PREMIO SPAIC-UCB 2005 / SPAIC-UCB AWARD 2005

Substancia P na asma brénquica

Intervencao nos mecanismos de oxidacgao e activagao celular
PREMIO SPAIC-UCB 2005 (2.° Prémio)

Substance P in Bronchial Asthma

Role in oxidant stress and in cell activation
PREMIO SPAIC-UCB 2005 (2 Award)

Rev Port Imunoalergologia 2006; 14 (2): 105-116

Ana Todo-Bom', Anabela Mota Pinto?, Sofia Vale Pereira?, Vera Alves*, Marilia Dourado®,Celso Chieira®, Manuel
Santos Rosa’

' Assistente Hospitalar Graduada, Servico de Imunoalergologia, Hospital da Universidade de Coimbra

2 Professora Associada de Fisiopatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Directora do Instituto de
Patologia Geral, Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra

3 Investigadora do Instituto de Patologia Geral, Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra

* Investigadora do Instituto de Imunologia, Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra

5 Professora Auxiliar de Fisiopatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

¢ Director de Servico, Servico de Imunoalergologia, Hospital da Universidade de Coimbra

7 Professor Catedratico de Imunologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Director do Instituto de
Imunologia, Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra

RESUMO

A Substéncia P (SP) descrita pela primeira vez no inicio do século XX, desempenha uma acgio relevante a nivel da
inflamagao neuroimune e do ténus da musculatura lisa. A asma brénquica é uma patologia croénica, com prevaléncia
crescente em todos os paises desenvolvidos. A inflamagdo crénica subjacente a doenga pode limitar a reversibilidade
funcional do 6rgio (respiratério), particularmente em casos clinicos mais arrastados. A importancia que a enervagdo
brénquica pode desempenhar neste processo tem sido recorrentemente analisada face a preméncia de um melhor
conhecimento da asma, que possa permitir abordagens cada vez mais eficazes e mais direccionadas. E hoje indiscutivel a
intervengdo da Substincia P na activagio de diversos grupos celulares, bem como na indugio da produgio acrescida de
radicais oxidantes que, quando associada a reducio das defesas anti-oxidantes,nomeadamente da capacidade antioxidan-
te total (TAS) e da superdxido dismutase (SOD), condiciona inequivocamente a inflamagdo brénquica crénica. A SP

constitui um substrato para a actividade da Dipepidilpeptidade IV (DPPIV), uma molécula multifuntional, que, ao lado da
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sua actividade como enzima, desempenha importantes fungdes imunoinflamatérias.A DPPIV foi identificada como sendo
a molécula de activacgio linfocitdria CD26, relacionidvel com outros marcadores de activacio linfocitaria, como o CD25.

O objectivo deste trabalho consiste em determinar o comportamento da substincia P enquanto indutor de inflama-
¢do e de broncoconstrigio em doentes com asma de evolugdo arrastada, confrontando-o com parametros funcionais
ventilatérios e com os valores de TAS e de SOD como indicadores de protec¢do contra mecanismos oxidativos pro-
inflamatorios, assim como com o CD26 e o CD25 no seu papel de activadores celulares, eventualmente centrados na
modulagio da resposta imunoinflamatoéria.

Foi seleccionado para o estudo uma populagio com mais de 65 anos de idade, que incluia um grupo de 64 doentes
asmaticos (média de idades de 72.4+5.1 anos) e um grupo controlo com 4| individuos saudaveis (média de idades de
79.2+7.0 anos).

Em ambos os grupos procedeu-se a recolha de histéria clinica, a realizagdo de testes cutaneos de alergia, a determi-
nagdo da SP, da TAS e da SOD e a marcagio linfocitaria de CD25 e CD26. No grupo de asmaticos foi ainda realizado
estudo funcional ventilatério.

