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Assessment of inflammation based on the release of
oxygen radicals by granulocytes in chronic uncontrolled
asthma

Avaliagdo da inflamagdo com base na liberacdo de radicais oxidantes por
granuldcitos na asma crénica ndo-controlada
Cristina F. Sartorelli!, Jussara Rehder?, Antonio Condino Neto3, Maria Marluce S. Vilela*

Resumo

Objetivo: Avaliar a liberagdo espontanea de anion superdxido
porgranulécitos de sangue periférico de pacientes com asma cronica
ndo-controlada antes e apds corticoterapia e de individuos sadios.

Métodos: Foram estudados 32 pacientes entre 6 e 18 anos
(média 12,04 anos) e 29 individuos sadios como grupo de
comparagdo. Os pacientes foram agrupados de acordo com o volume
expiratorio forgado no primeiro segundo: grupo I, volume expiratério
forgado no primeiro segundo entre 60 e 80%, 19 pacientes; e grupo
1I, volume expiratério forgado no primeiro segundo = 60%, 13
pacientes. A liberagdo espontanea de superdxido por granuldcitos,
medida por espectrofotometria utilizando superéxido dismutase, foi
avaliada nos pacientes antes e apds o tratamento com prednisona
por via oral e beclometasona, budesonida ou fluticasona
administradas por via inalatéria. Na andlise estatistica foram
utilizados os testes de andlise de varidncia, Tukey e de Wilcoxon.

Resultados: Comparando-se a liberagdo de anion superdxido
por granulécitos dos pacientes asmaticos e individuos sadios
observamos que a liberag&o foi maior nos asmaticos ndo-controlados
dogrupoII (p < 0,05). Avaliando-se a liberagdo de superoxido pelas
células dos pacientes antes e apds a terapia com corticosteroide uma
diminuigdo significativa foi observada apenas no grupo I.

Conclusao: O impacto dos glicocorticoides sobre a modulagédo
dainflamagdo ocorreu nos individuos asmaticos ndo-controlados com
volume expiratério forgado no primeiro segundo entre 60 e 80%.
Naqueles com volume expiratorio forgado no primeiro segundo = 60
ndo foi observada essa modulagdo, havendo necessidade de mais
estudos para avaliar oimpacto de tal achado nos pacientes asmaticos.

J Pediatr (Rio J). 2009,85(2):143-148: Corticosteroides, radical
superdxido, granuldcitos, asma, crianga, adolescente.

Abstract

Objective: To evaluate spontaneous release of superoxide anion
by peripheral blood granulocytes of atopic patients with uncontrolled
asthma undergoing glucocorticoid therapy and of healthy subjects.

Methods: We studied 32 patients, aged 6 to 18 (mean 12.04),
and 29 healthy subjects as a comparative group. Patients were
grouped according to the forced expiratory vital capacity in the first
second. Group I, forced expiratory vital capacity in the first second of
between 60 and 80%, had 19 patients, and group II, forced expiratory
vital capacity in the first second = 60%, had 13 patients. Spontaneous
superoxide release by granulocytes was measured by a
spectrophotometer method based on superoxide dismutase, before
and after oral prednisone and beclomethasone, budesonide or
fluticasone inhaled therapy. Statistical analyses were performed
using ANOVA, Wilcoxon and Tukey tests.

Results: Comparing the superoxide anion release by
granulocytes of asthmatic patients and healthy subjects, we observed
a higher release by cells of the uncontrolled patient group II (p <
0.05). Evaluating the superoxide release by cells of asthmatic
patients before and after steroid therapy, a significant decrease was
found only in patient group I.

Conclusion: The impact of corticosteroids on inflammatory
modulation occurred in the uncontrolled asthmatics with forced
expiratory vital capacity in the first second between 60 and 80%. In
those with forced expiratory vital capacity in the first second of =
60%, this finding was not observed. Further studies are necessary to
evaluate the effect of this finding on asthmatic patients.

J Pediatr (Rio J). 2009,;85(2):143-148: Corticosteroids, superoxide
radical, granulocytes, asthma, children, adolescents.
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Introducgao

A asma é uma doenca inflamatoria crénica com multiplos
fenétipos. A inflamagdo das vias aeriferas na asma alérgica é
mediada pelas células auxiliares tipo 2 (Th2) efetoras especi-
ficas para proteinas indcuas, aeroalérgenos, do ambiente®.
No Brasil, a despeito da tendéncia de reducdo, a prevaléncia
de sintomas de asma ainda é uma das maiores da América
Latina2.

