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Abstract
Objective: Oxidative stress has been shown to contribute to the pathogenesis of acute
and chronic lung inflammatory diseases. This article aimed to evaluate the oxidant/
antioxidant status of children with acute bronchiolitis through the measurement of plas-
ma total antioxidant capacity, total oxidant status, and oxidative stress index.
Methods: Children with acute bronchiolitis admitted to the pediatric emergency department
of a university hospital between January and April of 2012 were compared with age-
matched healthy controls. Patients with acute bronchiolitis were classified as mild and
moderate bronchiolitis. Oxidative and antioxidative status were assessed by measurement
of plasma total antioxidant capacity, total oxidant status, and oxidative stress index.
Results: Thirty-one children with acute bronchiolitis aged between 3 months and 2
years, and 39 healthy children were included. Total oxidative status (TOS) was higher
in patients with acute bronchiolitis than the control group (5.16+1.99 pmol H,0, versus
3.78+1.78 ymol H,0, [p = 0.004]). Total antioxidant capacity (TAC) was lower in children
with bronchiolitis than the control group (2.51+0.37 pmol Trolox eqv/L versus 2.75+0.39
pmol Trolox eqv/L [p = 0.013]). Patients with moderate bronchiolitis presented hig-
her TOS levels than those with mild bronchiolitis and the control group (p = 0.03, p <
0.001, respectively). Patients with moderate bronchiolitis had higher oxidative stress
index levels than the control group (p = 0.015). Oxygen saturation level of bronchiolitis
patients was inversely correlated with TOS (r = -0.476, p < 0.05).
Conclusion: The balance between oxidant and antioxidant systems is disrupted in chil-
dren with moderate bronchiolitis, which indicates that this stress factor may have a role
in the pathogenesis of the disease.

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda.

Este ¢ um artigo Open Access sob a licenga de CC BY-NC-ND

DOI se refere ao artigo: http://dx.doi.org/10.1016/j.jped.2012.12.001
“Como citar este artigo: Dundaroz R, Erenberk U, Turel O, Demir AD, Ozkaya E, Erel O. Oxidative and antioxidative status of children
with acute bronchiolitis. J Pediatr (Rio J). 2013;89:407-11.

* Autor para correspondéncia.

E-mail: barisbulent98®@yahoo.com (O. Turel).

2255-5536 © 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
Este € um artigo Open Access sob a licenga de CC BY-NC-ND


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

408

Dundaroz R et al.

PALAVRAS-CHAVE

Estado oxidante e antioxidante de criancas com bronquiolite aguda

Objetivo: O estresse oxidativo demonstrou contribuir para a patogénese de doencas pul-
monares inflamatorias agudas e cronicas. Nosso objetivo foi avaliar o estado oxidante/
antioxidante de criancas com bronquiolite aguda por meio de mensuracao da capacidade
antioxidante total do plasma, estado oxidante total e indice de estresse oxidativo.

Métodos: As criancas com bronquiolite aguda encaminhadas para o Departamento de
Emergéncia Pediatrica do hospital universitario entre janeiro e abril 2012 foram com-
paradas a controles saudaveis de mesma idade. Os pacientes com bronquiolite aguda
tiveram essa doenca classificada como leve e moderada. O estado oxidante e antioxi-
dante foi avaliado pela mensuracao da capacidade antioxidante total do plasma, estado

Resultados: Foram incluidas 31 criangas com bronquiolite aguda com idade de trés
meses a dois anos e 37 criancas saudaveis. O estado oxidante total (EOT) foi maior em
pacientes com bronquiolite aguda do que no grupo de controle (5,16+1,99 pmol H,0, em
comparacao a 3,78+1,78 umol H202 [p = 0,004]). A capacidade antioxidante total (CAT)
foi significativamente menor em criancas com bronquiolite que no grupo de controle
(2,51+0,37 pmol Trolox equivalente/L em comparacao a 2,75+0,39 pmol Trolox Eqv/L)
(p = 0,013). Os pacientes com bronquiolite moderada apresentaram niveis de EOT mais
elevados que os com bronquiolite leve e os do grupo de controle (p = 0,03, p < 0,001).
Os pacientes com bronquiolite moderada apresentaram niveis de IEO mais elevados que
os do grupo de controle (p = 0,015). O nivel de saturacdo de oxigénio de pacientes com
bronquiolite foi inversamente correlacionado ao nivel de EOT (r = -0,476, p < 0,05).

