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RESUMO

A sibilancia € um sintoma respiratorio comum na pratica pediatrica e sua recorréncia
durante a infancia relaciona-se com o acometimento inflamatério das vias aéreas.
Com objetivo de alcancar a quantificacdo da inflamac&o eosinofilica em criancas
pequenas, a fracdo exalada de o&xido nitrico (FENO) vem sendo utilizada
mundialmente por se tratar de um método facil e ndo invasivo. No entanto, ainda sdo
escassas as informacdes sobre a acuracia diagnodstica desta medida na idade pré-
escolar. Esta dissertacdo esta estruturada sob a forma de trés artigos originais. O
primeiro trata-se de uma revisdo sistematica realizada com objetivo de avaliar a
acuracia da FENO no diagndstico de asma infantil pelo padrao-ouro da espirometria.
Os resultados mostram que o melhor ponto de corte para diagndstico de asma em
criancas de 5-18 anos é de =19 partes por bilhdo (ppb), enquanto que para o
diagndstico de asma atopica nessa mesma faixa etaria € de 222 ppb. Outros estudos
sd0 necessarios, com amostras baseadas em calculo amostral, para padronizar os
pontos de corte ideais em diferentes subgrupos etarios. O segundo artigo desta
dissertacdo foi realizado com objetivo de avaliar a acuracia diagnéstica da FENO
guanto aos tipos de sibilancia. Para isso, 423 pais de pré-escolares (3-5 anos)
provenientes de creches e escolas publicas responderam a um questionario de
doencas respiratorias, e posteriormente, seus filhos foram avaliados quanto a
medida da FENO. Observou-se que o valor médio da FENO diferiu entre os grupos
de sibilantes e o ponto de corte de 6 ppb foi 0 que melhor apresentou acuracia para
discriminar sibilantes de néo sibilantes (RV+= 4,1; IC 95%= 3,07-5,72) enquanto que
0 ponto de corte de 10 ppb foi o melhor para discriminar sibilantes recorrentes de
nao recorrentes (RV+= 3; IC 95%= 1,96- 4,68). Para os dois pontos houve aumento
da probabilidade poés-teste estimada pelas razbes de verossimilhanca. As
informacdes advindas do questionario resultaram no terceiro artigo original, que teve
como objetivo identificar os possiveis fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento da sibilancia. Entre as varidveis investigadas aquelas que
compuseram o modelo de regresséao logistica foram: valor de FENO = 10 ppb (OR=
11,6; IC 95%= 5,1-26,6; p<0,0001), uso de oxigénio ao nascimento (OR= 2,8; IC
95%= 1,3-6,2; p=0,008), internacao hospitalar por doenca pulmonar até os dois anos
(OR= 7,1; IC 95%= 4,0-12,5; p<0,0001), dermatite atépica (OR= 2,1; IC 95%= 1,2-
3,9; p=0,010) e rinite alérgica (OR= 2,1; IC 95%= 1,3-3,5; p=0,002). A probabilidade
estimada para desenvolver sibilancia com todos os fatores presentes foi de 99,5%,
enquanto que foram observados 15,7% de chance na auséncia dos fatores
mencionados. Dessa forma, o valor de FENO pode ser uma alternativa util para o
diagndstico e rastreamento de criangas com risco para sibilancia.

Palavras-chave: Sensibilidade e Especificidade. Sons Respiratorios. Oxido Nitrico.
Crianca.



