energia e um produto do gene
da obesidade. A leptina circulante se correlaciona
positivamente com o percentual de gordura corpdrea
e com a massa de gordura corporea. Além dos
efeitos primarios da leptina na regulacdo de energia,
que ela exerce inibindo a ingestdo de alimentos e
aumentando o gasto energético, verificou-se que
ela tem um papel regulatério dentro do sistema
imune.” A capacidade regulatoria da leptina esta
associada ndo somente a imunidade adaptativa,
mas também ao sistema inato.©

A leptina promove a producio de dxido nitrico
e de citocinas pro-inflamatdrias em macrofagos
e monocitos.® Demonstrou-se que a leptina
estimula a producdo de TNF-y e de 1L-6 pelo
tecido adiposo,” assim como a liberagio de
espécies reativas de oxigénio pelos neutrdfilos.'>

Como os receptores de leptina sdo expressos
em linfocitos T, a leptina promove a sobrevivéncia
e proliferacdo de linfocitos T e a producdo de
citocinas, embora os efeitos da leptina ocorram
somente em linfocitos Th1, com aumento da
producio de TFN-y,® e ndo em linfocitos Th2,
que também produzem citocinas.'”? A citocina
1FN-vy, que ¢ derivada predominantemente de
células T e de células T “natural killer”,'® tem um
papel importante nas respostas imunes inatas e
adaptativas, particularmente em relacio a infecgdes
virais. Como a IFN-y ¢ secretada principalmente
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por células T e por células T “natural killer”,("9
evidéncias emergentes sugerem que aumentos
da populacdo de células T no tecido adiposo e a
modulacgdo das células T pela leptina para uma
resposta imune Th1, com aumento da producdo
de TFN-y,[12' contribuem para a obesidade em
sujeitos com um fendtipo especifico da asma.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os
niveis de leptina sérica e seu efeito no equilibrio
Th1/Th2 por meio da medicéo da principal citocina
Th1 (IFN-y) e da principal citocina Th2 (1L-4) em
criangas asmaticas obesas e ndo obesas, assim
como investigar a associacdo desses niveis séricos
com desfechos clinicos.

Métodos

Trata-se de um estudo de caso-controle
envolvendo 50 criancas atdpicas com asma
persistente moderada a grave e um grupo controle
de 20 criancas ndo obesas ndo asmaticas. As
criangas do primeiro grupo foram diagnosticadas
com asma por um pneumologista pediatrico,
de acordo com as diretrizes da Global Initiative
for Asthma, pelos menos seis meses antes do
inicio do estudo e tinham sido acompanhadas na
Divisdo de Asma e Alergia do Departamento de
Pediatria do Complexo Hospitalar da Universidade
de Zagazig, localizado na cidade do Cairo, Egito.

Os critérios de exclusdo foram o uso de
corticosteroides uma semana antes da coleta de
sangue e o uso de medicamentos para asma, tais
como broncodilatadores, 24 h antes da coleta de
sangue. Além disso, foram excluidas as criancas
com qualquer outra doenca aguda ou crdnica,
incluindo infeccdo aguda do trato respiratorio
superior/inferior e doenca cardiaca, cerebral ou
enddcrina, e aquelas com histdria de doenca
infecciosa nos ultimos dois meses ou que tivessem
usado qualquer medicamento na ultima semana.

As criangas asmaticas foram agrupadas
como obesas e ndo obesas de acordo com o
percentil do indice de massa corporea (IMC).
Definiu-se obesidade como um IMC, obtido por
meio da equacédo peso (kg)/estatura?(m?), acima
do percentil 95 para idade e sexo.'™ Todas as
criancas diagnosticadas com asma preencheram
os critérios diagndsticos para asma bronquica
estabelecidos pela Global Initiative for Asthma."®

As caracteristicas sociodemograficas das
criangas, incluindo idade e sexo, foram registradas.
Peso e estatura foram medidos com estadiometro
e balanca eletrdnica, respectivamente, sob a
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Tabela 1 - Dados demograficos e clinicos dos participantes, por grupo.?

Variaveis Grupos ]
Asma Controle

Obesos Néo obesos

(n =25) (n =25) (n =20)
1dade, anos 9,3 + 2,5 10,4 + 1,3 55+ 1,8 > 0,05*
Sexo masculino® 12 (60) 11 (55) 9 (45) > 0,05**
Sexo feminino® 8 (40) 9 (45) 11 (55)
VEF,, % do previsto 81,4 + 13,8 89,8 + 15,1 96,1+10,2 < 0,05%
indice de massa corporea 25,1+ 6,8 18,6 + 2,8 18,1 + 3,2 < 0,0001*
Escore de sintomas de asma 10,9 + 2,8 8,1 +24 N/A <0,001*%

#Valores expressos em média + dp, exceto onde indicado. "Valores expressos em n (%). ‘Teste F. **Teste do qui-quadrado.

