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RESUMO

Introducdo: Asma ¢ uma doenga respiratoria caracterizada pela inflamagao
cronica das vias aéreas. A etiologia da asma ¢ complexa, envolvendo aspectos
genéticos, alérgicos, ambientais, infecciosos, emocional e nutricional. Entre os fatores
nutricionais, a deficiéncia de minerais vem apresentando um papel importante na génese
da asma. Contudo, nenhum estudo avaliou a associagdo entre elementos acumulados e
perfil inflamatorio nas vias aéreas pulmonar de adolescentes. Desse modo, comparamos
a concentra¢do de elementos acumulados nas unhas de adolescentes em relagdo a um
marcador de inflamag@o pulmonar. Matérias e Métodos: Asma ativa e asma grave foram
avaliadas em adolescentes (n=106) através do questionario ISAAC. Os participantes
foram divididos em dois grupos diferentes de acordo com o valor de Fexo medido.
Além disso, amostras de unhas foram coletadas a fim de determinar a concentragdo de
elementos acumulados (Cu, Zn, Mn, Se) por ICP-MS. Resultados: O NO exalado esteve
aumentado em individuos do sexo masculino. Associagcdo foi observada entre asma
ativa e elevado NO exalado. Nao houve diferenca significativa nas concentracdes (lg/g)
de Cu (4,40 vs 4,52), Zn (84,66 vs 79,48), Mn (0,59 vs 0,76) ¢ Se (0,18 vs 0,19) entre os
diferentes grupos, bem como nao foi encontrada correlagdo entre os niveis de Feno € 0s
elementos analisados. Conclusdao: Ao analisarmos a concentragdo dos elementos Cu, Zn,
Mn e Se nas unhas de adolescentes, ndo observamos diferenca na concentracao desses
elementos entre os adolescentes com perfil inflamatério elevado em comparagdo ao

outro grupo.



ABSTRACT

Asthma is a respiratory disease characterized by chronic inflammation of the
airways. Asthma etiology is complex and involves genetic, allergic, environmental,
infectious, nutritional and emotional factors. Among nutritional factors, mineral
deficiency has shown an important role in the pathogenesis of asthma. However, no
study has evaluated the association between accumulated elements and airway
inflammatory status in adolescents. Thus, we compared the concentration of
accumulated elements in adolescent nails in relation to a marker of pulmonary
inflammation. Materials and Methods: Active and severe asthma were assessed in
adolescents (n=106) through the ISAAC questionnaire. Subjects were allocated into two
different groups according to the value of Feno measured. Also, nail specimens were
collected in order to determine the concentration of accumulated trace elements (Cu, Zn,
Mn, Se) by ICP-MS. Results: Exhaled NO was increased in male subjects. We found
association between active asthma and elevated exhaled NO. There was no significant
difference in Cu (4.40 vs. 4.52), Zn (84.66 vs. 79.48), Mn (0.59 vs. 0.76) and Se (0.18
vs. 0.19) concentrations (ng/g) among distinct groups as well as no correlation was
found between Feno levels and any element analyzed. Conclusion: When analyzing the
concentration of Cu, Zn, Mn and Se in adolescent nails, no difference was observed in
the concentration of these elements among adolescents with increased inflammatory

status compared to the other group



1. Introducao

1.1 Doencas respiratorias

A obstrucdo da passagem do ar através das vias respiratorias - cavidade nasal,
traquéia, bronquios e pulmdes - ¢ caracteristica das doengas respiratdrias. O tipo de
doenga respiratoria pode variar de aguda (como pneumonia e bronquite) a cronica,
presente na asma e doeng¢a pulmonar obstrutiva cronica (DPOC).

Doengas respiratorias cronicas atingem milhdes de pessoas de todas as idades
(desde neonatos a idosos) em todos os paises do mundo. Dessas pessoas, mais de 50%
vivem em paises de baixa ou média renda ou pertencem a populagdes desfavorecidas
(BOUSQUET & KHALTAEYV, 2007).

Estima-se que no mundo 300 milhdes de pessoas tenham asma, 210 milhdes

tenham DPOC e milhares tenham outros tipos de doengas cronicas. Conforme relatorio



da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), em 2005, 250 mil pessoas morreram
de asma e 3 milhdes de DPOC. Além disso, projeta-se que em 2030 a DPOC se torne a
terceira maior causa de morte no mundo (OMS, 2008). No Brasil, as doencas
respiratdrias aparecem como a segunda principal causa de morbidade hospitalar.

Atingindo principalmente, criangas, adolescentes e idosos (DATASUS, 2011).

1.2 Asma

1.2.1 Prevaléncia

Asma ¢ considerada a doenga cronica mais comum na infancia e adolescéncia,
com a maior prevaléncia na faixa entre 5 e 17 anos (CHOI & LEE, 2012), afetando
principalmente criancas residentes em dareas urbanas (AMORIM & DANELUZZI,
2001). Estudos indicam que a prevaléncia de asma no mundo varia enormemente € o
seu crescimento nas ultimas décadas ¢ um importante problema de saude publica.
(ISAAC STEERING COMMITTEE, 1998; COOPER et al., 2009; NETO et al., 2012).

A prevaléncia de asma mundial foi observada através do International Study of
Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC). Na primeira fase desse projeto, foram
estudados 463.801 adolescentes em 155 centros de 56 paises e 304.796 criancas em 99
centros de 42 paises. Os resultados demonstraram ampla variagdo nas prevaléncias dos
sintomas de asma e alergias entre os diferentes paises e entre regides de um mesmo pais.
Considerando os dois grupos etarios, a prevaléncia de sintomas de asma nos ultimos
doze meses (asma ativa) variou de 1,6% (india) a 36,8% (Reino Unido), e de rinite
alérgica, de 1,4% (India) a 39,7% (Nigéria). O estudo mostrou que aproximadamente

80% dos pacientes asmaticos tém rinite alérgica (ISAAC STEERING COMMITTEE,

10



1998). A analise dos resultados obtidos ao final da fase 1, referentes a asma, mostrou ter
havido ampla variacdo, nas duas faixas etdrias, com relacdo a prevaléncia de sibilos nos
ultimos 12 meses, variando de 4,1 a 32,1% para as criancas e de 2,1 a 32,2% para os
adolescentes. Os valores mais baixos foram documentados na Republica da Georgia e
Estonia, ¢ os mais elevados, na Australia (ISAAC STEERING COMMITTEE, 1998).

No Brasil, participaram oficialmente da primeira fase do ISAAC sete centros
(Recife, Salvador, Uberlandia, Itabira, Sdo Paulo, Curitiba e Porto Alegre) A
prevaléncia de “sibilos nos ultimos 12 meses” variou entre 16,1% (Itabira) e 27,2%
entre as criangas com indices mais elevados em Recife e Porto Alegre. Entre os
adolescentes ela variou de 9,6% (Itabira) a 27,1% (Salvador) sendo também elevada em
Recife (24,7%). As formas mais graves de asma foram predominantes entre os
adolescentes (SOLE et al., 2001). No Brasil a prevaléncia de asma ¢é elevada e atinge
niveis de paises desenvolvidos. Em comparagdo a todos os centros participantes da fase
I, o Brasil ficou localizado no oitavo lugar entre os com maiores indices (ISAAC
STEERING COMMITTEE, 1998).

Recentemente completa, a fase III do ISAAC incluiu um numero maior de
centros em diferentes regides do mundo e jamais analisados em relagdo a essas
condi¢des. Aproximadamente, 1.200.00 de criancas e adolescentes foram amostrados. O
estudo apontou que a prevaléncia mundial de asma entre adolescentes foi de 13,7%,
oscilando entre 1,5% e 32,6% (LIMA et al., 2012)

No Brasil, a prevaléncia de asma ativa em criangas, indicada pela resposta
afirmativa para a questdo de sibilos nos ultimos 12 meses variou de 16,5% em Aracaju a
31,2% na zona oeste de Sao Paulo. Em adolescentes, a prevaléncia de asma ativa variou

de 11,8% em Nova Iguacu a 30,5% em Vitéria da Conquista (SOLE et al., 2006).
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1.2.2 Custos economicos relacionados a asma

Os gastos na satude associados a asma sao elevados e incluem despesas diretas e
indiretas. Dentre as despesas diretas podemos ressaltar a medicagdo e o
acompanhamento médico. As despesas indiretas referem—se as perdas no ganho
monetario ocasionadas pela morbi-mortalidade decorrente da asma. Devido a
sintomatologia ocasionada pela asma, muitos dos individuos asmaticos perdem um
namero significativo de dias de trabalho ou escola. Conforme revisdo realizada por
Bahadori et al. (2009) estima-se que os custos econdmicos gerados pela asma estejam
entre os maiores em relacdo as doengas cronicas, devido a utilizagdo de cuidados de
saude significativos associados com esta condigdo. Também se observou que os custos
da asma foram fortemente associados com a presenca de comorbidades, idade dos

individuos e severidade da doenga.