ABSTRACT

Wheezing is a common respiratory symptom in pediatric practice and its recurrence
during childhood is related to the inflammatory airway impairment. In order to achieve
the quantification of eosinophilic inflammation in young children, the fraction of
exhaled nitric oxide (FeNO) has been used worldwide for it is an easy and non-
invasive method. However, there is still little information on the diagnostic accuracy of
this measure in the pre-school age. This dissertation is structured in the form of three
original articles. The first is a systematic review to evaluate the accuracy of FeNO in
the diagnosis of childhood asthma by the gold standard spirometry. The results show
that the best cutoff value for the diagnosis of asthma in children 5-18 years is 219
parts per billion (ppb), while for the diagnosis of atopic asthma that is the same age
222 ppb. Further studies are needed, with samples based on sample size calculation
to standardize the ideal cutoff points for different age subgroups. The second article
of this work was carried out to evaluate the diagnostic accuracy of FeNO in the types
of wheezing. For this, 423 parents of preschoolers (3-5 years) from day care centers
and public schools answered a questionnaire of respiratory diseases, and later, their
children were evaluated for measurement of FeNO. It was observed that the average
of FeNO differ between the wheezing groups and the cutoff point of 6 ppb was the
best prove accurate to discriminate wheezing and non-wheezing (LR+= 4.1; 95% ClI
= 3.07- 5.72) while the cut-off point of 10 ppb was the best to discriminate recurrent
wheezing non-recurrent wheezing (LR+= 3; 95% CI = 1.96 4.68). For the two points
there was an increase of the estimated post-test probability for likelihood ratios. The
information of the questionnaire resulted in the third original article, which aimed to
identify possible risk factors related to the development of wheezing. Among the
variables investigated those who composed the logistic regression model were: value
of FeNO =10 ppb (OR = 11.6, 95% CIl = 5.1 to 26.6; p <0.0001), use of oxygen to the
birth (OR = 2.8; 95% CI = 1.3 to 6.2; p = 0.008), hospitalization for pulmonary
disease up to two years (OR = 7.1; 95% CI = 4.0 to 12 , 5, p <0.0001), atopic
dermatitis (OR = 2.1; 95% CI = 1.2 to 3.9; p = 0.010) and allergic rhinitis (OR = 2.1;
95% Cl =1, 3-3.5; p = 0.002). The estimated probability to develop wheezing with all
factors present was 99.5%, while 15.7% were observed in the absence of chance
factors mentioned. Thus, the FeNO value can be a useful alternative for the
diagnosis and screening of children at risk for wheezing.

Keywords: Sensitivity and Specificity. Respiratory Sounds. Nitric Oxide. Child.
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APRESENTACAO

Esta dissertacao foi realizada em escolas publicas da cidade do Recife,
em parceria com o Laboratério de Fisioterapia Cardiopulmonar do
Departamento de Fisioterapia da UFPE. Ela foi baseada em pesquisas
anteriores que utilizaram o dispositivo portétil de avaliacdo da fracdo exalada
do oxido nitrico (FENO) — NIOX MINO e teve como objetivo principal avaliar a
acuracia desta medida no diagnostico de sibilancia recorrente em criangas pré-
escolares, ao estabelecer pontos de corte para diferenciacao entre sibilantes e
nao sibilantes. Os dados obtidos resultaram em trés artigos originais intitulados
“ACURACIA DA FRAGAO EXALADA DO OXIDO NITRICO NO DIAGNOSTICO
DE ASMA INFANTIL: UMA METANALISE” que sera submetida a Journal of
Pediatrics, conceito Al para a area 21 da CAPES, “OXIDO NITRICO
EXALADO COMO FERRAMENTA DIAGNOSTICA PARA SIBILANCIA EM
CRIANCAS PRE-ESCOLARES” e “FATORES DE RISCO ENVOLVIDOS NO
AUMENTO DA PROBABILIDADE PARA SIBILANCIA EM PRE-ESCOLARES”
que serdo submetidos a revista Chest, conceito Al para a area 21 da CAPES e
a revista Pediatrics, conceito Al para a area 21 da CAPES, respectivamente. A
elaboracdo desta dissertacdo atendeu as normas vigentes do Programa de
Pés-graduacdo Strictu Sensu em Fisioterapia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).
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1. INTRODUCAO

A sibilancia é um sintoma respiratorio manifestado por um som de assobio
continuo que ocorre durante a respiracao e sugere estreitamento ou obstrucéo
em alguma parte das vias aéreas respiratérias. Possui impacto significante
entre as criancas, principalmente no primeiro ano de vida, evidenciado pela
consideravel procura por atendimento médico de urgéncia nesse periodo
(NETO et al., 2007; DELA BIANCA et al., 2010; MALLOL et al., 2010). Estudos
epidemiologicos brasileiros revelaram risco de 52%, na cidade de Sdo Paulo, e
43%, no Recife, para o desenvolvimento do quadro de sibilancia nos primeiros
anos de vida (DELA BIANCA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2011).