A exposigdo frequente aos aeroalérgenos mantém as célu-
las Th2 de memdria ativadas e induz a disfungdo cronica do
sistema imune, resultando em processo inflamatdrio persis-
tente. A ativagdo de eosinodfilos, basofilos, neutrofilos e mono-
citos e sua interagdo com células residentes levam a liberagao
de mediadores farmacoldgicos e imunoldgicos pro-
inflamatdrios, incluindo espécies reativas de oxigénio>. Desde
o nascimento, a ontogenia do sistema NADPH oxidase de leu-
cocitos, sintese de anion superoxido e atividade microbicida,
é semelhante ao individuo adulto®. Os radicais oxidantes
levam a injuria aguda das células e tecidos através da pero-
xidacdo lipidica e da oxidacdo proteica e da liberacdo de
mediadores enddgenos, especialmente os metabdlitos do
acido aracdonico, ativam ainda o fator nuclear de transcrigdo
?B (NF-?B) e a proteina ativadora-1 (AP-1) amplificando a res-
posta inflamatéria®.

Estudos prévios demonstram que eosindfilos®, neutrofi-
los” e mondcitos® de sangue periférico, assim como leucéci-
tos de vias aeriferas de pacientes asmaticos liberam grandes
guantidades de espécies reativas de oxigénio, principal-
mente durante os periodos de exacerbacdo da doenca®.
Observaram também correlagdo direta entre producgdo de
anion superéxido por neutrofilos de sangue periférico e gra-
vidade, progresséo e duragdo da doenca’.

Embora a inflamacdo seja a principal caracteristica fisio-
patoldgica da asma, os métodos convencionais para classifi-
car a doenga e avaliar a resposta ao tratamento ndo incluem
uma medida direta da inflamagdo. No entanto, especial-
mente na infancia, o manejo do paciente asmatico fundamen-
tado apenas nos sintomas e na fungdao pulmonar pode ser
equivocado, ja que a percepgdo dos sintomas e sua correla-
¢&0 com a fungdo pulmonar s&o varidveis!®*!, Além desses
aspectos, é relevante considerar que as alteragées na funcao
pulmonar poderdo ser permanentes, devido ao remodela-
mento da mucosa brénquica. Tal teste passa a ndo ser o ade-
quado para avaliacdo da resposta terapéutica?. Sob essas
circunstancias, fica clara a necessidade do uso de um marca-
dor de inflamagao na avaliagdo e acompanhamento do
paciente asmatico.

A natureza invasiva da bidpsia pulmonar e do lavado bron-
coalveolar torna esses métodos inaceitaveis para avaliagdo
da inflamagdo. Na andlise do muco esponténeo ou induzido
por solugdo salina, o nimero de eosindfilos, niveis de prote-
ina catidnica eosinofilica, leucotrieno E4 e RANTES
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encontram-se aumentados em pacientes com asma pouco
controlada e melhoram apds o tratamento3. Embora esse
meétodo seja promissor, é de dificil execucdo. Recentemente,
a dosagem de radicais intermedidrios do oxigénio (ROI)'* e a
medida da fragdo de 6xido nitrico no ar exalado (FeNO) estdo
sendo utilizadas como métodos ndo-invasivos de avaliagdo da
inflamac&o de vias aéreas?®.

Os objetivos do nosso estudo foram: comparar a libera-
cdo de anion superoéxido por granuldcitos de sangue perifé-
rico de pacientes atopicos com asma ndo-controlada,
classificados de acordo com o grau de obstrugdo de vias aeri-
feras determinado pelo volume expiratério forgado no pri-
meiro segundo (VEF,) com a de individuos sadios e investigar
os efeitos terapéuticos dos glicocorticoides administrados por
via oral e viainalatéria, sobre a liberagdo de anion superdxido
desses grupos de pacientes.