Nos 64 doentes asmaticos, clinicamente estabilizados, 42 tinham testes cutaneos positivos, com sensibilizagao domi-
nante para acaros. No grupo de individuos doentes foram observados valores significativamente mais elevados de SP
(116.2£138.9 vs 39.5£17.9 pg/ml) comparativamente ao controlo e significativamente mais reduzidos de TAS (.85%.13 vs
91+£.10 mM) e de SOD (588.1£156.1 vs 822.9+179.5 U/gHb). A fun¢io pulmonar dos doentes com asma apresentava
uma diminui¢do dos valores de volume expiratério maximo por segundo (VEMS) igual a 73.6£25.3 I/s, e do débito
expiratério maximo a 50% da capacidade vital (DEM50) igual a 38.8+26.7I, relativamente aos valores percentuais previ-
siveis. Os valores de CD25 estavam significativamente reduzidos nos doentes asmaticos (14.3+5.9 vs 22.4+7.8) enquanto
os valores de CD26 se encontravam aumentados embora sem significado estatistico (41.9£10.2 vs 39.4+11.4).

O conjunto dos resultados confirma o impacto da intervengio neuroimune, nomeadamente da SP na asma brénquica
e contribui para clarificar a rede de interac¢es subjacentes a essa intervengio. Este conhecimento tera necessariamente

repercussio na intervengio diagndstica e terapéutica nesta patologia.

Palavras-chave: Asma, SP, CD25,CD26,SOD, TAS.

ABSTRACT

The substance P (SP) was described in the beginning of the XX* Century,and its biological actions was recognized to
have implications in neurogenic inflammation and constriction of smooth muscles. The bronchial asthma prevalence has
been increasing in all developed countries. The changes associated to inflammatory chronicity can compromise the organ
function reversibility. The role of neuromechanisms in the pathology of the disease has been investigated considering the
hypotheses that better therapeutic approaches can be achieved. The stimulation of human cells by SP leads to their
activation and to reactive oxygen species (ROS) release. Consequently a persisting inflammatory disability is observed,
mainly if a decrease in the anti-oxidant defence occurs. SP is a substrate for dipeptidyl peptidase IV (DPPIV), which is a
multifunctional molecule with enzymatic and proinflammatory activities. CD26 was identified as the membrane DPPIV
and is considered as an activation T cell marker, as well as CD25.

The aim of the present study was therefore to analyse if serum SP values in long-term asthma patients, were associ-

ated to lung function parameters, considering the role of SP in neurogenic inflammation and in bronchoconstriction. It
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was also proposed to analyse the relationship of SP with superoxide dismutase (SOD) and total anti-oxidation activity in
serum (TAS), considering the ROS production during the inflammatory process, as well as its association to CD26 and
CD25 values and their immunologic and inflammatory properties.

A group of individuals older than 65 years including 64 asthmatic patients (mean age 72.4+5.1 years) and 41 healthy
individuals (mean age 79.2+7.0 years) was selected.

Both subgroups were submitted to clinical observation, to skin prick tests and to SP, TAS and SOD.T cell CD26 and
CD25 typing was also performed. Lung function tests were done to all patients.

Among patients studied, 42 presented positive skin tests, mainly to house dust mites. Asthmatic patients presented
significant increased values of SP (116.2+138.9 vs 39.5+17.9 pg/ml) when compared to controls and a significant decrease
of TAS (.85+.13 vs .91+£.10 mM) and SOD (588.1£156.1 vs 822.9+179.5 U/gHb). All patients have clinical stability and
presented forced expiratory volume in one second (FEV) values of 73.6+25.3 I/s and peak expiratory flow (PEF50) of
38.8426.71. The CD25 expression was significantly increased in disease (14.3£5.9 vs 22.4+7.8) while CD26 was only
slightly increased (41.9410.2 vs 39.4%11.4). These results confirm the role of SP in the respiratory pathology studied and

give a contribution for a better knowledge of the network of immunoinflammatory pathway, associated to this chronic

disorder. A final goal for these studies would be a better diagnostic and therapeutic approach in this pathology.

Key-words: Asthma, S CD25,CD26, SOD, TAS.

INTRODUGCAO

Substéincia P (SP) foi descrita por Gaddum e

Schild no inicio do século XX, referindo-se ao

p6 obtido por extrac¢io a partir de componen-
tes de cérebro e intestino equino, que tinha propriedades
hipotensivas e de contrac¢ao do musculo liso. Mais tarde,
foi incluida na familia das taquicininas, tal como a neuro-
quinina A (NKA) e a neuroquinina B (NKB) com as quais
partilha a mesma sequéncia carboxil terminal'.