Varias podem ser as causas de sibilancia em lactentes e pré-escolares, as
mais frequentes sao bronquiolite e asma. No entanto, um estudo de coorte
prospectivo realizado com 1246 recém-nascidos em Tucson no Arizona
(MARTINEZ et al., 1995), destacou uma proporgao significativa de sibilantes
nao asmaticos relacionados ao historico de fumo passivo, infec¢des virais de
vias aéreas superiores, tamanho das vias aéreas, anormalidades anatdomicas
congénitas, aspiracado de corpo estranho, outras doencgas pulmonares (como
fibrose cistica), e até doencas gastrointestinais, tornando evidente que o
quadro de sibilancia nos primeiros anos de vida assume uma natureza
heterogénea, diferentemente das criangcas maiores onde a asma passa a ser a
principal causa (BEVER et al., 2010; BHATT et al., 2011; FITZGERALD et al.,
2012; DUCHARME et al., 2014). Investigar pacientes com histérico de
sibilancia relaciona-se, portanto, a importancia do diagndéstico precoce uma vez
gque estes apresentam risco para o desenvolvimento de asma persistente na
adolescéncia, sobretudo quando atépicos (GARCIA-MARCOS et al., 2010;
NETO & ROSARIO, 2010).

Na prética clinica, a identificagdo da sibilancia na maior parte dos casos &
subjetiva, pois normalmente resulta dos relatos advindos dos pais durante
anamnese. No entanto, a mensuracdo do real acometimento respiratorio €
importante porque contribui com a interpretacdo da futura expressao da asma.
Isto é, quadros de sibilancia recorrente (acima de 3 episddios de sibilancia nos
altimos seis meses) estao relacionados a um maior comprometimento quando

comparados aos quadros de sibilancia ndo recorrente (até 3 episodios de
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sibilancia nos ultimos seis meses) e aos de nao sibilancia (DELA BIANCA et
al., 2010; FRIEDMAN 2010; KONSTANTINOU et al., 2013).

A medida da fracdo exalada de 6xido nitrico (FENO) vem sendo descrita
como um meétodo ndo invasivo e apropriado para deteccdo de inflamacéo
relacionada a asma nas vias aéreas principalmente em criancas pequenas
(LOPES et al.,, 2005; MANNA et al., 2012). Através de um processo de
quimiluminescéncia, o 6xido nitrico (NO) reage com moléculas de 0zb6nio
produzindo oxigénio e diéxido de nitrogénio (NO). Este, ao regressar ao nivel
basal de energia, libera uma quantidade de luz correspondente a concentracao
de NO na amostra sendo assim possivel detectar medi¢cfes tdo baixas quanto
1 parte por bilhdo (ppb) (ABBA 2009; PENA ZARZA et al., 2012). A técnica
ideal para mensuracao, considerando idade e estado de colaboracéo, segue as
diretrizes publicadas pela American Thoracic Society (ATS) e pela European
Respiratory Society (ERS) em 2005.

Estudos prévios realizados com criangas menores de cinco anos
apresentaram uma correlacdo entre os valores de FENO e o histérico de
sibilancia, onde foram vistos niveis mais elevados em criangcas com forte
sibilancia ou provavel asma (MALMBERG et al., 2003; GABRIELE et al., 2006;
MOELLER et al., 2008; PRADO et al., 2011). No entanto, ainda ndo ha estudos
que determinem a acuracia diagnostica desta medida, sobretudo em pré-
escolares. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acuracia da FENO no
diagndstico de sibilancia e identificar de pontos de corte desta medida que
diferenciem criancas pré-escolares sibilantes de néo sibilantes, e sibilantes

recorrentes de ndo recorrentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A sintese tematica e os enfoques acerca desta dissertacdo estdo descritas

a seguir através de uma revisao de literatura.

2.1 Sibilancia

O sibilo, também conhecido como chiado, pode ser definido como som
agudo e continuo emitido durante a expiracdo resultante do estreitamento das
vias aéreas e limitacdo do fluxo expiratorio (TENERO et al., 2013). E um dos
sintomas respiratorios mais comuns durante a infancia, relacionado ou nao as
doencas respiratdrias, que tende a decrescer com o0 avancar da idade. A
sibilancia é um quadro que, frequentemente, vem acompanhado por outros
sintomas além do sibilo como tosse, falta de ar (com ou sem esfor¢co) e aperto
no peito (DELA BIANCA et al., 2010).