1.2.3 Caracteristicas da doenca

Asma ¢ uma condic¢do inflamatdria cronica das vias respiratorias que resulta em
episodios de sibilancia, tosse e dificuldade em respirar. A obstrucdo da via aérea segue
um quadro variavel, com periodos em que héd auséncia de sintomas e, inversamente,
exacerbagdes geralmente causadas por infecgdes virais. Uma caracteristica tipica de
pacientes asmaticos ¢ o desenvolvimento de hiperresponsividade (hiperreatividade)
bronquica — tendéncia da via aérea sofrer constricdo em resposta a estimulos, como ar
gelado e exercicio.

Um grande numero de asmaticos € atdpico. A atopia pode ser conceituada como
predisposicao do individuo em desenvolver reagdes de sensibilidade alérgica e produzir

\

imunoglobulina (Ig) E em resposta a exposicdo aos alérgenos. Contudo, alguns
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asmaticos ndo apresentam sintomas associados a exposicao aos alérgenos. Esse grupo ¢é
conhecido como asmaticos nao-atdpicos, apresentando doenca de inicio tardio, muitas
vezes associada a sinusite cronica e a pdlipos nasais. Além disto, estes sdo resistentes ao
tratamento com doses elevadas de corticosterdide inalado, porém responsivos aos

corticosteroides sistémicos e tratamento anti-interleucina (IL) 5 (MOORE et al., 2010).

1.2.4 Etiologia

Nas ultimas décadas, vem sendo observado o aumento na prevaléncia de
doencgas alérgicas e asma, particularmente em paises de baixa e média renda. Além
disso, a complexidade e a gravidade das doengas alérgicas, incluindo asma, continuam a
aumentar, especialmente em criangas e adultos jovens (PAWANKAR et al., 2012).

A causa da asma ainda ndo estd completamente esclarecida, ndo havendo
consenso sobre a sua etiologia. A asma ¢ uma doenca multifatorial relacionada com
fatores genéticos, ambientais, emocionais e nutricionais. Embora a asma seja uma
condi¢dao multifatorial, o fator de risco mais forte na etiologia da doenca ¢ a presenca de
atopia. Individuos atdpicos possuem uma probabilidade maior de desenvolverem asma,
assim como os que possuem historico familiar de atopia. E consenso que resposta
imunologica a vérios estimulos alérgicos, incluindo pélos de animais, acaros, baratas,
fungos e alimentos seja um fator importante no desencadeamento de sintomas asmaticos

(MILLER, 2001).

1.2.5 Patogénese da asma

1.2.5.1 Epitélio respiratorio
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O epitélio respiratorio € considerado um controlador fundamental da inflamagao
e das respostas imunes estimuladas por alérgenos, viroses e poluentes ambientais que
contribuem para a patogénese da asma. Embora esse mecanismo de controle ndo seja
completamente elucidado, a melhor compreensdo da fun¢do do epitélio na manutengao
da integridade das vias aéreas e sua disfun¢do na asma tém proporcionado uma visdo
importante de como a asma ¢ iniciada e perpetuada.

As células epiteliais das vias respiratdrias encontram-se na interface entre o
organismo e o meio ambiente, representando a primeira linha de defesa contra
microorganismos, poluentes e alérgenos (XIAO et al., 2011). Pelo fato de estarem
expostas ao meio externo, as células epiteliais expressam diversos receptores de
reconhecimento padrdo — receptor tipo Toll, receptor NOD, receptor lecitina-C e
receptor ativado por protease — para rapidamente detectar e responder aos padrdes
moleculares associados aos patégenos, encontrados em microorganismos, ou aos
padrdes moleculares liberados no dano tecidual, estresse e morte celular. A ativacao
desses receptores resulta na liberacdo de citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos que atraem e ativam células do sistema imune inato e adaptativo.
Estudo recente demonstrou que a ativagdo de células epiteliais ¢ evento chave
desencadeante no reconhecimento de alérgenos inalados que ativam a rede de células
dendriticas local, as quais coordenam a subseqiiente resposta imune (LAMBRECHT &

HAMMAD, 2009).

1.2.5.2 Células dendriticas

As células dendriticas sdo fundamentais no processo de iniciar e direcionar a
resposta imune, servindo como sentinelas na superficie da mucosa, onde elas

constantemente sdo expostas a antigenos e particulas que penetram nas vias aéreas
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(MILL, 2012). Células dendriticas possuem a habilidade de captarem antigenos
presentes nas vias aéreas. Processos dendriticos sdo projetados através do epitélio, entre
as células epiteliais, mantendo a funcdo de barreira pela formagao de jungdes de oclusdo
(SUNG et al., 2006). As células dendriticas expostas aos antigenos migram para o
nddulo linfatico local e apresentam os antigenos para linfocitos T imaturos e de
memoria (LAMBRECHT & HAMMAD, 2012). Atualmente, se tem o conhecimento
que citocinas, principalmente IL-4, IL-12, IL-10, IL-6 ¢ TGF-beta, estdo envolvidas no
processo de diferenciacdo de linfocitos T. Com exce¢do da IL-4, todas essas citocinas
sdo produzidas por células dendriticas (BANCHEREAU et al., 2000; LAMBRECHT &

HAMMAD, 2010).

1.2.5.3 Linfocitos

Através de mecanismos ainda ndo completamente esclarecidos no pulmao in
vivo, células dendriticas sdo responsaveis pela diferenciacao de linfocitos T helper (Th)
imaturos em Th tipo 2 (Th2), fundamentais na modulacdo da inflamagao alérgica
respiratoria (MILL, 2012). Células Th2 sdo linfécitos T CD4+ produtores de vérias
citocinas, incluindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Essas citocinas estimulam o
crescimento, diferenciagdo e recrutamento de mastocitos, basofilos, eosinofilos e
linfécitos B, todos envolvidos na imunidade humoral e resposta alérgica (MILLER,
2001).

Outro tipo de linfécito T CD4+, conhecido como Thl7, foi recentemente
descrito e vem demonstrando ser importante no processo inflamatério e em doengas
autoimunes (STOCKINGER & VELDHOEN, 2007; WEAVER et al., 2006). Pouco ¢
conhecido sobre o papel de linfocitos Thl7 na asma ou DPOC, porém, elevadas

concentragdes de IL-17 (produto predominante de linfocitos Thl7) vém sendo
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encontradas em escarro de pacientes asmaticos (BULLENS et al, 20006).
Interessantemente, em pacientes asmaticos, eosinodfilos estdo acumulados nos pulmdes,
mas pacientes com um quadro de asma mais severa apresentam elevagdo no numero de
neutrofilos. Normalmente, os neutréfilos circundam o local de infec¢do ou dano,
atraidos por IL-17, para proteger o organismo. Aparentemente, na asma, IL-17 estd
atraindo neutrofilos para os pulmdes, mas eles ndo estdo 14 para protegé-los. Em vez
disso, eles pioram o quadro asmatico (CHAKIR et al., 2003; BULLENS et al., 2006;

AL-RAMLI et al., 2009; AGACHE et al., 2010)

1.2.5.4 Mastocitos

Mastéceitos sao importantes na ativagao da asma através da liberagdo de diversos
broncoconstritores, principalmente histamina e mediadores lipidicos como leucotrienos
C4, D4 e E4, além de prostaglandina D2. Mastocitos também liberam citocinas que
estao relacionadas com inflamagao alérgica, inclusive IL-4, IL-5 e IL-13 (GALLI et al.,
2005). A presenca de mastocitos na musculatura lisa da via aérea vem tendo relagao

com hiperrresponsividade na asma (BRIGHTLING et al., 2002).

1.2.5.5 Eosindfilos

A inflamacdo que ocorre na asma ¢ geralmente descrita como eosinofilica.
Células epiteliais da via aérea secretam fatores quimiotaticos que atraem eosinofilos na
asma. O papel funcional dos eosinofilos na asma ainda nao foi esclarecido e a evidéncia
que relaciona a sua presenca na hiperresponsividade vem sendo questionada por

pesquisas recentes em que a administragdo de anticorpos bloqueadores de IL-5, que
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reduzem consideravelmente o niimero de eosinodfilos no sangue e escarro, ndo reduz a
hiperrresponsividade ou os sintomas da asma (LECKIE et al., 2000; FLOOD-PAGE et

al., 2007).

1.2.6 Marcadores inflamatorios

Asma ¢ uma doenca cronica com muitos fenétipos influenciados pelo grau de
inflamacao das vias aéreas. Essa inflamacdo pode variar em severidade, dependendo do
grau de participacdo dos eosindfilos, mastdcitos, linfocitos e neutrdfilos (BUSSE &
LEMANSKE, 2001; KAY, 2001). O conhecimento do perfil inflamatorio de um
individuo asmatico ¢ fundamental para o tratamento correto e eficiente. A inflamagao
mal controlada pode contribuir para o rapido declinio na funcdo pulmonar e
remodelamento das vias aéreas (HAMID, 2012).