As acgdes biolodgicas de substancia P sdo mediadas atra-
vés de receptores das taquicininas, que pertencem a es-
trutura de membrana do tipo da rodopsina. Ha trés tipos
de receptores de taquicininas,demonstrando a substincia
P preferéncias para o receptor NKI'.

Alguns dos efeitos mais apreciaveis, produzidos pela
substincia P e outras taquicininas libertadas pelas termi-
nagSes periféricas dos neurdnios sensoriais primarios, tra-
duzem-se pela designada inflamagio neurogénica. As res-
postas produzidas a nivel periférico pelos neuropeptideos

tém um papel proeminente a nivel da vascularizagio, pro-

vocando vasodilatagio, transudagio de proteinas plasma-
ticas e ainda recrutamento, activacio e adesio endotelial
de células inflamatérias. Outras acgdes, mais localizadas,
mediadas por mecanismos neurogénicos dependentes da
SP incluem respostas de broncoconstrigio.

A asma é uma doenca inflamatéria crénica das vias
aéreas, caracterizada por uma obstrugiao brénquica gene-
ralizada mas variavel, que é pelo menos parcialmente re-
versivel espontaneamente ou através de intervencio far-
macoldgica e que esta associada a um aumento de reacti-
vidade a vérios estimulos?. A limitacio ao fluxo aéreo
descrita depende do efeito aditivo do processo inflamato-
rio localizado e de contratura da musculatura lisa respira-
toria, podendo ambas as vertentes resultar parcialmente
da intervencio de taquicininas. Doentes asméticos ten-
dem a desenvolver um declinio progressivo da fun¢io pul-
monar que se relaciona com a idade, sexo, duragio e gra-
vidade da asma’. Estudos de funcio ventilatéria tém reve-
lado que idosos com asma de longa evolugdo, por inicio
relativamente precoce da doenga,apresentam um padrio

de obstrugdo das vias aéreas, basal e apds prova de bron-
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codilatagdo, mais marcado que idosos com asma de inicio
tardio, por isso com duragio inferior a 10 anos*®. As alte-
ragdes funcionais referidas em asmaticos idosos, serio ain-
da potencialmente mais graves na medida em que o pro-
cesso de envelhecimento, condicionando uma modifica-
¢do do sistema imunitirio, nomeadamente a nivel do
linfocito T, predispde a ocorréncia de infecgdes respirato-
rias amplificadoras da inflamagdo brénquica em asmaticos
mal controlados®.

Estudos recentes demonstraram a importancia da subs-
tincia P na asma e na bronquite crénicas'. De facto a SP
tem acgdes pro-inflamatdrias e na broncomotricidade que
podem contribuir para as alteragdes observadas nas vias
aéreas dos asmaticos. O reconhecimento da sua capacida-
de para provocar desgranulagdo dos mastécitos, por acti-
vacgio directa de proteinas G membranarias sugere a exis-
téncia de um envolvimento, igualmente decisivo, em reac-
¢des de hipersensibilidade nio-atépicas’.

Além de seu papel na inflamagiao neurogénica,a SP esta
envolvida na inflamagdo ndo-neurogénica. A nivel da he-
matopoiese, a SP pode estimular a medula 6ssea, tendo
como resultado o aumento da leucocitose durante a res-
posta inflamatdria. Linfocitos, macrofagos, assim como
mastocitos, expressam receptores para a SP que os pode
estimular a produzir citocinas. Este facto, associado a ca-
pacidade que células inflamatodrias tém para produzirem
SP, pode conduzir a mecanismos de auto entretenimento
do processo inflamatério. Alids, macréfagos,activados por
SP produzem mediadores inflamatérios como a prosta-
glandina E2,tromboxano B2, interleucina- |, interleucina-6,
e o factor de necrose tumoral (TNFa), e ainda ides supe-
réxido®. A activagio de células polimorfonucleares huma-
nas pela substancia P induz a produgdo de Radicais Oxigé-
nio (ROS), de interleucina-8 e libertagio de mieloperoxi-
dase”?'%!! Estes fendmenos podem alicercar a fisiopatologia
de uma crise de asma.

Os doentes asmaticos, durante uma crise apresentam
lesGes epiteliais caracteristicas e produgdo de ROS, pro-
vocando um desiquilibrio no balango oxidante/antioxidante

que tende a persistir'>'3. Para fazer face as estas agressdes

oxidativas as células estio equipadas com um extenso re-
pertério de enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase (SDO). Este balango pode eventualmente ser
comprometido no caso de ocorrer redugio da capacida-
de anti-oxidativa, nomeadamente da capacidade antioxi-
dante total do plasma (TAS)".