Métodos

Individuos

Os pacientes foram recrutados no ambulatério de Alergia
e Imunologia Pediatricas do Hospital de Clinicas da Universi-
dade Estadual de Campinas (UNICAMP). O estudo iniciou-se
em margo de 2001 e foi concluido em julho de 2004. Inicial-
mente, foram selecionados 41 individuos atépicos com asma
persistente classificada como leve em 18 individuos, mode-
rada em 17 e grave em seis individuos. Os critérios de inclu-
sao foi apresentar asma ndo-controlada caracterizada pela
presenga de sintomas e exacerbagdes frequentes, VEF, basal
< 80%, limitagdo na atividade fisica e necessidade habitual
de beta2-agonistas!. Por essa razdo, nove individuos com
asma persistente leve foram excluidos do estudo. A idade dos
pacientes variou entre 6 a 18 anos (média + desvio padrdo
12,04+2,47 anos). O diagndstico de asma foi estabelecido
para cada paciente baseado nos sintomas e na reversibili-
dade da obstrucdo de vias aéreas!. Atopia foi caracterizada
pelo antecedente familiar de rinite, asma ou dermatite ato-
pica, testes cutaneos de leitura imediata positivos para aero-
alérgenos domiciliares e niveis elevados de IgE sérica. Para o
teste cuténeo, foram utilizados extratos alergénicos (IPI-
ASAC do Brasil) para: Dermatophagoides pteronyssinus, Der-
matophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blatella germanica,
Canis familiaris, Felis domesticus, fungos I e II, epitélio de
cdo, epitélio de gato, histamina e controle negativo. Durante
o0 estudo ndo houve evidéncias clinicas de asma desencade-
ada por processos infecciosos. O VEF, foi usado para classifi-
car os pacientes em dois grupos: grupo I, composto por 19
pacientes com VEF, entre 60 e 80% do previsto; e grupo II,
composto por 13 pacientes com VEF; = 60% do previsto. O
grupo de comparacéo foi formado por 29 individuos sadios
sem histdria clinica de atopia com idade entre 25 e 40 anos.

O tratamento com corticosteroides sistémico e topico ina-
latério seguiu as recomendacbes do Global Initiative for
Asthma (GINA)*. Todos os pacientes foram submetidos a um
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes asmaticos
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Grupo I (n = 19)

Grupo II (n = 13)

Género (masculino/feminino) 8/5
Idade (anos) 11,7+2,44 11,5+2,85
VEF,* 70,0£5,33 44,6+9,35
Histdria familiar de atopia 9

IgE UI/mL*

1.693+1.276 (19)

1.927+1.381 (8)

IgE = imunoglobulina tipo E; VEF1 = volume expiatério forgado no primeiro segundo.

* Valores expressos em média + desvio padré&o.

curso de prednisona por via oral na dose de 2 mg/kg/dia, com
maximo de 60 mg associado ao uso de beta2-agonistas de
curta duragdo, durante 7 dias e, em seguida, mantidos sob
corticoterapia por via inalatdria. Quando necessario, ao longo
do estudo, foram administrados aos pacientes beta2-
agonistas de agdo curta ou longa. A avaliagdo por espirome-
tria e liberagdo de anion superdxido de granuldcitos de sangue
periférico dos pacientes foi realizada imediatamente antes e
apds a corticoterapia oral, e simultaneamente ao corticoide
por viainalatéria. Dez (52%) pacientes do grupo I foram ava-
liados apds 1 semana de terapia com prednisona e nove (48%)
apos corticosteroide tdpico inalatério por um periodo médio
de 2,4 meses. Nove (70%) pacientes do grupo II foram ava-
liados apds 1 semana de terapia com prednisona e quatro
(30%) avaliados apds o uso de corticosteroide topico inalato-
rio por um periodo médio de 4,7 meses. No grupo I, dose
moderada de budesonida foi prescrita para um e alta para trés
individuos; dose alta de propionato de fluticasona para dois e
de dipropionato de beclometasona para trés individuos. No
grupo II, dose alta de budesonida foi prescrita para quatro
pacientes.

Consentimento informado por escrito foi outorgado pelos
pais ou responsaveis pelos pacientes no inicio do estudo, e o
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de acordo com a convengdo de
Helsinki.

Isolamento dos granuldcitos

Granulécitos foram isolados de amostras de 10 mL de san-
gue periférico por centrifugagdo em Ficoll-Hypaque (Hysto-
paque®1119)6, As células foram lavadas trés vezes com
solugdo salina balanceada de Hanks, e a contagem final de
granuldcitos foi ajustada para 2x107 células mL™t. A viabili-
dade celular medida por exclusao pelo Azul de Tripan foi supe-
rior a 90%.