Testes de funcdo pulmonar, tais como os espirométricos, muitas vezes utilizados
para acompanhamento clinico da asma possuem limitagdes importantes, uma vez que
ndo permitem o detalhamento de mecanismos e de alteragdes celulares associadas a
doenca. Ja, o uso de biomarcadores especificos pode permitir uma fenotipagem mais
precisa da doenga, indicando a patologia em um individuo e também pode auxiliar na
escolha da terapéutica (WADSWORTH et al., 2011).

A seguir temos uma descri¢do sumarizada de ensaios laboratoriais utilizados

para diagnostico e acompanhamento de individuos com doenga pulmonar inflamatoria.

1.2.6.1. Biopsia tecidual

O exame considerado “padrao-ouro” para o diagndstico de inflamacao pulmonar

¢ a andlise histoldgica de tecido pulmonar. Subtipos de células inflamatorias podem ser
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identificas em camadas do tecido utilizando corantes especificos. Infelizmente, o
processo de coleta da biopsia bronquica por bronquioscopia ¢ um processo invasivo e
necessita de um patologista experiente para a correta analise. Apesar de ser comum a
diminui¢do da fun¢do pulmonar em pacientes que apresentam elevado niimero de
células inflamatorias na bidpsia bronquica, estudos clinicos demonstraram auséncia de
correlagdo entre o nlimero de células inflamatdrias contadas na bidpsia de via aérea e a

funcdo pulmonar em asmaticos (SONT et al., 1996).

1.2.6.2 Escarro induzido

A inducao de escarro se faz um método alternativo para avaliar diretamente a
inflamagdo das vias aéreas. O paciente inala uma solugdo salina hipertonica nebulizada
para desencadear producdo de escarro nas vias aéreas. Em alguns pacientes recomenda-
se administrar 200 a 400 pg de salbutamol spray antes do inicio da inducdo. O uso de
salbutamol ¢ util na preven¢do de broncoconstriccdo naqueles pacientes com
hiperresponsividade bronquica a solucao salina hipertonica (DREWS et al., 2006). O
escarro, entdo, ¢ expelido carreando as células inflamatérias presentes no lumen da via
aérea. A suposic¢ao principal ¢ de que o infiltrado inflamatério no limen das vias aéreas
reflete a inflamacao tecidual. Laminas contendo as amostras de expectoragcdo sao entao
coradas usando técnicas semelhantes as biopsias do tecido para examinar o tipo
especifico de infiltrado celular na expectoragao.

Essa técnica vem sendo usada na pesquisa clinica para identificacdo de
subpopulacdes de asmadticos que apresentam neutrofilia superior a eosinofilia, esses
pacientes sdo comumente menos responsivos ao tratamento por esteroides (GREEN et
al., 2002). O sucesso do exame depende do treinamento da equipe e de adequada

validagdo do método. A qualidade do escarro deve ser sempre avaliada com cuidado,
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pois a contaminag¢do por saliva - rica em células escamosas - ¢ um problema comum. As
células escamosas sdo células grandes que, em concentragdes elevadas, dificultam a
visualizacdo de outras células (eosinofilos, neutrofilos, macréfagos, linfocitos, etc.)

(PIZZICHINI, 1996).

1.2.6.3 Marcadores sanguineos

Na pratica clinica a contagem dos eosin6filos sanguineos € pouco utilizada como
marcador de inflamacao respiratéria. O numero de eosindfilos observado no soro
apresenta fraca correlacdo com a eosinofilia obtida na bidpsia bronquica (NIIMI et al.,
1998), tendo baixa especificidade para a doenca. A avaliagdo de células inflamatorias
como marcador sanguineo pode auxiliar a terapéutica. Caso a concentracdo de
eosindfilos encontrada no sangue tenha aumentado, em seguida, a dose de esterdides
inalados deve ser aumentada, mas apenas apoOs garantia de que o paciente aderiu ao
tratamento. Em pacientes assintomaticos que apresentam auséncia de eosinofilos, pode-
se reduzir o tratamento com antiinflamatérios. No caso de porcentagem elevada de
neutréfilos, o uso de esterdides pode ndo ser a opgdo de tratamento mais adequada e
estratégias alternativas de manejo devem ser consideradas (ZACHARASIEWICZ,

2007).

1.2.6.4. Metabdlitos urinarios

Urina ¢ possivelmente o fluido corpério menos invasivo para a avaliagdo de
biomarcadores, portanto, ¢ altamente adequada para o estudo e avaliagdo da asma em
criancas jovens. Concentragdes do metabodlito histaminico, N-metil-histamina,

apresentam-se elevadas na urina de pacientes asmaticos, apds crise alérgica e
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exacerbagdes, também se encontram reduzidos em criangas asmaticas na vigéncia de
tratamento com medicamento antialérgico (STEPHAN et al., 1990; TAKEI et al.,
1997).

Embora a sua efetividade clinica seja contestavel, a dosagem de metabolitos
urindrios apresenta elevada sensibilidade e especificidade. Além disso, permite a analise
de multiplos marcadores e a padronizacdo na coleta e processamento da amostra

(WADSWORTH et al., 2011).

1.2.6.5. Fragado exalada de oxido nitrico (Feyo)

Oxido nitrico (NO) é um mediador biolégico e molécula citotoxica envolvido
em varios processos patologicos e fisiologicos. NO ¢ produzido nas vias aéreas pela
conversdao enzimatica de L-arginina em L-citrulina, a qual ¢ catalisada por enzimas
conhecidas como NO sintases (NOS) (NATHAN & XIE, 1994). Nos pulmdes o NO
atua como vasodilatador; broncodilatador; neurotransmissor nao-colinérgico € nao-
adrenérgico (BELVISI ef al., 1993), além de ser um importante mediador de resposta
inflamatéria (BARNES & BELVISI, 1993; GUSTAFSSON, 1998). Quatro isoformas
de NOS foram identificadas: NOS1, NOS2, NOS3 (NATHAN & XIE, 1994) e NOS4 -
envolvida em patologias renais (FREEDMAN et al, 2000) e nefropatia diabética
(MOLLSTEN et al., 2006).

NOSI e NOS3 sao dependentes de calcio-calmodulina e suas ativagdes parecem
ser responsaveis pelos efeitos fisioldgicos do NO, inclusive tonus vasodilatador
(essencial para a regulacdo da pressdo sanguinea); neurotransmissdo; regulacdo do
funcionamento da musculatura lisa no trato respiratdrio, gastrointestinal e
genitourinario; contratibilidade cardiaca e agregacdo plaquetaria. As enzimas NOSI e

NOS3 sdo expressas em células endoteliais, epiteliais, macréfagos, neutrofilos,
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eosinodfilos (BARNES & BELVISI, 1993) e musculatura lisa vascular (PALMER et al.,
1987). Agonistas como bradicinina, acetilcolina e histamina resultam na liberacdo de
NO em baixa concentragdo (pmol) durante poucos segundos.

Do contrario, NOS2 ¢ calcio-calmodulina independente e, uma vez induzida, a
producdo de NO aumenta para concentragdes elevadas (nmol) e pode continuar durante
dias. NOS2 ¢ predominantemente expressa em linfocitos T, macrofagos e células
epiteliais (DWEIK, 2005) e pode ser induzida por algumas citocinas: fator de necrose
tumoral alfa, interferon gama e IL-1b, assim como as endotoxinas. NOS2 ¢ a isoforma
predominante no epitélio respiratorio (KOBZIK et al., 1993) e a principal determinante
dos niveis de NO exalado (LANE et al., 2004). A ativacdo de NOS2 esta relacionada a
patogénese de diversas doengas, inclusive a asma. NOS2 foi encontrada no epitélio
respiratorio e em células inflamatdrias de pacientes asmaticos, sendo raramente presente
em pacientes ndo asmaticos (HAMID et al., 1993). Adicionalmente, em asmaticos,
existe correlacdo nos niveis de Fenxo e expressdo de NOS2 no epitélio respiratorio,
sugerindo que o aumento na atividade de NOS2 seja responsavel pelo aumento de Feno
(LANE et al., 2004). O aumento na atividade de NOS2 nas vias aéreas de asmaticos
ocorre como resposta as citocinas inflamatdrias liberadas por uma variedade de
mecanismos (HAMID et al., 1993 ; GUO et al., 2000).