Viérias enzimas estdo envolvidas no metabolismo de
substancia P,como a endopeptidase neutra (NEP),a en-
zima conversora da angiotensina (ACE) e a dipepidil-
peptidasede IV (DPPIV)"'">. O antigénio de activagio lin-
focitaria, CD26 é reconhecido como o marcador celu-
lar correspondente a DPPIV,uma peptidase membranar.
O CD26 embora tendo apenas 6 aminoacidos na por-
¢do intracelular, tem uma participagdo importante na
sinalizagdo celular devido a sua associagio com o CD45,
que reconhece uma proteina tirosina fosfatase trans-
membranar do tipo |, identificada como a proteina de
superficie de maior expressdo nas células hematopoié-
ticas nucleadas, resultando na modulagdo de prolifera-
¢do celular's.

A molécula CD26, encontra-se numa grande varieda-
de de células sobretudo epiteliais, de 6rgiaos como o figa-
do, a pele, o bago, as glandulas parétidas, glandulas adre-
nais, o pulmio e a préstata'”'®!?. Em células de sangue pe-
riférico a sua presenca é detectada quase exclusivamente
nos linfécitos T activados®?'.

Outro importante marcador de activagao das células
T é o CD25, uma glicoproteina que forma a cadeia-o. do
receptor da interleucina-2, presente nos linfécitos T e B
activados.

OBJECTIVO

O objectivo deste trabalho consiste em determinar o
comportamento da substancia P no soro de doentes com
asma de longa evolugio, atendendo ao seu papel como
indutor de inflamacio e de broncoconstri¢do, confrontan-
do-o com parametros funcionais ventilatorios, tendo por

comparagio uma populagio controlo da mesma faixa eta-
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ria.Analisar os valores TAS e a SOD na mesma populagéo,
como indicadores de protecgio contra mecanismos oxi-
dativos pro-inflamatérios assim como o CD26 e CD25
no seu papel de activadores celulares, eventualmente cen-

trados na modulagio da resposta imunoinflamatoéria.

METODOS

Populagio

Um grupo de 105 idosos (com mais de 65 anos), com
idades compreendidas entre os 65 e os 94 anos, incluindo
4| individuos pertencentes ao grupo controlo e de 64
doentes asmaticos, ndo-fumadores, foi seleccionado apds
o seu consentimento oral informado.

O grupo de doentes era constituido por 64 indivi-
duos ni3o fumadores com asma persistente moderada e
clinicamente estavel. Todos os doentes referiam histo-
ria de opressdo tordcica intermitente, sibilancia e difi-
culdade respiratoéria durante pelo menos 30 anos antes
da participagdo no estudo, consistente com o diagnds-
tico de asma de acordo com iniciativa global para asma
(GINA). Todos os individuos estavam controlados, cum-
prindo medicagido regular diaria com 250ug a 500pg de
diproprionato de beclometasona e B2-agonistas de cur-
ta acgdo nas agudizagdes. Qualquer outra medicagio
anti-asmatica foi retirada pelo menos 4 semanas antes
da inclusdo no estudo.

O Quadro | representa as caracteristicas dos indivi-
duos do grupo controlo e dos doentes asmaticos.A distri-

buigio por sexo e a idade era semelhante nos dois grupos

Foram considerados critérios de exclusio para a tota-
lidade da amostra, a presenca de patologia sistémica, no-
meadamente autoimune ou neoplasica, diabetes, dislipidé-
mias, patologia hepatica, cardiaca ou renal e ainda historia
de infecgdo nas dltimas 6 semanas, ou de exposicio re-

cente a factores ambientais de risco.

Exames complementares

Foram realizados a todos os individuos incluidos
no estudo, testes cutdneos de alergia por picada (prick)
aos aeroalergénios comuns (ALK-ABELLO®) e que in-
cluia Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatopha-
goides farinae, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus
putrescenciae, Cladosporium herbarum, Alternaria te-
nuis, Blatella germanica, Gato, Cao, Dactylis glomerata,
Phleum pratense, Poa pratensis, Plantago lanceolata, Ta-
raxacum officinale, Parietaria judaica, Artemisia vulga-
ris, Chenopodium album, Platanus, Quercus suber e
Olea europaea.