Producgéao de anion superoéxido

A liberagdo espontanea de superdxido foi avaliada pelo
método espectrofotométrico baseado na inibicdo da redugdo
do citocromo-C pela superoxido-dismutase de acordo com
McCord & Fridovich'?, previamente modificado®. No dia do
experimento, granuldcitos foram incubados em solugdo salina

balanceada de Hanks contendo citocromo-C (50 pM), e na
metade dos tubos foi acrescentado superdxido-dismutase (60
U/mL). A absorbancia 6tica (550 nm) do sobrenadante foi
medida em 0, 5, 15, 25, 45 e 60 minutos do inicio do experi-
mento. A quantidade de anion superodxido foi calculada
utilizando-se coeficiente de extingdo de 21.100 M* cm™ e
expressos em nanomoles (nmol) de superéxido por 10°
células.

Analise estatistica

A andlise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA)
foi um teste inicial realizado para avaliar se havia diferengas
entre os grupos. O teste de Tukey foi utilizado para comparar
a quantidade de superoxido liberada pelas células dos indivi-
duos sadios com os dois grupos de pacientes, pré e pds trata-
mento. O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas foi
usado para a comparagdo da liberacdo de anion superdxido e
valores de VEF, dos pacientes antes e apds o tratamento com
corticosteroides. Os resultados do estudo cinético de libera-
c¢do de superdxido foram expressos em média + desvio
padrdo. Para as analises, p < 0,05 foi considerado estatisti-
camente significativo®®.

Resultados

A Tabela 1 mostra as caracteristicas das criancgas e ado-
lescentes asmaticos e grupo de comparagdo. O grupo con-
trole foi constituido por 29 individuos, 17 masculinos e 12
femininos, com média de idade 30,4+2,63 anos.

O VEF,; médio dos pacientes asmaticos antes da cortico-
terapia foi de 70+5,3% para o grupo I e 44,62+9,4% para o
grupo II. As diferengas no VEF,; médio antes e apds corticote-
rapia foram de 14,5% parao grupo I (p = 0,002 teste de Wil-
coxon) e 28% para o grupo II (p = 0,011 teste de Wilcoxon)
(Figura 1).

O teste cutaneo de leitura imediata com aeroalérgenos foi
positivo para antigenos do Dermatophagoides pteronyssinus
em todos os pacientes, seguido pelo Dermatophagoides fari-
nae com positividade em 80% em cada um dos grupos e pelo
Blomia tropicalis positivo em 8 (42%) pacientes do grupo I e
5 (38%) do grupo I1. Blatella germénica, Canis familiaris, Felis
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Figura 1 - Comparagdo do VEF; médio de asmaticos dos grupos I
(60% < VEF, < 80%) e II (VEF,; = 60%) antes e apos
corticoterapia

domesticus, e fungos I apresentaram positividade de 20% em
ambos os grupos.

Aumento da liberacdo espontinea de superoéxido
por granulocitos de asmaticos ndao-controlados do
grupo II

A avaliacdo inicial da liberagcdo espontanea de anion supe-
roxido por granulécitos dos grupos de asmaticos e controles
demonstrou a presenga de diferencga significativa entre os gru-
pos (p = 0,007, ANOVA). A comparagao da liberagdo de anion
superoxido por células de individuos sadios com asmaticos
do grupo I e do grupo II separadamente demonstrou que,
antes da corticoterapia, asmaticos do grupo II (VEF,; = 60%)
liberaram quantidades significantemente maiores de anion
superoxido aos 25, 45 e 60 minutos de incubagdo (p < 0,05
teste de Tukey) (Figura 2). Apds o tratamento com corticos-
teroides, os valores de anion superéxido liberados por asma-
ticos do grupo II e grupo controle foram similares.
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Figura 2 - Valores médios da liberagdo de anion superoxido por
granuldcitos de asmaticos dos grupos I (60% < VEF; <
80%) e II (VEF, = 60%) antes da corticoterapia e indi-
viduos sadios
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Figura 3 - Valores médios da liberagdo de anion superoxido por
granulécitos de asmaticos do grupo I (60% < VEF; <
80%) antes e apds corticoterapia

Ndo houve diferencga estatistica entre a liberagdo espon-
tanea de anion superdxido por asmaticos do grupo I (60% <
VEF < 80%) e individuos sadios antes ou apés a
corticoterapia.