Em 2011, a American Thoracic Society (ATS) recomendou a medi¢do de Feno
para auxilio no dagnoéstico de inflamagdo eosinofilica das vias aéreas e determinar a
probabilidade de resposta ao tratamento com corticosterdides (DWEIK ez al., 2011). As
diretrizes sugerem a utilizagdo de pontos de corte ao invés de valores de referéncia na
interpretagdo dos niveis de Feno, além do uso de diferentes limiares para criangas
menores de 12 anos. A diretriz preconiza que o nivel de Feno <25 partes por bilhdao

(ppb) (20 ppb em criancas <12 anos) indica uma baixa probabilidade de inflamacgdo
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eosinofilica e, conseqiiente, resposta ao tratamento com corticosterdides, enquanto que
o Feno >50 ppb (35 em criangas <12 anos) indica o contrario.

Atopia, ou seja, a predisposi¢do genética de desenvolver doencas genéticas
como eczema, rinite alérgica e asma, ¢ um possivel fator de confusdo ao medir Feno na
asma. Atopia ¢ comumente aceita como a principal desencadeadora de asma,
principalmente em criangas, mas a sua associagdo com a doenga pode estar
superestimada. Na revisdo de Pearce et al. (1999) que avaliou a relagdo entre atopia e
asma, pode-se observar que a propor¢ao de casos de asma atribuidos a atopia na
populacao em geral ¢ menor de 50% e muitos individuos atopicos ndo desenvolvem
asma. Varios estudos demonstram que Fexo esta elevado em individuos atdpicos,
independente de serem asmadticos, sugerindo que Feno atua como biomarcador para
atopia (HERVAS et al., 2008; CHAN et al., 2009; BANOVCIN et al., 2009; SCOTT et
al., 2010). Contudo, outros estudos observaram que atopia, definida pelo teste cutaneo
positivo, ou pela presenca de varias doencas alérgicas, ndo estd relacionada aos niveis
de Feno, propondo que o Feno seja um marcador especifico para doenga asmatica
(ROUHOS et al., 2008; CORDEIRO et al., 2011). Com opinides tdo polarizadas sobre a
varidvel atopia ser um fator de confusdo, ¢ provavelmente sibio considerar a
coexisténcia de atopia quando se estd avaliando o estado de um paciente asmatico em

relagdo ao seu valor de Fexo (WADSWORTH et al., 2011).

1.3 Asma e poluiciao atmosférica

1.3.1 Epidemiologia
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Acredita-se que a poluicdo atmosférica possa ser um dos fatores responsaveis
pelo aumento na prevaléncia de asma no mundo (GRUZIEVA et al., 2013; MALLOL et
al., 2012). Por isso, muitos estudos tém sido realizados para investigacdo da relagdo
entre asma e poluicdo do ar (KIM et al., 2013; JEDRYCHOWSKI et al., 2013; BAIZ et
al.,2011). Os grupos em que € possivel observar os efeitos da polui¢do na exacerbagao
da asma sdo criangas, idosos e, independentemente da idade, individuos com doengas
pré-existentes cronicas que afetam principalmente o sistema respiratorio (asma, COPD,
fibrose), ou o sistema circulatorio (arritmia, hipertensdo e doencas isquémicas do
coragdo), bem como aqueles com doencgas cronicas, como diabetes (BROOK et al.,
2010).

O papel de um poluente especifico na morbidade respiratdria pode ser dificil de
determinar. A maioria dos estudos publicados sdo transversais e buscam determinar as
relacdes entre poluentes do ar e os resultados de morbidade como hospitalizagdo, visitas
a servicos de emergéncia e deterioracdo da fun¢do pulmonar (KELLY & FUSSEL,
2011; SCHULTZ et al., 2012; JASINSKI et al.,, 2011). Em Atenas, na Grécia,
pesquisadores investigaram os efeitos agudos da exposi¢do ao material particulado
menor que 10 um de didmetro (MP}() na atmosfera e didxido de enxofre (SO,) sobre o
namero de visitas a emergéncia por criangas e adolescentes na faixa etaria 0-14 anos,
entre 2001 e 2004. Um aumento de 10 pg/m’ nos niveis de MP, e SO, foi associado
com um aumento de 2,2% (95% IC: 0,1-5,1) e um aumento de 6,0% (95% IC: 0,9-11,3),
respectivamente, do nimero de visitas hospitalares relacionadas a asma (SAMOLI et
al., 2011). Estudos demonstraram uma associacao direta entre residir proximo a uma
fonte de polui¢ao, como por exemplo, grandes rodovias, € o aumento da incidéncia de
sibilos, de asma, bem como exacerbacao desta doencga (LOYO-BERRTOS et al., 2007;

MORGENSTERN et al., 2007; MORGENSTERN et al., 2008). Como parte de um
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estudo longitudinal de coorte de nascimento, criangas que residiam dentro de 50m de
uma estrada principal apresentaram maior chance de apresentarem sintomas alérgicos
no primeiro ano de vida (MORGENSTERN et al, 2007) e maior chance de
sensibilizacdo a alérgenos e asma em uma idade de 4-6 anos (MORGENSTERN et al.,
2008).

Muitos estudos recentes tém se concentrado em determinar os efeitos nocivos da
poluicdo do ar na fungdo respiratoria em criangas. Em um estudo holand€s, 632 criancas
foram recrutadas e estratificadas de acordo com seus niveis de IgE. Nas criancas com
hiperresponsividade bronquica e niveis elevados de IgE, o aumento dos niveis de
poluentes atmosféricos foi associado com uma diminui¢do no pico de fluxo expiratorio
(BOEZEN et al., 1999). Em outro estudo, a exposi¢do a 6xidos de nitrogénio (NOy)
relacionados com o trafego veicular e particulas grossas durante o primeiro ano de vida
foram associados com aumento da sensibilizacdo a alérgenos, além de aumento do risco
de sibilos e reducao da fun¢do pulmonar em uma idade de 4 anos (NORDLING et al.,
2008). McConnell et al. (2002) seguiram 3.535 criangas de até 5 anos recrutadas do sul
da Califérnia e que ndo apresentavam histdrico de asma. Para as criangas provenientes
de comunidades com niveis elevados de ozonio (Os3), o risco relativo de desenvolver
asma para aqueles que jogam 3 ou mais esportes coletivos foi de 3,3 (IC 95%, 1,9 -5,8),
em compara¢do com aqueles que ndo praticam esportes. Curiosamente, a pratica de
esportes ndo teve efeito em areas de baixa concentracdo de ozdnio. Além disso, a
variavel “tempo no ambiente externo” apenas foi associada com maior incidéncia de
asma em dareas de alta concentracdo de Os. Estes resultados sugerem que a pratica de
exercicios em comunidades com niveis elevados de Os; no ambiente possam estar

associadas com o desenvolvimento de asma em criangas.
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1.3.2 Mecanismo de toxicidade dos poluentes atmosféricos

Os mecanismos envolvidos nos efeitos adversos ocasionados pela exposi¢do a
poluentes atmosféricos ndo estdo ainda completamente esclarecidos. A explicacdo mais
consistente e amplamente aceita ¢ a de que, uma vez em contato com o epitélio
respiratorio, MP e gases (NOy e Os) s@o responsaveis pela formacao de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, induzindo estresse oxidativo nas vias aéreas. Esse desbalanco
oxidativo inicia uma resposta inflamatdria, com ativacdo de células inflamatdrias e
liberagdo de mediadores (citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo) que chegam a
circulagdo sistémica. Além dos efeitos negativos causados pela inflamacao no sistema
respiratorio, efeitos sistémicos podem ser observados (KUNZLI et al., 2010; WHO,
2005), tais como alteracdes cardiovasculares, cognitivo-comportamentais, dentre outras
(ZANCHI et al., 2010; HALMENSCHLAGER et al., 2009; DAMIANI et al., 2012).

A exposi¢cdo ao MP associada a presenca de alérgeno estimula a liberagao de IL-
4 mediada por IgE quando comparada com exposicdo a alérgeno apenas (DIAZ
SANCHEZ, 1997, INOUE et al., 2007, SAMUELSEN et al., 2008). Estudos em
camundongos e células humanas do epitélio respiratério demonstraram que, quando
comparado com particulas de queima de madeira ou de exaustdo de automoveis,
particulas da exaustdo de motor a diesel possuiram maior capacidade de induzir
producdo de citocinas da linhagem Th2, de aumentar a expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade classe II e de incrementar a proliferacdo de células
inflamatorias (SAMUELSEN et al., 2008; PORTER et al., 2007).

E importante ressaltar que no ambiente, além dos poluentes dispersos na
atmosfera, também encontramos microorganismos, os quais muitas vezes sao carreados
pelos proprios poluentes, como o MP. Bactérias e virus sdo reconhecidos como potentes

ativadores do sistema imune inato. Alguns estudos tém investigado o papel dos
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componentes microbianos na inducdo da inflamagdo das vias aéreas mediadas por
macrofagos alveolares (BECKER et al., 2003; SOUKUP & BECKER, 2001; HUANG
et al., 2002). Em um modelo de contaminagdo de particulas de poluicdo contendo
ambas as espécies Gram-positivas e Gram-negativas, Becker et al. (2002) verificaram
que o componente bacteriano das particulas era um potente estimulador da produgdo de
citocinas por macrofagos das vias aéreas humana.