Tabela 2 - Dados laboratoriais dos participantes, por grupo.?

Variaveis Grupos p*
Asma Controle

Obesos Néo obesos

(n =25) (n =25) (n = 20)
1gE, Ul/mL 220,0 + 30,5 2440 + 29,9 55.0 + 8.5 < 0,05
1L-4, pg/mL 30,0 + 8,2 89,0 + 20,9 10,0 + 2,2 < 0,05
1FN-y, pg/mL 203 + 36 40,8 + 11,3 20 + 9,5 <0,05
Leptina, ng/mL 43,8 + 3,9 31,3 + 2,8 12,1 + 1,4 < 0,05

#Valores expressos em média + dp. Teste F.

supervisdo dos pesquisadores. Os escores de
sintomas de asma foram avaliados e registrados
para as criancas asmaticas. Foram determinados
os niveis séricos de leptina, 1L-4, IFN-y e IgE.
0 VEF, (% do previsto) também foi medido no
dia da coleta das amostras.

0 estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da universidade. Os pais ou responsaveis
pelas criancas assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido.

Os escores de sintomas nas criancas asmaticas
foram avaliados de acordo com um escore de sintomas
de asma constituido de seis dominios."” Os itens
da escala incluiam dispneia, aperto no peito,
sibilancia durante o dia, sibildncia a noite, e
desempenho didrio, pontuados de zero a trés
de acordo com a gravidade.

0 uso de broncodilatadores foi suspenso antes
do teste de fungdo pulmonar (broncodilatadores
de curta duracdo foram suspensos pelo menos
8 h antes do teste). Foi realizada espirometria
dindmica com um pneumotacografo (Masterlab
Jaeger, Wiirzberg, Alemanha). O VEF % foi
determinado de acordo com os padrdes da
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European Respiratory Society. O maior valor
de VEF, obtido em trés manobras foi utilizado
para a analise dos dados.

Para a medicdo dos niveis de leptina, 1L-4
e IFN-y, foram obtidas amostras de sangue
periférico (2 mL) as 9h00, apds uma noite de
jejum. As amostras de sangue foram deixadas
coagular por 60 min a temperatura ambiente. O
soro foi separado por centrifugacdo a 1.200 g
por 10 min e armazenado a —80°C. As amostras
de soro foram descongeladas a temperatura
ambiente antes das medicdes.

Os niveis séricos de leptina foram
determinados por ELISA sanduiche duplo
anticorpo com um anticorpo especifico contra
leptina humana (R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 0,1 ng/
ml, e o coeficiente de variagcdo intraensaio foi
de 3,6%. A dose minima detectavel de leptina
¢ tipicamente < 7,8 pg/mL. O niveis séricos de
IL-4 e TFN-y, assim como os niveis de 1gE total,
foram medidos por ELISA (R&D Systems). As
amostras de soro foram armazenadas a —-70°C
até a realizacdo do ensaio.
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Tabela 3 - Correlacdo entre niveis de leptina e outros
pardmetros em criangas asmaticas obesas.

Pardmetros T P

TFN-y 0,53 < 0,001
Escore de sintomas de asma 0,29 < 0,05
IgE 0,03 > 0,05
1L-4 -0,032 > 0,05

VEF ,% do previsto -0,49 > 0,05

Tabela 4 - Correlacdo entre niveis de TFN-y e outros
pardmetros em criangas asmaticas obesas.

Parametros T p

Leptina 0,53 < 0,001
Escore de sintomas de asma 0,61 < 0,001
1gE 0,27 > 0,05
1L-4 -0,18 > 0,05

VEF,, % do previsto -0,59 < 0,05

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
o programa Statistical Package for the Social
Sciences, versio 13.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L,
EUA). Os dados foram expressos em média +
dp. A comparacdo dos pardmetros entre os
grupos foi realizada utilizando-se one-way
ANOVA. A andlise de correlacdo de Pearson
foi utilizada para avaliar a relagdo entre os
parametros. O nivel de significancia adotado
foi de p < 0,05.

Resultados

As médias de idade das criangas asmaticas
obesas (n = 25), criancas asmaticas ndo obesas
(n = 25) e controles (n = 20) foram de 9,3 +
2,5 anos, 10,4 + 1,3 anos e 10,7 + 2,9 anos,
respectivamente (p = 0,06). O sexo masculino
constituiu 60%, 55% e 45% dos respectivos
grupos (p = 0,66; Tabela 1).