Como controlo positivo foi incluido cloridrato de his-
tamina (10mg/ml) e como controlo negativo, uma solugao
glicero-salina.

Os extratos alergénicos foram colocados na face an-
terior dos antebracos a uma distincia de 3 cm entre eles
e entre as articulagdes adjacentes e a picada realizada com
lancetas metdlicas tipo Morrow-Brown aplicadas perpen-
dicularmente a pele com a profundidade de Imm (Prick
Lancetter-Dome Hollister Stier).

Apos 20 minutos, foram efectuadas as leituras dos di-
ametros médios das papulas em milimetros, sendo consi-

derados testes positivos, as papulas com diametro igual

estudados. ou superior a dois ter¢os do controlo positivo. Em todos
Quadro .
Populagio N Masculino/Feminino Idade Média Idade Minima/Méxima
Controlo 41 12/29 79,2+7,0 65/94
Asmaticos 64 21/43 72,4+5,1 65/83
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os casos, o didmetro da papula nos testes positivos foi
igual ou superior a 3 mm.

Todos os doentes foram avaliados do ponto de vis-
ta clinico e todos efectuaram uma espirometria basal
usando o mesmo equipamento (Vitalograph Compact)
pelo menos 6 horas depois da dltima toma de qual-
quer broncodilatador. Valores preditos foram avalia-
dos de acordo com Knudson et al 2 sendo as deter-
minagdes das espirometrias obtidas,avaliadas por meio
de um programa computorizado de acordo com crité-
rios de ATS’94.A aceitagdo para analise foi determina-
da usando os critérios de ATS’94, sempre que, dentro
da mesma avaliagido, trés curvas fossem aceitdveis e
reprodutiveis.

Recolheu-se cerca de 30 a 50 ml de sangue periférico
da veia do antebrago para o doseamento de Substéincia P,
TAS e SOD, CD25 e CD26 na populacio linfocitaria.

Para o doseamento da Substéncia P foi necesséria a
adi¢do, 5 minutos apés a colheita, de aproximadamente
500 KIU/ml de aprotinina a todas as amostras, para evi-
tar a degradacio proteica. O doseamento sérico da subs-
tancia P foi realizado pelo método competitivo imuno-
enzimético (R&D Systems, Minneapolis, USA). A absor-
vancia, lida a 405 nm com uma correcc¢io entre 570 e
590 nm, num leitor de microplacas (Behring ELISA Pro-
cessador Il, Dade Behring, Liederbach, Alemanha), ¢é in-
versamente proporcional a concentragido de Substan-
cia P na amostra.

Para avaliagdo da capacidade antioxidante total do
plasma (TAS), foram utilizados reagentes da Randox co-
mercializados sob a designagdo “Total Antioxidant Sta-
tus”, segundo metodologia baseada na capacidade plas-
matica de inibicio de formagio do catido radical ABTS*
[2,2’-azino-di-(3-etilbenzotazolina sulfonato)]. A activi-
dade enzimidtica da superoxido dismutase (SOD) eri-
trocitaria foi avaliada usando o método de McCord e
Fridovich descrito por Flohé e Otting, com base na ini-
bicdo da velocidade de redugdo do citocromo-C pelo
radical superéxido gerado no sistema xantina/xantina

oxidase. A variagdo de absorvancia dos dois parame-

tros foi medida num espectrofotémetro UVIKON UV-
Vis termostatizado.

O estudo de antigénios de membrana das células
do sangue periférico foi feito recorrendo a anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos, anti-CD25
com fluoresceina isotiocianato (FITC) (Immunotech,
Marseille, Franga), CD26 marcado com ficoeritrina (PE)
(Immunotech, Marseille, Franga) (Dako, Dinamarca).As
amostras foram adquiridas num Citémetro de Fluxo-
FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
usando o software de aquisi¢io CellQuest (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) adquirindo dez mil célu-
las. Os dados foram posteriormente analisados com o
software de andlise Paint-a-Gate (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) especificamente na populagéo lin-
focitaria.