Conclusdo: O equilibrio entre os sistemas oxidante e antioxidante é interrompido em
criangas com bronquiolite moderada, indicando que o fator de estresse podera ter um

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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papel na patogénese da doenca.
Introducéao

As infeccoes agudas do trato respiratério sao importantes
causas de morbidez e mortalidade em criancas com uma
carga de doenca estimada em 112.900.000 anos de vida
ajustados por incapacidade (AVAls) e 3,5 milhdes de mor-
tes em todo o mundo.' Na Turquia, as infeccoes do trato
respiratorio sdao a segunda causa mais comum de mortali-
dade em criancas de 0 a 14 anos de idade.? Devido a sua
interface com o ambiente, o pulmao é um dos drgaos mais
afetados por lesdes por oxidantes exdgenos, como poluen-
tes ambientais, e por espécies reativas de oxigénio (ERO)
endogenas geradas por células inflamatoérias.® O organismo
tem sistemas antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos
que neutralizam os efeitos nocivos dos produtos de ERO
endogenas. Em algumas doencas, o equilibrio oxidante e
antioxidante pende para primeiro, levando a um estresse
oxidativo determinado pela doenca. Demonstrou-se que um
maior estresse oxidativo contribui para a patogénese de
muitas doencas, incluindo aquelas agudas e cronicas das
vias aéreas.*> A mensuracao de moléculas individuais oxi-
dantes e antioxidantes foi utilizada por pesquisadores de
diversas doencas, incluindo infeccbes do trato respiratorio,
mas isso exige um procedimento complexo e de alto custo.
0 estado oxidante total (EOT) e a capacidade antioxidante
total (CAT) tém mais valor que a avaliacdo de uma parte
desses sistemas e demonstraram uma boa correlacao com
outros marcadores de estresse oxidativo.®” Neste estudo,

por meio da medicdo da CAT, do EOT e do indice de estres-
se oxidativo (IEQ), buscamos definir os estados oxidante e
antioxidante de criancas com bronquiolite aguda.

Métodos
Grupos de estudo

A populacao estudada é composta de 31 criancas com ida-
des entre trés meses e dois anos diagnosticadas com bron-
quiolite aguda no Departamento de Emergéncia Pediatrica
da Universidade de Bezmialem Vakif, de janeiro a abril de
2012. A bronquiolite aguda foi definida como o primeiro
episddio de pieira aguda ou roncos, taquipneia e retragao
toracica, precedida por ou associada a tosse, coriza, rino-
rreia e temperatura axilar > 37,5°C.% Os pacientes eram
excluidos do estudo caso apresentassem: 1) uma doenca
subjacente que pudesse afetar o estado cardiopulmonar
(p. ex.: displasia broncopulmonar, prematuridade, venti-
lacao assistida durante o periodo neonatal, doenca cardia-
ca congénita ou imunodeficiéncia); 2) asma diagnosticada
por um médico; 3) pieira ou tosse que havia sido tratada
anteriormente com broncodilatadores ou corticosteroi-
des nas duas semanas anteriores; e 4) pieira recorrente
ou historico de doenca pulmonar cronica. Utilizamos uma
escala de classificacdao de doencas clinicas para pacientes
com bronquiolite aguda para estabelecer a gravidade da
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infeccao (pontuacdes de 0-12 calculadas de acordo com a
aparéncia geral, pieira, retracdo e frequéncia respirato6-
ria).” Foram classificados como leves 13 (42%) pacientes, e
18 (58%) como moderadamente graves.

A saturacao de oxigénio dos pacientes também foi ava-
liada por oximetria de pulso no momento da internacao. O
grupo de controle incluiu 39 criancas saudaveis com idades
equivalentes, recrutadas durante acompanhamento de ro-
tina em ambulatorios pediatricos que nao apresentaram
sinais de septicemia, doencas pulmonares, metabolicas,
reumatolodgicas ou autoimunes.

0 estudo foi aprovado pelo comité de ética local (13-12-
2011, n° 5172).

Amostras

As amostras de soro coletadas dos pacientes e do grupo de
controle foram separadas imediatamente das células por
centrifugacao em 3.000 g por 10 minutos e, entao, armaze-
nadas a -80°C até a analise adicional de EQOT, CAT e IEO.

Mensuracao do estado antioxidante

O estado oxidante total (EOT) foi medido pelo teste com
base na oxidacao do ion ferroso em ion férrico na presenca
de varias espécies oxidantes em meio acido e na mensu-
racao do ion férrico por xilenol laranja. O teste foi cali-
brado com peroxido de hidrogénio e os resultados foram
expressos em termos de equivalentes de peroxido de hidro-
génio micromolar por litro (umol H,0, equivalente/L).™

Mensuracao da capacidade antioxidante total do
plasma

A capacidade antioxidante total (CAT) foi mensurada utili-
zando um método desenvolvido por Erel.!" Nesse método, o
efeito antioxidante da amostra é mensurado contra poten-
tes reacdes de radicais livres que sao iniciadas pelo radical
hidroxila produzido. Os resultados sao expressos em pmol
Trolox equivalente/L.