Como esperado, a média do IMC foi
significativamente maior nos asmaticos obesos do
que nos asmaticos ndo obesos e nos controles (p <
0,001; Tabela 1). A média do escore de sintomas
de asma foi significativamente maior nos asmaticos
obesos do que nos asmaticos ndo obesos (10,9 +
2,8 vs. 8,1 + 2,4; p < 0,001; Tabela 1).

A média do VEF % foi significativamente
menor nos asmaticos obesos do que nos
asmaticos ndo obesos (81,4 + 13,8% vs. 89,8
+ 15,1%; p < 0,005; Tabela 1).

Os niveis médios de leptina diferiram
significativamente entre os asmaticos obesos,
0s asmaticos ndo obesos e os controles (43,8
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+ 3,9 pg/mL; 31,3 + 2,8 pg/mL; e 12,1 + 1,4
pg/ml, respectivamente; p < 0,05 para todos;
Tabela 2), da mesma forma que os niveis médios
de TFN-y (203 + 36 pg/mL; 40,8 + 11,3 pg/
mL; e 20,0 + 9,5 pg/mL, respectivamente; p
< 0,05 para todos) e os niveis médios de 1L-4
(30,0 + 8,2 pg/mL; 89,0 + 20,9 pg/mL; e 10,0
+ 2,2 pg/mL; p < 0,05 para todos; Tabela 2).

Nos asmaticos obesos, os niveis de leptina
apresentaram correlagdes positivas significativas
com os niveis de TFN-y (r = 0,53) e com os
escores de sintomas de asma (r = 0,29), assim
como uma correlagdo negativa significativa
com o VEF % (r = -0,49). Entretanto, nédo
houve correlacdo significativa entre os niveis
de leptina e os de 1L-4 (Tabela 3).

Nos asmaticos obesos, os niveis de
IFN-y apresentaram uma correlagdo positiva
significativa com os escores de sintomas de
asma (r = 0,61) e uma correlacio negativa com
o VEF % (r = =0,59). Novamente, nenhuma
correlacdo significativa foi encontrada entre
os niveis de TFN-y e os de 1L-4 (Tabela 4). Nos
asmaticos ndo obesos, os niveis de leptina se
correlacionaram significativamente somente
com os escores de sintomas de asma.

Discussio

No mundo moderno, ha uma tendéncia de
aumento da frequéncia de obesidade e asma."'®
A elucidacdo do mecanismo patogénico da
associacdo entre essas duas entidades pode
ajudar a resolver a falha terapéutica em criangas
asmaticas obesas.'® Recentemente, os hormdnios
e as citocinas liberadas pelo tecido adiposo tém
sido foco de pesquisas sobre essa associacio.!'?)

A leptina, um hormdnio do tecido adiposo,
estd associada a inflamacio," e demonstrou-se
que seus niveis sdo maiores em criangas asmaticas
do que em nio asmaticas.?® Entretanto, estudos
sobre a relacdo entre a leptina e a asma em
criangas produziram resultados inconsistentes,®2%

Observamos niveis elevados de leptina nas criangas
asmaticas obesas e nio obesas quando comparadas
aos controles, e essa diferenca foi mais acentuada
nas criancas asmaticas obesas. Isso sugere que a
leptina pode ter um papel de mediador inflamatdrio
na asma, corroborando relatos anteriores sobre
suas caracteristicas inflamatdrias.?"

Em nosso estudo, o VEF % foi menor e os
escores de sintomas de asma foram maiores nas
criancas asmaticas obesas do que nas criancas
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asmaticas ndo obesas. 1sso sugere que 0s maiores
niveis de leptina nas criancas asmaticas obesas
podem ter contribuido para os maiores escores
de sintomas e a funcdo pulmonar reduzida em
comparacio as criancas asmaticas ndo obesas.
Sin e Man demonstraram que altas concentracdes
de leptina estdo associadas a comprometimento
pulmonar em sujeitos obesos.??

No presente estudo, os niveis de leptina se
correlacionaram positivamente com os escores
de sintomas de asma nas criangas asmaticas
obesas e ndo obesas e se correlacionaram
negativamente com o VEF % somente nas
criangas asmaticas obesas. Isso indica que,
além do efeito acentuado da leptina em criancas
asmaticas obesas, a leptina tem também um
papel na resposta inflamatoria em criancas
asmaticas ndo obesas.