Os cadlculos estatisticos foram feitos utilizando o
programa SPSS 12.0. O teste Kolmogorov-Smirnov foi
usado para verificar se os parametros estudados se
encontravam distribuidos normalmente. Nos parame-
tros distribuidos normalmente utilizou-se o teste pa-
ramétrico t para avaliar duas varidveis independentes.
Os parametros nao distribuidos normalmente foram
estudados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. O estudo de correlagio foi efectuado recor-
rendo ao coeficiente de Pearson. Os valores com um
p inferior a 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

RESULTADOS

Quarenta e dois doentes asméticos idosos apresenta-
ram testes cutaneos de picada positivos a aeroalergénios
comuns. De acordo com os testes cutdneos de alergia, 6
doentes apresentavam reactividade cutdnea moderada aos
alergénios testados, com didmetros das papulas superio-
res a dois tercos do valor da histamina, mas inferiores a
este controlo positivo e 36 apresentavam reactividade

cutdnea marcada com diametro das papula igual ou supe-
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rior ao da histamina. Setenta por cento dos doentes esta-
vam sensibilizados a dcaros e a maioria apresentava sensi-
bilizagdes multiplas.

O grupo de asmaticos, quando subdividido em alérgi-
cos e nao alérgicos, ndo mostrou diferengas significativas
nos parametros bioldgicos analisados, pelo que foi sem-
pre tratado na globalidade.

Os asmaticos demonstraram apresentar uma expres-
sdo significativamente aumentada de SP (p = .009), com-
parativamente aos controlos (Quadro 2, Figura ).

O estudo de variaveis das defesas anti-oxidativas (TAS
e SOD), revelou valores médios de TAS e SOD no grupo
controlo significativamente superior a observada nos do-
entes asmaticos (p = .000) (Quadro 3, Figuras 2 e 3).

Quadro 2.
Populagio SP (pg/ml)”™ —Valor Médio SP (pg/ml) — Mediana
Controlo 39.5+41.7 17.97
Asmaticos 116.2+138.9 49.02
*  Teste Nao-paramétrico de Mann-Whitney
** Significado Estatistico, p = .009
500,000 068
87()61
52089
400,000 59997
300,000
200,000 21
100,000
0,000 JR —
Controlo Asmaticos

Figura I.Valores de SP

Quadro 3.
= TAS(pl) mM™ . SOD(gv) U/gHb™™ -
Populagdo Valor Médio TAS(pl) Mediana Valor Médio SOD(gv) U/gHb Mediana
Controlo 0.91£0.10 0.93 822.9+179.5 826.20
Asmaticos 0.85£0.13 0.85 588.1+156.1 562.90

*Teste t paramétrico
** Significado Estatistico p =. 000
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Os valores de CD25 estavam significativamente redu- res de CD26 se encontravam aumentados mas sem signi-
zidos nos doentes asmaticos (p = .000) enquanto os valo- ficado estatistico (Quadro 4, Figuras 4 e 5).
Quadro 4.
Populagio CD25"" Valor Médio CD25 Mediana CD26""*Valor Médio CD26 Mediana
Controlo 22.4+7.8 21.75 39.4+11.4 37.55
Asmaticos 14.3£5.9 13.45 41.9£10.2 43.10
*  Teste t-paramétrico
**  Significado Estatistico p = 0,000
** Sem significado estatistico
19 19
40,0 o 40,0 o
30,0 _°i 30,0 _°i
T T
o . o .
Controlo Asmaticos Controlo Asmaticos
Figura 4. Valores de CD25 Figura 5. Valores de CD26
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A funcdo pulmonar dos doentes com asma apresenta-
va uma diminuigdo dos valores de volume expiratério
maximo por segundo (VEMS) igual a 73.6£25.3 I/s, e do
débito expiratério maximo a 50% da capacidade vital (DEM
50) igual a 38.8+26.7|, relativamente aos valores percen-

tuais previsiveis.