Em um estudo transversal utilizando Feno como marcador inflamatorio, a
proximidade com estradas foi associada ao aumento no Feno em criangas de 9-11 anos,
mas ndo com as alteragcdes dos parametros de fun¢do pulmonar (DALES et al., 2008),
sugerindo que o Feno possa ser um marcador mais sensivel para avaliar respostas nas
vias aéreas de criancas em relagdo a polui¢do. Outro estudo envolvendo criancas
asmaticas e sauddveis observou que os niveis de Feno aumentaram em resposta a
elevadas concentragdes nas residéncias de MP fino, NOy ¢ black carbon durante um
periodo de 11 dias (MURATA et al., 2007).

Estudos avaliando as intera¢des gene-ambiente podem fornecer explicacdo para
a variabilidade em fendtipos de asma associada com exposic¢ao a poluicdo do ar. Apesar
de haver poucos estudos nesse segmento, alguns sugerem que polimorfismos em genes
envolvidos no metabolismo de espécies oxidantes (SALAM et al., 2007a; MELEN et
al., 2008; ROMIEU et al., 2006), inflamagao das vias aéreas (SALAM et al., 2007b), e
imunidade inata (SVENDSEN ef al., 2007) modificam as respostas as exposi¢des dos

poluentes.

1.4 Asma e micronutrientes
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A complexa etiologia da asma envolve aspectos genéticos, alérgicos, ambientais,
infecciosos, emocional e nutricional (MADDOX & SCHWARTZ, 2002). Nas ultimas
duas décadas, diversos estudos demonstraram associagdo entre asma e doenga atdpica
na infincia com o status nutricional infantil e materno na gravidez. Entre os fatores
nutricionais mais estudados, destacam-se a vitamina D e os elementos zinco (Zn) e

selénio (Se) (NURMATOV et al., 2011).

1.4.1 Vitamina D

A deficiéncia de vitamina D é uma das condigdes médicas mais comuns em todo
o mundo, com aproximadamente 1 bilhdo de criancas e adultos em risco (HOLICK,
2011). A deficiéncia de vitamina D estd associada com vdarias condigdes ndo
relacionadas ao tecido esquelético, como cancer, doengas auto-imunes, sindrome
metabolica, doencas cardiovasculares e doengas do aparelho respiratorio (HOLICK,
2007).

Tem sido proposto que a falta de vitamina D possa ser um dos fatores
fundamentais para o aumento da prevaléncia da asma global nas Ultimas décadas
(LITONJUA et al., 2007). Estimativa de baixa ingestdo materna de vitamina D durante
a gravidez tem sido associada com o desenvolvimento de sibilos (DEVEREUX et al.,
2007; MIYAKE ET AL., 2010), asma (ERKKOLA et al., 2009) ou alergia alimentar
(NWARU et al., 2010) em criangas.

A vitamina D tem propriedade imunomoduladora (BAEKE et al., 2010; TANG
et al., 2009; BOONSTRA ET AL., 2001) capaz de inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias e induzir a sintese de péptidos antimicrobianos (ADAMS & HEWISON;

2008). Durante uma infec¢do bacteriana, macrdéfagos transformam a vitamina D
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circulante em seu metabdlito (1,25-OH vitamina D), que ¢ um indutor direto da
expressdo de genes que codificam para peptideos antimicrobianos (WHITE, 2010). Ha
também evidéncia de que a vitamina D reforca a barreira fisica epitelial através do
aumento na expressao de genes de adesdo e jun¢do celular, auxiliando assim as defesas
naturais (SCHWALFENBERG, 2011). Estudos in vitro, utilizando células humanas ou
de camundongos demonstraram que a vitamina D ¢ capaz de inibir a proliferacdo de
células T e respostas Thl. Tang et al. (2009) observaram inibi¢cdo na resposta a Th17
pela vitamina D, podendo ser importante no estudo de doencas refratdrias ao tratamento
com esterdides (MCKINLEY et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a deficiéncia de vitamina D estd
associada com um aumento da incidéncia de asma e de sintomas alérgicos
(HYPPONEN et al., 2004; LITONJUA, 2009; CAMARGO et al., 2007; FREISHTAT
et al., 2010) Em um estudo envolvendo criancas na Costa Rica (BREHM et al., 2009),
baixos niveis de vitamina D foram associados com hiperresponsividade das vias aéreas
e aumento na contagem de eosinofilos e niveis de IgE plasmatico. Criancas com
elevados niveis de vitamina D tiveram uma menor probabilidade de hospitalizagdo por
exacerbagoes de asma.

Alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D (54%) e insuficiéncia renal (86%)
foi observada em um estudo recente com criangas saudaveis e asmaticas. Os niveis mais
baixos de vitamina D foram observados em criangas asmaticas em comparacao aos
saudaveis (FREISHTAT et al., 2010). Em uma coorte realizada na Nova Zelandia,
baixo nivel sérico de vitamina D no sangue do corddo umbilical foi associado com
aumento no risco de sibilos na infancia (CAMARGO et al., 2008). Assim, ¢ possivel
que a deficiéncia ou auséncia de vitamina D em uma fase inicial do desenvolvimento

predisponha ao desenvolvimento de sintomas asmaticos (CAMARGO et al., 2008).

28



Em uma grande coorte realizada nos EUA, Brehmet et al. (2010) mediram os
niveis séricos de vitamina D em 1024 criangas de 5-12 anos com leve a moderada asma
desde a infancia. Deficiéncia de vitamina D (<75 nmol/l) foi associada a um aumento do
risco de agravamento da asma grave ao longo de 4 anos. Searing ef al. (2010) dosaram
os niveis séricos de vitamina D em 100 criangas e adolescentes asmaticos com idade
entre 0-18 anos, 17% eram deficientes e 47% tinham insuficiéncia de vitamina D.
Baixos niveis séricos foram associados com o aumento no uso de esterdides e
diminui¢do na fun¢do pulmonar.

Embora tenham muitas evidéncias sugerindo um papel para a vitamina D no
controle da asma, outros estudos vao de encontro aos principais achados, sugerindo que
a vitamina D possa exacerbar os sintomas de asma, ao invés de melhorar o fendtipo
asmatico (WJST, 2006; HYPPONEN et al., 2004; GALE et al., 2007). Embora os
resultados sejam conflitantes, Nurmatov et al. (2011) em estudo de meta-analise,
concluiu que hd uma associa¢do entre a ingestdo materna de vitamina D e sibilos na

infancia (OR, 0.56, 95% CI, 0.42-0.73).

1.4.2 Minerais

Vem sendo proposto que os niveis de alguns minerais no organismo, absorvidos
pela ingestdo de alimentos, possuem papel fundamental no desenvolvimento de doencas
respiratorias. E consenso que o estresse oxidativo contribui significativamente para a
patogénese da asma e, como um potente antioxidante nutricional, elementos traco
podem servir para reduzir as concentragdes de radicais livres e, conseqlientemente, a
asma. A fim de seqiiestrar as espécies reativas formadas, o organismo possui sistemas

que geralmente envolvem a presenga de vitaminas e enzimas antioxidantes que
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necessitam, obrigatoriamente de elementos trago no papel de cofatores, como Se,
manganés (Mn), cobre (Cu), Zn e cobalto (Co). Estudos demonstram que a reduciao no
consumo diario de antioxidantes ¢ positivamente correlacionada com o aumento no
risco de desenvolver asma (SEATON et al., 1994; PATELAROU et al., 2011). Zn ¢ Se
sdo os principais elementos antioxidantes em mamiferos e um grande numero de

publicagdes vem relacionando esses elementos com inflamagao e asma.

1.4.2.1 Zinco

O Zn possui efeitos significativos no sistema imune (fungdes fagocitarias,
imunidade celular, imunidade humoral e funcao para as células NK). Dano no epitélio
celular e infecgdes no trato respiratorio inferior ocorrem na deficiéncia de Zn pelo
aumento no estresse oxidativo nos pulmdes e nas vias aéreas (ZALEWSKI, 2006).

Estudo utilizando grupo de animais submetidos a modelo de inflamagao alérgica
das vias respiratorias e a deplecdo nutricional de Zn, demonstrou que 0s mesmos
apresentaram eosinofilia nas vias aéreas e a apoptose do epitélio respiratorio 1,6 ¢ 3,2
vezes maior em relacdo aos animais submetidos ao modelo de inflamagao alérgico mas
com niveis normais de Zn na dieta (TRUONG-TRAN et al., 2002). Estudos de caso
controle na Escocia (SOUTAR et al.,, 1997) e Espanha (DE LUIS et al, 2003)
demonstraram que o risco combinado de atopia, hiperresponsividade bronquica e
sintomas alérgicos foram de 4 a 5 vezes maiores em individuos com baixa ingestao de
Zn quando comparados com individuos de elevada dieta com Zn.