Reducéo da liberacdo espontdnea de dnion
superéxido por granulocitos de asmaticos do grupo
I apos corticoterapia

A comparacdo da liberagdo espontanea de anion superoé-
xido por granuldcitos de asmaticos do grupo I (60% < VEF, <
80%), antes e apds corticoterapia (teste de Wilcoxon para
amostras relacionadas), mostrou uma redugao significativa
aos 15(p=0,027),25(p=0,001),45(p=0,001)e 60 (p =
0,001) minutos de incubagao (Figura 3). Para os pacientes do
grupo II (VEF, = 60%), apds a corticoterapia, houve uma
reducdo ndo-significativa na liberagdo de superoéxido.

Discussao

O aumento da liberagdo de anion superdxido por granulé-
citos de sangue periférico de asmaticos ndo-controlados
encontrado no presente estudo confirma nossos resultados
prévios?°. A correlacdo entre o estado da doenca asmatica, a
producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio por
células inflamatdrias e um desequilibrio entre sistemas oxi-
dante e antioxidante foi relatada por diversos autores® 4,
AlteracGes caracteristicas da asma, como desnudamento do
epitélio, hiper-reatividade brénquica e aumento da secrecado
de muco podem ser produzidas pela agdo das espécies reati-
vas de oxigénio, confirmando sua participacdo na fisiopatolo-
gia da asma®.

Glicocorticoides sdo os anti-inflamatoérios mais potentes
para o tratamento da asma crénica. No entanto, o efeito da
corticoterapia sobre os marcadores da inflamacgdo de vias aeri-
feras se mostra varidvel. Majori et al. demonstraram que
mondcitos de asmaticos tratados com um curso de corticos-
teroide por via oral ou inalatéria liberaram menos anion de
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superoxido do que os pacientes ndo-tratados. No entanto,
naqueles cértico-dependentes ndo houve essa diferenca?!.
Em estudo envolvendo pacientes com asma de dificil con-
trole, sob tratamento com corticosteroide por via oral, Stir-
ling et al. observaram um subgrupo que mantinha FeNO
elevada e evolucdo clinica desfavoravel?2. Em pacientes com
asma moderada, La Grutta et al. evidenciaram uma correla-
cdo entre altos niveis de GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), IL-8, fator nuclear kappa B (KB) e
FeNO com maior nimero de exacerbagdes e declinio no VEF;
demonstrando a persisténcia da inflamacdo apesar do uso de
altas doses de corticosteroides?3.

Apds corticoterapia, embora os pacientes do grupo I (60%
< VEF; < 80%) apresentassem melhora clinica e queda sig-
nificativa na liberagdo de anion superdxido, apenas 64% dos
individuos atingiram valores normais de VEF,. Essa reversi-
bilidade incompleta da obstrucdo de vias aéreas foi também
encontrada por Bisgaard, que analisou o efeito da corticote-
rapia prolongada por via inalatdria sobre a fungdo pulmo-
nar2*. Pode-se sugerir como responsaveis por tal resultado a
presenca de remodelamento de vias aeriferas, onde a agdo
dos corticosteroides é questiondvel'? e, ainda, o efeito posi-
tivo rapido dos corticosteroides sobre os marcadores inflama-
térios e mais tardio sobre a fungdo pulmonar?>.

Outro aspecto importante do presente estudo foi a ausén-
cia do efeito modulador da corticoterapia sobre a liberagdo de
anion superdéxido nos pacientes com maior grau de obstrucao
de vias aeriferas (VEF,; = 60%). Esse resultado pode refletir a
diversidade nos padrdes de inflamagdo de mucosa bron-
quica, eosinofilico, neutrofilico, misto ou paucigranular, iden-
tificados em asmaticos crénicos, os quais influenciam na
resposta aos corticosteroides?®.

Varios estudos em criangas mostram correlagdo entre
FeNO, inflamagdo eosinofilica no sangue periférico e muco
induzido avaliado por lavado broncoalveolar e por bidpsia
endobrdnquica?’-28. Tais resultados estimularam a publica-
gao conjunta pelas American Thoracic Society e European Res-
piratory Society da padronizagdo da medida de FeNO em
criangas, confirmando a necessidade de se avaliar a
inflamag&o?°.