Em um estudo clinico, Gurkan et al.
demonstraram que, nas criancas asmaticas
diagnosticadas recentemente (antes do tratamento
com budesonida), os niveis séricos de leptina
eram maiores do que nas criancas ndo asmaticas
pareadas pelo IMC.? Guler et al. relataram que
um aumento de um log nos niveis de leptina
representou a duplicacdo da OR para asma apds
ajuste para TMC.*%

Mai et al. estudaram a associacdo entre os
niveis séricos de leptina e a asma em criancas
com e sem sobrepeso na Suécia.?” Constataram
que os niveis séricos de leptina eram duas vezes
maiores nas criancas com sobrepeso asmaticas do
que nas criancas com sobrepeso nao asmaticas.
Nas criangas sem sobrepeso, entretanto, os
autores constataram que os niveis séricos de
leptina eram semelhantes entre as asmaticas
e as ndo asmaticas. Portanto, com relagcdo ao
efeito interativo da leptina e da obesidade
na asma, os dados favorecem a hipdtese de
que a leptina tem um papel importante na
patogénese inflamatoria da asma e de que
esse papel tem um efeito mais acentuado em
obesos com asma mais grave.

Além de sua funcio endocrina e metabdlica,
a leptina aumenta a resposta Th1, suprime
as vias Th2 e pode exercer efeitos diretos na
proliferacdo de linfécitos T CD4+ e na fagocitose
de macrofagos. Em criancas obesas, a leptina
promove a produgdo de IFN-y em células “naive”
e em células T de memaria, mas inibe a sintese
de 1L-4 em células T de memoria.?%
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Constatamos que os niveis de IFN-y estavam
significativamente elevados e os niveis de 1L.-4
estavam reduzidos somente nas criangas asmaticas
obesas, com uma correlacio positiva significativa
entre os niveis de IFN-y e os niveis séricos de
leptina. Assim, a inflamacio das vias aéreas em
criangas asmaticas obesas pode apresentar um
padrao diferente com uma mudanga para um
perfil de citocinas Th1 dominado pela producéo
de 1FN-y e mediado pela leptina. Lord et al.
e La Cava et al. demonstraram que as acdes
da leptina no sistema imune sdo complexas e
que os niveis de 1TFN-y sdo significativamente
aumentados pela leptina.”®?” Fernandez-Real
et al. relataram que, em uma reacdo mista de
linfocitos, a leptina favoreceu a diferenciacio
de células T para o fenotipo Th1.29

No presente estudo, os niveis de IFN-y se
correlacionaram positivamente com os escores
de sintomas de asma e negativamente com o
VEF % somente nas criangas obesas. Nossos dados
sugerem que, ha presenca de altos niveis de leptina,
ha um aumento da producdo de 1FN-y pelas
células polarizadas a Th1,%2?¥ com agravamento
da inflamacio das vias aéreas e desfechos clinicos
mais graves. Nosso dados sdo corroborados por
Rastogi et al., que demonstraram que as criangas
asmaticas obesas apresentaram menor relacio
VEF /CVF do que as criangas asmaticas ndo obesas
e as criangas ndo asméticas, e que a relagdo VEF,/
CVF se correlacionou negativamente com os niveis
séricos de TFN-y.%% Além disso, observou-se uma
maior proporc¢do de células T CD4- secretoras
de TFN-y nas amostras de sangue de criangas
obesas do que nas de criangas magras, e essa
diferenca se correlacionou com os niveis séricos
de leptina. Nossos achados corroboram os de
Yuksel et al., que concluiram que a leptina tem
um papel na gravidade da asma em criancas.®?

Nossos dados sustentam a hipdtese de
que pacientes asmaticos obesos apresentam
polarizacdo Th1, enquanto pacientes asmaticos
magros apresentam polarizacdo Th2, e de que
o IFN-y pode ser uma via no processo de
inflamacdo induzida pela leptina. 1sso sugere
que, em asmaticos obesos, a polarizacdo Th1
pode ser modulada mais pela obesidade do
que pela propria asma, e isso ¢ sustentado pela
falta de correlacdo entre os niveis de leptina e
de TFN-y e entre os niveis de leptina e de IgE
nas criangas asmaticas obesas.
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Concluimos que, embora a leptina sérica

esteja envolvida na patogénese da asma em
criangas obesas e ndo obesas, seu efeito ¢ mais
acentuado em pacientes obesos. Na presenca
de altos niveis de leptina, somente as criancas
asmaticas obesas apresentaram polarizacdo Th1,
com maiores niveis de TFN-y.

Em criancas asmaticas obesas, a leptina e o

IFN-y agravam e aumentam a inflamacéo das vias
aéreas, aumentando assim a gravidade da asma.
Estratégias para o tratamento de criancas asmaticas
obesas devem levar em conta esses achados.
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