Estudos demonstram que ambos, asma (GEORAS et al., 2005) e deficiéncia de
Zn (PRASAD, 2000), favorecem o perfil de citocinas inflamatéria do tipo Th2. Logo,
individuos asmaticos com deficiéncia de Zn sistémica podem ter um aumento acentuado

de citocinas pro-inflamatorias Th2. Gomez et al. (2006) estudaram a interagdo entre NO
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e Zn nos pulmdes. Os autores observaram o aumento da expressdo e atividade da
enzima NOS2 nos pulmdes de animais privados de Zn na dieta, esse achado foi
acompanhado de aumento nos niveis de nitrito, nitrato ¢ NO no soro e nos pulmoes.

Porém, ao terem Zn incluido na dieta, a expressao de NOS2 foi normalizada.

1.4.2.2. Selénio

O Se ¢ um importante antioxidante, principalmente pela sua incorporagdo na
enzima glutationa peroxidase, responsavel pela protegao das células contra o estresse
oxidativo (NORTON & HOFFMANN, 2012). Varios estudos (KOCYIGIT et al., 2004;
QUIEQ et al., 2003; GARCIA-LARSEN et al., 2007) fornecem evidéncias de que Se
esta relacionado com asma, associando status inferior de Se em pacientes asmaticos em
comparacdo aos sauddveis. Em estudo desenvolvido por GUO et al. (2011),
envolvendo 25 pacientes asmaticos adultos e 25 individuos saudaveis, foi observado no
grupo asmatico menores concentracoes séricas de Se e indicadores mais elevados de
estresse oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbiturico). Carneiro et al., (2011),
investigaram asma em relagdo a concentragdo de Zn e Se nas unhas de 165
adolescentes. Adolescentes incluidos no quartil mais alto de Se e Zn apresentaram
reducdo de 5 vezes na razao de prevaléncia de asma, enquanto os adolescentes na faixa
de menor concentracdo de Se apresentaram um aumento de quase 2,5 vezes na razao de
prevaléncia de asma.

Embora ensaios clinicos randomizados (HASSELMARK et al., 1993) e estudos
transversais (SHAHEEN et al., 2001; RUBIN et al., 2004) tenham demonstrado papel
protetor do Se na asma, outros estudos ndo demonstraram essa relacdo (PICADO et al.,

2001; BURNEY et al., 2008). Pesquisadores neo-zelandenses acompanharam neonatos
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durante 1997-2001, ndo sendo observada forte associa¢do entre os niveis de Se nas
criangas ¢ o aumento na incidéncia de asma (THOMSON et al., 2012).

O conhecimento de que certas condi¢des inflamatorias podem levar a
diminui¢do nos niveis de Se pode ser um fator de confusdo na causalidade relacionando
asma e niveis de Se. Por isso, atualmente ndo é possivel gerar conclusdes definitivas
através dos estudos epidemiologicos entre Se e asma, necessitando de mais estudos para

esclarecer essa relacio (NORTON & HOFFMANN, 2012).

32



2. Justificativa

A partir do aumento na prevaléncia de asma no mundo, diversos estudos
buscaram relacionar fatores ambientais e genéticos com o desenvolvimento da doenga
(SCHULTZ et al., 2012; KIM et al., 2013). A associagdo entre asma e micronutrientes ¢
recente e, apesar de alguns estudos observarem essa associacdo (NURMATOV et al.,
2011), ndo ¢ possivel serem feitas conclusdes definitivas. Desse modo, mais estudos
devem ser conduzidos a fim de elucidar o grau de associagdo entre asma e
micronutrientes.

Apesar da asma ser uma doenga com fenétipos varidveis, influenciados
diretamente pelo grau de inflamagdo, poucos estudos levam em consideracdo o perfil da
doenca nos sujeitos de pesquisa durante a avaliagdo de associagdo entre asma e
elementos essenciais. Desse modo, de nosso conhecimento, esse foi o primeiro estudo a
avaliar a inflamacdo respiratoria de adolescentes com os niveis de elementos

acumulados em matriz bioldgica.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Comparar a concentracdo de elementos acumulados nas unhas de adolescentes

em relagdo ao grau de inflamagao nas vias aéreas.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar dados sociodemograficos e verificar a prevaléncia e severidade
da asma através do questionario de sintomas respiratorios ISAAC em
uma amostra de adolescentes do municipio de Capivari do Sul/RS;

e Medir instrumentalmente os niveis de Feno em uma amostra de
adolescentes do municipio de Capivari do Sul/RS;

e Coletar e analisar a concentracdao de elementos acumulados nas unhas de

uma amostra de adolescentes do municipio de Capivari do Sul/RS.
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SUMMARY

Background: Asthma is a multifactorial disease and its severity varies with the
inflammatory status of the patient. It has been hypothesized that deficiency of
trace elements has an important role in the etiology of asthma. The aim of the
study was to evaluate the concentration of trace elements in nails of
adolescents with different degrees of airway inflammation. Methods: We
assessed the prevalence of active and severe asthma in adolescents (n = 106)
through the ISAAC questionnaire. Subjects were allocated into two different
groups according to the value of fraction exhaled nitric oxide (Feno) measured.
Also, nail specimens were collected in order to determine the concentration of
accumulated trace elements (Cu, Zn, Mn, Se) by ICP-MS. Results: Exhaled NO
was increased in male subjects. We found association between active asthma
and elevated exhaled NO. There was no significant difference in Cu (4.40 vs.
452), Zn (84.66 vs. 79.48), Mn (0.59 vs. 0.76) and Se (0.18 vs. 0.19)
concentrations (ug/g) among distinct Feno groups as well as was not observed
correlation between exhaled NO levels and any element. Conclusion:

Deficiency of trace elements in nails were not associated with increased Feno.

Keywords: trace elements; exhaled nitric oxide; asthma; airway inflammation.
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INTRODUCTION

Airway chronic inflammation is a hallmark of asthma whose severity
ranges proportionately to inflammatory status which is triggered by oxidative
stress.”? It has been hypothesized that essential elements may play an
important role in asthma genesis since they take part into oxidative stress
reactions as cofactors of antioxidant enzymes.*®

The measurement of inflammatory biomarkers is useful in clinical
practice since it helps to phenotype asthmatic patients and consequently
manages the therapeutic practice. According to the American Thoracic Society
(ATS) guideline®, fraction exhaled nitric oxide (Feno) is a simple, noninvasive
and promising biomarker for the diagnosis of eosinophilic airway inflammation,
disease follow-up and as a guide to steroid therapy in adults and children with
asthma. For example, positive correlation was found between Feyo levels and
the percentage of eosinophilia, predicted of forced vital capacity and total serum
IgE levels in asthmatic patients.”® Although there are evidence on the
association between asthma and Feyo® and asthma and trace minerals level,'®
'2 the relationship between Feno and the level of trace elements has not been
investigated in patients with active airway inflammation. In addition, the use of
biological matrices with noninvasive and easy collection such nails for the trace
elements determination is an advantage when considering children.'® The aim
of the present study was to investigate whether the levels of Feno are
associated with concentrations of copper (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn) and

selenium (Se) in nails of a young population.
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MATERIALS AND METHODS

Study Subjects

Capivari do Sul is a city of Rio Grande do Sul state, Brazil. The total
population is about 3,890 inhabitants' distributed over an area of 412 km?.
Students from two public schools were invited to participate in this study.
Inclusion criteria were age between 11-17 years and delivery of informed
consent by both parents and adolescents. Exclusion criteria were composed by
diseases such as heart disease, neuropathy, immunodeficiency or chronic lung
disease; use of any anti-inflammatory drugs in the last two weeks and active
smoking. The study was approved by the Ethics Committee of the Universidade

Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Methods

In November 2011, adolescents who agreed to participate were invited to
answer the core questionnaire for wheezing and asthma International Study of
Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) validated and translated into

Portuguese.’® Based on previous studies,'®"

adolescents who experienced
wheezing in the last 12 months were presumed to have current asthma. Those
who had experienced presence of strong wheezing restricting speech at the
same period were presumed to have severe asthma. Further, questions about

socioedemographic characteristics and smoking habits (active and passive)

were also applied.
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Feno measurement

Immediately after applying the questionnaire, Feno was measured using
a NIOX MINO® device (Aerocrine, Solna, Sweden). Feno measures were
performed according to ATS/European Respiratory Society recommendations
by a trained group.’® The measurements were performed at an expiratory flow
rate of 50 mL/sec. Duration of exhalation was at least 6 sec to ensure a stable
NO level and one recorded Feno measurement was obtained for each subject.™
The NO measure was done between 9 and 12 AM.

Adolescents were allocated into two different groups according to the
value of Feno measured. The cut-point was set at 25 ppb. Feno beneath this

cut-point implies absence or noneosinophilic airway inflammation according to

ATS guideline.’