Ndés confirmamos resultados anteriores?2°3° de que os
glicocorticoides contribuem para a restauragdo do estado oxi-
dativo normal dos granulécitos de sangue periférico e melho-
ram a obstrugdo de vias aéreas em pacientes com VEF, entre
60 e 80%. Em contraste, granulécitos de asmaticos com VEF,
= 60% ndo retornam ao seu estado oxidativo normal, embora
se estabelega aumento do VEF, e melhora dos sintomas. Nos-
sos resultados mostram que ha um subgrupo de pacientes
com asma crénica ndo-controlada que pode apresentar
melhora dos sintomas e da obstrucdo brénquica apds a tera-
pia com corticosteroides e manter niveis elevados de libera-
cdo de anion de superdxido por granulécitos. Nesse subgrupo
de pacientes, ha manutencdo da inflamagdo e consequente-
mente necessidade de outras medidas terapéuticas para se

Jornal de Pediatria - Vol. 85, N°© 2, 2009 147

alcancar melhor progndstico. Outros estudos com ampliacdo
do tamanho da amostra e um seguimento clinico mais prolon-
gado dos pacientes com asma persistente ndo-controlada e
VEF, = 60% sdo necessarios para julgar a implicagdo defini-
tiva de tais achados na evolucao da doenca.

Referéncias

1. Global Initiative for Asthma [site na internet]. Global strategy
for asthma management and prevention. Revised 2006. http://
www.ginasthma.com/Guidelineitem.asp??11=2&I12=1&intId=
60. Acesso: 29/03/2006.

2. Solé D, Melo KC, Camelo-Nunes IC, Freitas LS, Britto M, Rosario
NA, et al. Changes in the prevalence of asthma and allergic
diseases among Brazilian schoolchildren (13-14 years old):
comparison between ISAAC Phases One and Three. J Trop Pediatr.
2007;53:13-21.

3. Barnes PJ. Immunology of asthma and chronic obstructive
pulmonary disease. Nat Rev Immunol. 2008;8:183-92.

4. Speer CP, Ambruso DR, Grimsley ], Johnston RB Jr. Oxidative
metabolism in cord blood monocytes and monocyte-derived
macrophages. Infect Immun. 1985;50:919-21.

5. Sugiura H, Ichinose M. Oxidative and nitrative stressin bronchial
asthma. Antioxid Redox Signal. 2008;10:785-97.

6. ChanezJP, Dent G, Yukawa T, Barnes PJ, Chung KF. Generation of
oxygen free radicals from blood eosinophils from asthma patients
after stimulation with PAF or phorbol ester. Eur Resp J. 1990;
3:1002-7.

7. Kanazawa H, Kurihara N, Hirata K, Takeda T. The role of free
radicalsin airway obstruction in asthmatic patients. Chest. 1991;
100:1319-22.

8. Vachier I, Damon M, Le Doucen C, de Paulet AC, Chanez P,
Michel FB, et al. Increased oxygen species generation in blood
monocytes of asthmatic patients. Am Rev Respir Dis. 1992;
146:1161-6.

9. Jarjour NN, Busse WW, Calhoun WJ. Enhanced production of
oxygen radicals in nocturnal asthma. Am Rev Respir Dis. 1992;
146:905-11.

10. Yawn BP, Brenneman SK, Allen-Ramey FC, Cabana MD,
Markson LE. Assessment of asthma severity and asthma control
in children. Pediatrics. 2006;118:322-9.

11. Fonseca AC, Fonseca MT, Rodrigues ME, Lasmar LM,
Camargos PA. Peak expiratory flow monitoring in asthmatic
children. J Pediatr (Rio J). 2006;82:465-9.

12. James AL, Wenzel S. Clinical relevance of airway remodelling in
airway diseases. Eur Respir J. 2007;30:134-55.

13. RomagnoliM, VachierI, Tarodo de la Fuente P, Meziane H, Chavis
C, BousquetJ, etal. Eosinophilicinflammation in sputum of poorly
controlled asthmatics. Eur Respir J. 2002;20:1370-7.

14. Nadeem A, Raj HG, Chabra SK. Increased oxidative stress in
acute exacerbations of asthma. J Asthma. 2005;42:45-50.

15. Gogate S, Katial R. Pediatric biomarkers in asthma: exhaled
nitric oxide, sputum eosinophils and leukotriene E4. Curr Opin
Allergy Clin Immunol. 2008;8:154-7.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17012440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17012440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17012440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18274560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18274560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=2999001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=2999001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=2999001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18177234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18177234
2289546
2289546
2289546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1657539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1657539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1443865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1443865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1329592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=1329592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=16818581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=16818581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17171206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17171206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17601971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17601971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12503691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12503691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=15801328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=15801328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18317025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18317025

148 Jornal de Pediatria - Vol. 85, N° 2, 2009

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Boyum A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from
human blood. Isolation of monuclear cells by one centrifugation,
and of granulocytes by combining centrifugation and
sedimentation at 1 g. Scand J Clin Lab Invest Suppl. 1968:
97:77-89.