Mensuracao do indice de estresse oxidativo
do plasma

0 indice de estresse oxidativo (IEO) foi determinado pela
razao de EOT e CAT:" IEO (unidade arbitraria) = EOT (umol
H,0, Eq/Ll) / CAT (umol Trolox Eq/L).

Analise estatistica

Todas as estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SPSS 15.0 para Windows. O teste t-Student foi usado para
comparar a média dos valores de idade entre o grupo com
bronquiolite aguda e os grupos de controle. Os niveis de CAT,
EOT e IEO no plasma foram comparados a um teste ANOVA de
um fator entre bronquiolite leve, moderada e os individuos
controle. As comparacoes multiplas foram analisadas pelo
teste Post Hoc de Tukey HSD. A analise de correlacao foi rea-
lizada entre a saturacao de oxigénio e o estado oxidante.

Resultados

A proporcao do sexo masculino para o feminino foi de 1,2
em pacientes com bronquiolite (17 do sexo masculino e
14 do sexo feminino) e 0,94 no grupo de controle (18 do
sexo masculino e 19 do sexo feminino) (p = 0,61). A idade
média dos pacientes com bronquiolite e o grupo de con-
trole foi de 9,93+3,96 e 9,83+4,51 (p = 0,92). O estado
oxidante total foi maior em pacientes com bronquiolite
que no grupo de controle (5,16+1,99 pmol H,0, Eqv/L em
comparacao a 3,78+1,78 pmol H,0, Eqv/L p = 0,004). A ca-
pacidade antioxidante total foi significativamente menor
em criancas com bronquiolite aguda que no grupo de con-
trole (2,51+0,37 pymol Trolox equivalente/L em comparacao
a 2,75+0,39 pmol Trolox Eqv/L) (p = 0,013). O indice de
estresse oxidativo dos pacientes com bronquiolite foi mais
elevado que o do grupo de controle, porém a diferenca
nao foi estatisticamente significativa (0,20+0,88 unidade
em comparacao a 0,15+0,12 unidade p = 0,085).

O nivel de EOT foi significativamente diferente entre os
subgrupos (p < 0,001) (tabela 1). Os pacientes com bron-
quiolite moderada apresentaram niveis de EOT mais ele-
vados que os com bronquiolite leve e o grupo de controle
(p = 0,03, p < 0,001) (fig. 1). Contudo, o nivel de TAC foi
mais elevado em pacientes com bronquiolite moderada
dos que os com bronquiolite leve e o grupo de controle, e
nao houve uma diferenca significativa (p = 088, p = 0,08).
O IEO foi significativamente diferente entre os subgrupos
(p = 0,019) (fig. 2). Os pacientes com bronquiolite mode-
rada apresentaram niveis de IEO mais elevados que os do
grupo de controle (p = 0,015).

O nivel de saturacao de oxigénio de pacientes com bron-
quiolite foi inversamente correlacionado ao nivel de EOT
(r = -0,476, p < 0,05) (fig. 3).

Tabela 1 Comparacdes de caracteristicas demograficas e parametros oxidantes e antioxidantes entre pacientes com

bronquiolite e o grupo de controle

Variaveis Bronquiolite leve Grupo de controle Bronquiolite Valorde p  Turquia
(n=13) (1) (n=37) (2) moderada (n = 18) (3)

EOT, (umol H,0, Eqv/L) 4,48+1,92 3,78+1,78 6,22+1,68 < 0,001 1, 2vs 3°

CAT, umol Trolox Eqv/L? 2,54+0,38 2,75+0,39 2,47+0,37 0,043 NS

IEO, unidadea 0,16+0,08 0,15+0,12 0,25+0,06 0,019 2 vs 3¢

CAT, capacidade antioxidante total; EOT, estado oxidante total; IEO, indice de estresse oxidativo.

2 MédiaDP

®EOT dos pacientes com nivel de bronquiolite moderada foi significativamente maior do que os com bronquiolite leve e grupo

de controle.

¢|IEO dos pacientes com bronquiolite moderada foi significativamente maior do que o grupo de controle.
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Figura 1 Presentacao do grafico de caixa do valor do estado

oxidante total (EOT) entre pacientes com bronquiolite leve,
bronquiolite moderada e o grupo de controle.
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Figura 2 Apresentacdo do grafico de caixa do indice de es-
tresse oxidativo (I0S) entre pacientes com bronquiolite leve,
bronquiolite moderada e o grupo de controle.