Trace Elements - Reagents and Instrumentation

All reagents were of analytical reagent grade except HNOs3, which was
previously purified in a quartz sub-boiling still (Kirner). Tetramethylammonium
hydroxide (TMAH) and L-cysteine were purchased from Sigma (Sigma, St.
Louis, MO, USA), and multi-element stock solutions of each element were
obtained from Perkin-Elmer (Norwalk, CT, USA). Laminar flow hood capable of
producing class 100 were used for preparing solutions. High purity deionized
water (resistivity 18.2 MQ cm) obtained from a Milli-Q water purification system

(Millipore, Bedford, MA, USA) was used throughout. Plastic bottles and
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glassware were cleaned by soaking in 10% (v/v) HNO3; for 24 h, rinsed five
times with Milli-Q water and dried in a class 100 laminar flow hood before use.
All measurements were made with an inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICPMS; Elan DRC Il PerkinElmer, Norwalk, CT, USA) with high-
purity argon (99.999%, White Martins, Brazil). A Meinhard concentric nebulizer
(Spectron/Glass Expansion, Ventura, CA, USA) connected to a cyclonic spray
chamber was used. A radiofrequency with 1,100 W power was selected in pulse
mode with autolens one. Sample data were acquired by using 20
sweeps/reading, 1 reading/replicate, and a dwell time of 50 ms. The argon

nebulizer gas flow rate was optimized daily from 0.5 to 0.9 Lmin™".

Trace Elements - Nail analyses

Students were requested previously to not cut their nails to obtain
sufficient matrix. Right hand nails were clipped with a stainless steel cutting
instrument and preserved in metal-free plastic tubes at room temperature.

Prior to analysis, samples were submitted to a washing procedure as

described by Hunter et al.?°

Afterwards, nails were weighed (10-20 mg) and
incubated into 15 mL conical tubes with 1 mL of 25% (w/v) TMAH at room
temperature overnight. Following this, the volume was made up to 10 mL with a
solution containing 1% v/v HNOs3. Trace element levels Trace element levels

(Cu, Zn, Mn, Se) were determined by ICP-MS according to the validated

method proposed by Batista et al.?’

Trace Elements - Quality Control of the Results
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Quality control of trace elements determination in nails was ensured by
analyzing a hair reference material provided by the Institut National de Santé
Publique du Québec, Canada (INSP-external quality assessment scheme -
EQAS ICP0O3H-09). Obtained values were always in good agreement with the

target values.

Statistical Analyses

Age and elements concentration were analyzed as continuous variables;
gender, sociodemographic characteristics, smoking habit and presence of
asthma as categorical variables. Student t test was performed to evaluate
statistical differences between inflammatory groups considering normally
distributed data. On the other hand, when data presented non-normal
distribution, Mann-Whitney U-test was utilized. Spearman coefficients were
calculated to investigate correlations between Feyo and mineral concentrations.

Moreover, Chi-Square test was employed to analyze the association
between asthma, gender, smoking habit and sociodemographic characteristics
with inflammatory degree. A minimum sample size of 103 adolescents was
estimated with 95% confidence level. Results were defined as statistically
significant for a value of P< 0.050. Analyses were performed using SPSS® 17

Statistics software (IBM; Armonk, NY, USA).
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RESULTS

In total, 106 subjects were enrolled the study. The mean age was 14.52 +
1.18 and 42.1% were male. ISAAC questionnaire analysis demonstrated that
20.6% and 3.7% of the adolescents had current and severe asthma,
respectively. Low family income of up to two minimum wages was reported by
55.2%. Also 44.1% of the mothers had primary school, 32.4% had high school
and 23.5% college. None of the students reported active smoking, although
38.1% were exposed to passive smoking.

Regarding the cut-point to set active inflammation of the airways,
participants were dichotomized into two groups. Among adolescents, 20.6%
(n=22) presented Feno above the cut-point of 25 ppb. No significant association
was observed for age, socioeconomical status, maternal education level,
passive smoke and NO levels (table 1). Positive association was observed
between male gender and Feno (p=0.024). Association was also found between
the Feno and current asthma (p=0.043), although the same was not observed
for severe asthma (p=0.831; table 1).

There was no significant difference in Cu (4.40 vs. 4.52), Zn (84.66 vs.
79.48), Mn (0.59 vs. 0.76) and Se (0.18 vs. 0.19) concentrations (ug/g) among
distinct Feno groups (table 2) as well as it was not observed correlation between

Feno levels and trace element concentrations (figure 1).

58



DISCUSSION

In our cross-sectional study, differences in the concentrations of trace
elements based on the assessment of the inflammatory status of the airways
were not observed. This corroborates the study of Bakkeheim et al.? that did
not find differences in serum Se concentrations between asthmatic and healthy
patients. Additionally, they considered a sub-analysis among asthmatic patients
from the status of airway inflammation, the results remained unchanged even
with a cut-point of Feno lower than recommended by ATS and lower than we
used. Besides, some cross-sectional studies found no association between the
balance of trace elements and asthma incidence. In the prospective analysis of
van Oeffelen et al.,?® no associations between serum Se and Zn concentrations
and childhood asthma were demonstrated. Similarly, New Zealand
researchers® followed neonates during 1997-2001 and found no significant
association between plasma Se levels in children and increased incidence of
asthma evaluated by the ISAAC questionnaire.

Although we found no association between increased Feno levels and
trace elements concentration, other studies have shown relationship between
asthma and trace elements imbalance. In the recent study of Razi et al.,? hair
Zn and Se levels were lower in children with recurrent wheeze than health
children and negatively correlated with wheezing episodes in the last 6 months.
Carneiro et al."? investigated asthma in relation to the concentration of Zn and
Se in nails of 165 adolescents. Adolescents included in the highest quartile of

Se and Zn decreased by 5 times the asthma prevalence ratio, while
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adolescents in the range of low Se concentration increased by almost 2.5 times
the asthma prevalence ratio.

The variability observed between studies may be explained by some
differences in the population in study and/or methodology of determination of
the chemical elements. Moreover the sample number has to be considered. In
addition, although the association between airway inflammation and asthma is
well established, these variables should not be used as synonymous. We
believe that for the aim proposed, the determination of exhaled NO provides
more reliable and less subjective information than questionnaires.

When analyzing the probability of correlation between Feyo levels and
elements concentration, interdependent behavior was not observed (figure 1).
Apparently, airway inflammation does not seem to accompany accumulated
elements levels in nails, although few studies have been performed.

We evaluated the prevalence of current and severe asthma through the
ISAAC questionnaire. Current asthma was associated with increased Feno
(table 1). Therefore, 25 ppb cut-point was appropriated to identify asthmatics in
this population.

Recent studies suggest that NO levels may be influenced by independent

factors other than eosinophilic inflammation, e.g., age,”® gender,?

smoking
habit?® and air pollution.? In our study, only gender exhibited association with
NO levels (table 1). Feno levels in males was higher than in females (PR 2.4;
95% Cl: 1.2-5.2, P=0.024), corroborating the findings of several studies.?’%2
This difference among genders was not able to be explained by genetic studies

33,34

involving NO synthase gene polymorphisms. Therefore, hormonal

differences might be involved. For instance, it has been postulated that
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testosterone is capable to augment NO synthesis®**

whereas estrogen inhibits
its formation®®. In addition, it has been hypothesized that anatomic differences
such as those in airway surface area considering gender may contribute to
variations in NO levels.*

In our study, the results of measuring elements in nail clippings were
satisfactory. Element levels in nails were approximated to values measured in
nails of Brazilian adolescents'. Nail clipping is a noninvasive matrix that has
been used in epidemiological studies due to capacity to reflect longer exposure
time windows."**%*? Also, the analysis of nail specimens becomes
advantageous in comparison to blood by simplicity related to sampling and
storage.*

Although interesting, analysis of cause and effect was not possible to be
performed between variables. Distinct from longitudinal studies, cross-sectional
design is more appropriate for screening hypotheses.

In our knowledge, this is the first study to investigate the association
between airways inflammatory status (Feno) and trace elements in nails of
adolescents. Levels of Cu, Zn, Mn and Se in nails were neither associated with
increased Feno nor with asthma whereas Feno levels were significantly
associated with asthma. More studies should be developed using blood or

serum to better evaluate the role of trace elements in active asthma.
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TABLES

Table 1. Sociodemographic characteristics and asthma prevalence of subjects

allocated into different groups of inflammatory status.

Feno <25ppb

Feno >25ppb

Variables P-value
(n=84) (n=22)
Mean age * SD (years)® 1454 + 1.18 14.45 +1.22 0.760
Gender (%)° 0.024
Male 36.5 63.6
Female 63.5 36.4
Maternal education level (%)° 0.162
Primary School (or less) 46.3 35.0
Secondary education 34.1 25.0
College 19.5 40.0
Socioeconomic status (%)° 0.279
Up to 2 minimum wages 58.6 41.2
More than 2 minimum wages 414 58.8
Passive smoke (%)" 27.3 41.0 0.240
Current asthma (%)° 16.5 36.4 0.043
Severe asthma (%)° 3.5 4.5 0.831

@ Student t-test.
® Chi-square test.