DISCUSSAO

Os valores aumentados de Substancia P nos doentes
asmaticos,quando comparados com os controlos normais,
evidenciam o papel desta taquicinina na doenga. Os estu-
dos foram realizados em individuos com uma idade supe-
rior a 65 anos em que surgiram sintomas de asma ha mais
de 30 anos. A SP, ao actuar nos receptores do musculo
liso brénquico condiciona o ténus brénquico e consequen-
temente o calibre das vias aéreas, e como interveniente
na inflamagdo neurogénica, induz a producdo de radicais
de oxigénio,bem como a activagdo celular, particularmente
de linfocitos. A populagdo de asmaticos estudada revelou
valores baixos de parametros ventilatérios relacionados
com o padrio obstrutivo destes doentes. O calibre das
vias aéreas resulta da acgio sinérgica de ténus brénquico
e da inflamag3o brénquica. Nos doentes asmaticos, a per-
centagem de VEMS observada correlacionava-se negativa-
mente com a substincia P (Pearson correlation= -0.272,
p = 0,05), 0 que permite inferir, atendendo ao aumento da
SP nestes doentes, pela forte influéncia desta molécula no
padrao obstrutivo ventilatério.

A producido de radicais de oxigénio contribui para a
inflamacdo das vias aéreas dos doentes asmiticos e as de-
fesas anti-oxidantes constituem os principais mecanismos
de controlo deste processo. Aquela produgdo pode ser
induzida pela ac¢do da SP, conducente a uma resposta in-
flamatoria cuja limitag3o e restitui¢io funcional dependem
da intervengio dos mecanismos de defesa antioxidante
que nos asmaticos estudados apresentavam uma marcada
reducdo com valores de TAS e de SOD significativamente

inferiores aos do grupo controlo.

Durante o processo de envelhecimento, as defesas an-
tioxidantes estio reduzidas o que, paralelamente a evolu-
¢do da patologia presente (asma), traz implicagdes na acen-
tuagdo da inflamagdo que tem vindo a ser referida em in-
dividuos mais idosos. Contudo, de acordo com alguns
trabalhos, o processo de envelhecimento pode conduzir a
uma reducio de receptores de taquicininas ou frenagdo
da resposta neurogénica a estimulos de neuromediadores
como a acetilcolina®.

A expressdo dos marcadores de activagdo celulares,
CD25 e CD26 estudados nos linfécitos revelaram com-
portamentos diferentes, observando-se uma elevagdo iso-
lada e moderada dos CD26 (nio significativa). O CD25
apresentou valores significativamente reduzidos no grupo
de asmaticos, eventualmente associados ao perfil de cito-
cinas do tipo Th2 habitual nestes doentes, com envolvi-
mento de linfécitos B. Reforcando este conceito, obser-
vou-se no grupo controlo uma correlagio muito significa-
tiva entre o CD25 e o CD26 (Pearson correlation= 0.664,
p =0,000). Nos doentes asmaticos encontrou-se uma cor-
relagdo positiva entre os niveis de SP e CD26 (Pearson
correlation= 0.270, p = 0,03), ndo observada no grupo
controlo.Este aspecto pode entender-se como dependente
dos niveis elevados de SP e das relagdes desta taquicinina
com o CD26 (traduzida por uma correlagio positiva en-
tre estes dois parametros nos asmaticos), sugerindo que
o processo normal de co-estimulagio CD25CD26 possa
estar perturbado neste Ultimo grupo. A expressdo redu-
zida de CD25 tem sido associada ao processo de envelheci-
mento?*, facto susceptivel de ocorrer no grupo de asmiti-
cos idosos estudados.

A CD26, aumentada nos doentes asmaticos, compara-
tivamente a populagio controlo, confirma a ocorréncia de
activacdo celular resultando de fenémenos inflamatérios
em curso nesta patologia. Ainda, a actividade enzimatica
envolvida na degradagdo de outras taquicininas, como a
enzima de conversio da angiotensina e a endopeptidase
neutra, provavelmente tem papel de modulagio na infla-
magao neurogénica que ocorre na mucosa das vias aéreas.

Foi referido que a actividade aumentada dos efeitos sen-
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soriais de neuropeptideos e reducio do seu catabolismo
estaria associada a um aumento de vasodilatacio de mu-
cosa nasal, assim como de transudagio plasmatica e densi-
dade acrescida de células inflamatérias® .