McCord JM, Fridovich I. Superoxide dismutase. An enzymatic
function for erythrocuprein (hemocuprein). J Biol Chem. 1969;
244:6044-55.

Condino-Neto A, Newburger PE. NADPH oxidase activity and
cytochrome b558 content of human
Epstein-Barr-virus-transformed B lymphocytes correlate with
expression of genes encoding components of the oxidase system.
Arch Biochem Biophys. 1998;360:158-64.

Montgomery DC. Design and analysis of experiments. 6th ed.
New York, NY: John Wiley & Sons; 2004.

Margal LE, Rehder ], Newburger PE, Condino-Neto A. Superoxide
release and cellular glutathione peroxidase activity in leukocytes
from children with persistent asthma. Braz J Med Biol Res. 2004;
37:1607-13.

Majori M, Vachier I, Godard P, Farce M, Bousquet J, Chanez P.
Superoxide anion production by monocytes of
corticosteroid-treated asthmatic patients. Eur Resp J. 1998;
11:133-8.

Stirling RG, Kharitonov SA, Campbell D, Robinson DS, Durham
SR, Chung KF, et al. Increase in exhaled nitric oxide levels in
patients with difficult asthma and correlation with symptoms and
disease severity despite treatment with oral and inhaled
corticosteroids. Asthma and Allergy Group. Thorax. 1998;
53:1030-4.

La Grutta S, Gagliardo R, Mirabella F, Pajno GB, Bonsignore G,
Bousquet J, etal. Clinical and biological heterogeneity in children
with moderate asthma. Am J Respir Crit Care Med. 2003;
167:1490-5.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Radicais oxidantes e asma ndo controlada - Sartorelli CF et al.

Bisgaard H. Use of inhaled corticosteroids in pediatric asthma.
Pediatr Pulmonol Suppl. 1997;15:27-33.

Kharitonov SA, Barnes PJ. Effects of corticosteroids on
noninvasive biomarkers on inflammation in asthma and chronic
obstructive pulmonary disease. Proc Am Thorac Soc. 2004;
1:191-9.

Green RH, Brightling CE, Bradding P. The reclassification of
asthma based on subphenotypes. Curr Opin Allergy Clin
Immunol. 2007;7:43-50.

Strunk RC, Szefler SJ, Phillips BR, Zeiger RS, Chinchilli VM,
Larsen G, etal. Relationship of exhaled nitric oxide to clinical and
inflammatory markers of persistent asthma in children. J Allergy
Clin Immunol. 2003;112:883-92.

Pontin J, Blaylock MG, Walsh GM, Turner SW. Sputum eosinophil
apoptotic rate is positively correlated to exhaled nitric oxide in
children. Pediatr Pulmonol. 2008;43:1130-4.

Baraldi E, de Jongste JC; European Respiratory Society; American
Thoracic Society. Measurement of exhaled nitric oxide in children,
2001. Eur Respir J. 2002;20:223-37.

Sadowska AM, Klebe B, Germonpré P, De Backer WA.
Glucocorticosteroids as antioxidants in treatment of asthma and
COPD. New application for and old medication? Steroids. 2007;
72:1-6.

Correspondéncia:
Maria Marluce dos Santos Vilela
Centro de Investigagdo em Pediatria, Departamento de Pedia-

tria

Faculdade de Ciéncias Médicas
Universidade Estadual de Campinas - Caixa Postal 6111
CEP 13083-887 - Campinas, SP

Tel.

: (19) 3521.8959

Fax: (19) 3521.8972
E-mail: marluce@fcm.unicamp.br


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=4179068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=4179068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=4179068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=4179068
5389100
5389100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=9851826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=9851826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=9851826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=9851826
15517074
15517074
15517074
9543282
9543282
10195074
10195074
10195074
10195074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12574073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12574073
9316099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=16113434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=16113434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=16113434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17218810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=17218810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=14610474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=14610474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18972415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18972415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=18972415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12166573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=abstract&list_uids=12166573
17145070
17145070