P-value significance <0.05.
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Table 2. Trace elements concentration (ug/g) in nails of different groups of

inflammatory status.

Feno <25ppb Feno >25ppb
Elements P-value
(n=84) (n=22)
Cu 4.52 (1.96-9.31) 4.40 (1.04-6.12) 0.529
Zn 79.48 (38.82-113.07) 84.66 (56.97-122.35) 0.603
Mn 0.76 (0.09-1.43) 0.59 (0.169-1.31) 0.603
Se 0.19 (0.11-0.31) 0.18 (0.12-0.28) 0.744

Median comparison not statistically significant between different groups.
Mann-Whitney U test, P-value significance <0.05.

Data are expressed as median (percentile 25 — percentile 75).
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Correlation between Feno and trace elements: (A) Cu, (B) Zn, (C) Mn

and (D) Se. p = Spearman correlation. P-value significance <0.05.
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6. Conclusao

A inflamagdo cronica ¢ caracteristica de muitas doengas respiratérias,
principalmente asma. O processo inflamatorio gerado ¢ responsavel pela formagdo de
radicais livres, os quais sdo causadores do desequilibrio oxidativo encontrado em
pacientes asmaticos.

A deficiéncia de elementos essenciais parece ter um papel importante no
surgimento e manuten¢do da inflamagdo. Ao analisarmos a concentragdo dos elementos
Cu, Zn, Se, Mn nas unhas de adolescentes, ndo observamos diferenga na concentragao
desses elementos entre os adolescentes com perfil inflamatdrio elevado em relagao aos
demais. Desse modo, sugerimos que mais estudos devam ser conduzidos a fim de
esclarecer a relacdo entre a disponibilidade de elementos essenciais no organismo ¢ a

condi¢do inflamatéria das vias aéreas na populagdo.
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7. Anexos

7.1 Normas da revista Pediatric Pulmonology.

Preparation of Manuscripts.

Standard, double-spaced manuscript format is requested.

Title page. The title should be brief(no more than 100 characters in length including
spaces) and useful for indexing. All authors' names with highest academic degree,
affiliation of each, but no position or rank, should be listed. For cooperative studies, the
institution where research was primarily done should be indicated. In a separate
paragraph, specify grants, other financial support received, and the granting institutions.
If support from manufacturers of products used is listed, assurances about the absence
of bias by the sponsor and principal author must be given. Identify meeting, if any, at
which the paper was presented. The name, complete mailing address,Telephone
number, Fax number, and E- mail address of the person to whom correspondence and

requests for reprints are to be sent must be included.

Abbreviated title. For usage as a running head, provide the essence of the title

(maximum 50 characters) on the bottom of the Title page.

Summary. In accordance with the structure of the article, with or without separate
headings, outline the objectives, working hypothesis, study design, patient-subject
selection, methodology, results (including numerical findings) and conclusions. The

Summary should not exceed one double-spaced page. If abbreviations are used several
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times, spell out the words followed by the abbreviations in parentheses. Other than

English, language summaries are not required.

Keywords. Supply a minimum of 3 to 5 keywords, exclusive of words in the title of the
manuscript. A guide to medical subject heading terms used by PubMed is available at

http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html

Abbreviations. Define abbreviations when they first occur in the manuscript and from
there on use only the abbreviation. Whenever standardized abbreviations are available

use those. Use standard symbols with subscripts and superscripts in their proper place.

Drug names. Use generic names. If identification of a brand name is required, insert it in
parentheses together with the manufacturer's name and address after the first mention of

the generic name.

Text. Start text on a new page and number all pages (including Tables and Legends)
consecutively. Divide article into: Introduction, Materials and Methods, Results, and
Discussion, starting each part on a new page. All methodology and description of
experimental subjects should be under Materials and Methods; results should not be

included in the Introduction.

Acknowledgments. Technical assistance, advice, referral of patients, etc. may be briefly

acknowledged at the end of the text.

References.
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References should be prepared according to CBE style. Refer to the CBE Style Manual,
6th edition (Cambridge University Press). Start the listing on a new page, double-spaced
throughout. Number the references in the sequence in which they first appear in the text,
listing each only once even though it may be cited repeatedly. Journals' names should be
shown by their abbreviated title in Index Medicus .

Manuscripts in preparation or submitted for publication are not acceptable references. If
a manuscript "in press" is used as a reference, a copy of it must be provided at the time

of submission of the manuscript.

Sample references:

Standard journal article

Landau IL, Morgan W, McCoy KS, Taussig LM. Gender related differences in airway
tone in children. Pediatr Pulmonol 1993;16:31-35. (Include names of all authors, and
first and last page numbers with all digits.)

Book with authors

Voet D, Voet JG. 1990. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons. 1223 p.

Book with editors

Coutinho A, Kazatch Kine MD, editors. Autoimmunity physiology and disease. New
York. Wiley-Liss; 1994. 459 p.

Chapter in a Book

Hausdorf G. Late effects of anthracycline therapy in childhood: evaluation and current
therapy. In: Bricker JT, Green DM, D'Angio GlJ, editors. Cardiac toxicology after
treatment for childhood cancer. New York: Wiley-Liss; 1993. p 73-86.

For a book reference include the page numbers that have direct bearing on the work

described.
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Tables. Number tables with Arabic numbers consecutively and in order of appearance.
Type each table double-spaced on a separate page, captions typed above the tabular
material. Symbols for units should be used only in column headings. Do not use internal
horizontal or vertical lines; place horizontal lines between table caption and column
heading, under column headings, and at the bottom of the table (above the footnotes if
any). Use footnote letters (a, b, c, etc.) in consistent order in each table. All tables
should be referred to in the text. Do not submit tables as photographs and do not

separate legends from tables.

[lustrations. Illustration files must be in TIFF or EPS (with preview) formats . Number
illustrations with Arabic numbers and refer to each figure in the text. The preferred form
is 5 X 7 inches (12.5 X 17.5 cm). Print reproduction requires files for full color images
to be in a CMYK color space. See author charges below.

Journal quality reproduction will require grey scale and color files at resolutions
yielding approximately 300 ppi. Bitmapped line art should be submitted at resolutions
yielding 600-1200 ppi. These resolutions refer to the output size of the file; if you
anticipate that your images will be enlarged or reduced, resolutions should be adjusted
accordingly.

Lettering on illustrations should be of a size and weight appropriate to the content and
the clarity of printing must allow for legibility after reduction to final size. Labeling and
arrows on illustrations must be done professionally. Spelling, abbreviations, and
symbols should precisely correspond to those used in the text. Indicate the stain and

magnification of each photomicrograph. Photographs of recognizable subjects must be
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accompanied by signed consent of the subject of publication. Illustrations previously
published must be accompanied by the author's and publisher's permission.

Figure Legends for the illustrations should be brief, and included on a separate page
under the heading: "Figure Legends." When borrowed material is used, the source of the
illustration should be shown in parentheses after its legend, either by a reference number

or in full if not listed under References.

Informed consent statements, if applicable, should be included in the Methods section.
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7.2 Carta de aprovacio do CEP.

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Monitoramento de poluentes atmosféricos de ambiente rural: potencial drea

de risco
! Pesquisador Responsavel Claudia Ramos Rhoden Parecer 1408/11
[Data da Versao 14/03/2011 | [Cadastro 751/11 | [Data do Parecer 21/07/2011 |
[ Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das areas temiticas especiais I
Objetivos do Projeto

Avaliar a qualidade do ar e identificar as fontes poluidoras na cidade de Capivari do Sul,
correlacionando com a resposta inflamatéria pulmonar de individuos residentes.

Sumdrio do Projeto

Os fatores relacionados a inesperada prevaléncia de asma em jovens no municipio de
Capivari do Sul sao desconhecidos. Sera realizada a medicdo de poluentes e o monitoramento
da poluigdo ambiental através de bioensaios na localidade, bem como sera medida a
concentragdo de oxido nitrico exalada pelos jovens da area rural do municipio.

Comentarios sobre os itens de Identificagao
Qs alunos de Escolas do municipio de Capivari do Sul, previamente
identificados em estudo anterior, serdo novamente convidados a participar
do estudo. Foi apresentada autorizacdo da diregdo das escolas para acesso
as suas dependéncias e contato com os mesm

=

Comentarios sobre a Introdugdo

Pégina 1.2
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Comentarios sobre as .Relerénciaa Bibliograficas

Recomendagao

Comentérios Gerais sobre o Projeto
O projeto esta adequado nos seus aspectos metodolégicos e éticos.

Pagina 2-2
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