O papel das células inflamatérias na inflamagao neu-
rogénica ¢ dificil de definir e um dos problemas prin-
cipais que se coloca assenta na variabilidade de ex-
pressdo dos receptores destas células durante as dife-
rentes fases da sua maturagio e na passagem do local
de origem para o local de inflamagdo'.A SP pode actu-
ar como um factor de indugio de libertagio de medi-
adores das células inflamatérias, sendo igualmente re-
conhecida a sua sintese por estas células, criando um
mecanismo de auto-entretenimento do processo in-
flamatoério e na eventual capacidade imunomodulado-
ra. Isto explica o paradoxo observado entre a relati-
vamente baixa concentracio de SP nas terminagdes
nervosas das vias aéreas e a sua presenga ha expecto-
racdo e no liquido de lavagem broncoalveolar produ-
zida por células locais imunoinflamatérias?’ que con-
fere a este neuropeptideo um papel fundamental na
obstrucio das vias aéreas. O microambiente local nos
diferentes tecidos parece ser importante, ja que,como
foi demonstrado, a injecgdo de substincia P na pele
saudavel ndo induz infiltragcdo de neutrofilos, enquan-
to na pele com uma resposta inflamatéria se verifica
uma acumula¢io de neutréfilos’.

A substancia P aumenta no liquido de lavado bron-
coalveolar de asmaticos apds prova de provocagdo com
antigénio, embora se encontre reduzida no tecido pul-
monar, em doentes que morreram em estado de mal
asmatico, reflectindo uma libertagido exagerada de subs-
tincia P nas vias aéreas nestas situagdes extremas e a
consequente deple¢do no parénquima pulmonar'. Nas
vias aéreas, a imunoreactividade das taquicininas ma-
nifesta-se pela sua presenga em fibras nervosas locali-
zadas nas glandulas da sub-mucosa, musculo liso brén-
quico e rede vascular. Observam-se diferentes padrées
de distribuicdo de receptores de taquicininas nas vias

aéreas estando os receptores NK-| localizados a glan-

dulas de submucosas, vasos brénquicos e epitélio. Re-
correndo a antagonistas de adrenoreceptores e de co-
linoreceptores, foi provado que depois da eliminagdo
das vias neuronais adrenérgicas e colinérgicas, persiste
uma resposta secretéria neurogénica ndo adrenérgica
e ndo colinérgica, responsavel por cerca de 40% da res-
posta secretoria total'® confirmando o importante pa-
pel que a SP assume na patologia respiratoria.

A sensibilizagdo a aeroalergénios presente em al-
guns doentes ndo introduziu diferengas significativas re-
lativamente aos asmaticos que apresentavam testes
cutdneos negativos. Contudo, de acordo com outros
autores, o calibre das vias aéreas e o grau de hiperreacti-
vidade brénquica podem estar associados a gravidade
de atopia nos adultos com mais de 65 anos, pelo que
nio pode ser negligenciada®. Alids, embora os valores
de IgE tendam a diminuir com a idade, uma alergia me-
diada por IgE pode estar presente em 75% dos asmati-
cos idosos?.

O epitélio respiratério humano pode produzir espé-
cies antioxidantes como mecanismo de defesa, que sao
consumidas face a diferentes agressdes®. A reducio dos
valores da superéxido dismutase tem sido referida na
asma e em outras doengas croénicas, sendo o equilibrio
entre a agressio oxidativa e defesa antioxidativa afecta-
do nestas circunstincias. Alguns doentes asmaticos pa-
recem ter, exclusivamente uma reducio selectiva de
SOD?'*2, Consistente com estas observac¢des, foram ji
reportados niveis mais altos de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) em condensados de ar expirado de as-
méticos'?, correlacionando-se os niveis produzidos direc-
tamente com a gravidade da doenga®.

Estas alteragdes podem ocorrer associadas a pertur-
bagSes da ingestdo de nutrientes e estados inflamatérios
croénicos. Outros estudos colocam em evidéncia o papel
dos antagonistas de NK-| e dos espoliadores de ROS na
terapia da asma'2.

Em conclusio, o conjunto dos resultados confirma o
impacto da intervengdo neuroimune, nomeadamente da

SP na asma brénquica e contribui para clarificar a rede
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de interacgdes subjacentes a essa intervencio. Esta reali-

dade assume particular importancia na populagio idosa

com patologia respiratéria mais arrastada. Constitui pois

potencial de intervencio terapéutica a ser desenvolvida

como complemento de actuagdo a ja disponivel e que

ainda se revela manifestamente insuficiente para o total

controlo clinico e funcional dos doentes com esta pato-

logia cronica.
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