Discussao

O estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese
de diversas doencas pulmonares em criancas, como asma,
fibrose cistica e doenca pulmonar crénica neonatal.>#'>'3
Um maior estresse oxidativo também foi encontrado em
neonatos e em criancas em idade pré-escolar expostas pas-
sivamente a fumaca de cigarro.'»'” A geracao de ERO foi
estimulada por infecgdes de virus como o HIV, hepatite B,
gripe e rinovirus.'® Neste estudo, avaliamos o estado oxidan-
te de criancas com bronquiolite aguda, uma doenca comum
durante a infancia. No melhor de nosso conhecimento, nao
ha relatorios publicados sobre os marcadores oxidativos/
antioxidativos séricos de CAT, EOT e IEO em criancas com
bronquiolite aguda. Sabe-se que varios antioxidantes no
plasma tém efeito aditivo, protegendo o organismo de radi-
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Nivel de saturagao de oxigénio
Figura 3 Grafico de correlacao e linha de regressao. O nivel
de saturacdo de oxigénio de pacientes com bronquiolite foi
inversamente correlacionado ao estado oxidante total (EOT)
(r = -0,476, p < 0,05).

cais livres." A esse respeito, a mensuracao da CAT fornece
informacoes sobre a capacidade antioxidante do organis-
mo."" Além disso, o IEO (a proporcao de EOT do plasma
total para CAT) é um indicador de estresse oxidativo que
reflete o balanco redox entre oxidacao e antioxidacao.®"
Mostramos que a CAT era menor em pacientes com bron-
quiolite aguda que em pacientes do grupo de controle. O
EOT e o IEO eram maiores em pacientes com bronquiolite
moderada em comparacao ao grupo de controle.

Houve reducao na manifestacao da enzima antioxidante
(EAO) nos pulmdes de ratos previamente infectados com
virus sincicial respiratorio (VSR) e metapneumovirus huma-
no (MPVh).20:2" Houve deterioracao ou reducao na mani-
festacao e/ou atividade de superoxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa S-transferase e glutationa peroxidase
em secrecdes nasofaringeais de criancas com bronquiolite
grave por VSR.5 Recentemente, Mallol et al. mensuraram as
atividades oxidante e antioxidante no fluido broncoalveolar
de 21 criancas com bronquiolite obliterante pos-infeccio-
sa.? Eles constataram um aumento no nivel de marcadores
de estresse oxidativo com uma atividade diferencial dos
niveis de enzimas antioxidantes (catalase normal e aumen-
to de glutationa peroxidase). Apesar do marcado estreita-
mento das vias aéreas constatado em todos os pacientes,
os parametros de suas fungdes pulmonares nao estavam
relacionados aos marcadores de estresse oxidativo (EO),
sugerindo que o EO poderia estar mais relacionado a infla-
macao e a hiperresponsividade das vias aéreas (HRVA) que
ao calibre das vias aéreas.

Em nosso estudo, também investigamos se o estresse
oxidativo poderia desempenhar um papel na gravidade da
bronquiolite. O EOT foi aumentado na bronquiolite mode-
rada em comparacao a casos leves. O aumento no IEO tam-
bém foi significativo na bronquiolite moderada. Os niveis
de saturacao de oxigénio dos pacientes foram inversamente
correlacionados com o EOT. Zeyrek et al. investigaram a
associacao do estresse oxidativo com danos no DNA em 42
criangas com asma bronquica.? As concentracdes de CAT,
EOT e peroxido total (LOOH) no plasma foram mais eleva-
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das em pacientes que nos controles saudaveis, e os danos
ao DNA estavam correlacionados com o aumento do EOT.

O tratamento com antioxidantes bloqueia a ativacao do
fator de transcricao e a expressao do gene de quimiocina
in vitro.*?> Castro et al. mostraram que o tratamento com
antioxidante reduziu a doenca clinica induzida por VSR e
a perda de peso corporal em camundongos infectados ex-
perimentalmente.?? Em um animal modelo com infeccao
por gripe, a inibicao dos radicais de oxigénio por meio da
administracao de antioxidantes ou o aumento dos niveis de
superoxido dismutase no pulmao reduziram significativa-
mente a lesao pulmonar e melhoraram a taxa de sobrevida
de animais infectados, sugerindo que o estresse oxidativo
pode desempenhar um papel significativo na patogénese da
pneumonia viral.?¢? Gurkan et al. investigaram a relacao
entre o soro malondialdeido (MDA) e os niveis de selénio
(Se) e a ocorréncia e gravidade da bronquiolite aguda em
criancas.? As criancas com bronquiolite aguda mostraram
um aumento nos niveis de MDA e status de Se prejudicado
em comparacao aos individuos do grupo controle. Eles con-
cluiram que a suplementacao de antioxidantes com Se pode
ser pensada para proporcionar um efeito benéfico contra a
bronquiolite.
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