As duas razdes mais frequentes de sibilancia em criancas sédo a bronquiolite
e a asma. Causam menos comuns incluem anormalidades anatdmicas
congénitas, aspiragdo de corpo estranho, distdrbios imunitarios, disturbios
gastrointestinais, disturbios cardiacos e outros disturbios pulmonares como a
fibrose cistica, por exemplo. O virus sincicial respiratério € o principal agente
responsavel pelo desenvolvimento da bronquiolite em lactentes. A infec¢do dos
bronquiolos gera edema, broncoespasmo e necrose das vias aéreas,
contribuindo para a obstru¢cdo (DUCHARME et al., 2014).

Independente da causa, a sibilancia exerce impacto na qualidade de vida e
demanda elevada procura por atendimento médico de urgéncia, principalmente
quando os episodios tornam-se recorrentes. Criancgas sibilantes necessitam de
atencao e tratamento adequado com intuito de prevenir evolucédo desfavoravel
e morbidade acentuada (DELA BIANCA et al., 2010).

2.2 Prevaléncia da sibilancia

A sibilancia € uma condicdo comum em emergéncias pediatricas, estudos
estimam que pelo menos uma em cada trés criangcas apresenta episodio de
sibilancia do nascimento a idade pré-escolar (TENERO et al., 2013;
DUCHARME et al., 2014). Estudo pioneiro realizado em Tucson, Estados

Unidos, informou por meio de uma coorte de 1246 recém-nascidos que
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aproximadamente 34% das criancas por ele avaliadas apresentaram pelo
menos um episodio de sibilancia associado a infeccdo de vias aéreas até os
trés anos de vida (MARTINEZ et al., 2002). Uma frequéncia de 28,5% de
sibilancia no primeiro ano de vida, de foi obtida na Holanda em um estudo
transversal de base populacional, realizado através de informacdes de 1.115
questionarios respondidos pelos pais de criancas com 13 meses de idade
(VISSER et al., 2010).

No Brasil, um estudo transversal realizado por Neto et al. (2007) no estado
do Parana, segundo o protocolo do Estudio Internacional de Sibilancia em
Lactantes (EISL) onde pais e/ou responsaveis de 1.364 criancas de 12 a 15
meses de idade responderam ao questionario escrito padronizado (QE-EISL),
evidenciou a prevaléncia de sibilancia no primeiro ano de vida, de 45,4%. Em
Pernambuco, o mesmo desenho e protocolo de estudo foi utilizado por
Medeiros et al. (2011), e foi observado, através de informacdes de 1.071
questionarios, uma prevaléncia semelhante de 43% de sibilancia no primeiro
ano de vida. Na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, uma coorte de nove
anos avaliou 897 criancas na idade de dez a doze anos, e constatou
prevaléncia de 43,9% de sibilancia até os quatro anos de idade (MUINO et al.,
2008).

Os casos mais graves de sibilancia, caracterizados por maior frequéncia de
episodios, apresentou menor prevaléncia em todos os estudos citados. Esta
informacéo reflete o perfil da sintomatologia que tende a persistir apenas em
pequena parcela da populagdo acometida, pois em muitos casos o0
desenvolvimento e a maturacdo do sistema respiratorio sdo suficientes para
cessacao dos episodios (LIMA et al., 2010; SONNAPA et al., 2010).

2.3 Fenotipos de sibilancia

A caracterizagcdo da sibilancia em pré-escolares pode ser considerada mais
dificil quando comparada com as criancas em idade escolar, uma vez que
estas apresentam condi¢des clinicas marcantes e de facil diagndstico como a
obstrucéo brénquica reversivel e a hiperreatividade bronquica identificadas pela
espirometria. Portanto, estudos de coorte vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de identificar os diferentes fenétipos da sibilancia em criangas pré-

escolares. Apesar da diversidade de nomenclaturas encontradas na literatura,
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todas sdo fundamentadas de acordo com a frequéncia e a evolucdo dos
episddios, assim como o periodo de surgimento deles (SOLE, 2008; TENERO
et al., 2013).

Uma das primeiras classificacdes propostas por Martinez et al. (2002),
considerou a associacdo entre a idade de surgimento da sibilancia e suas
caracteristicas aos seis anos, determinantes para 0 surgimento de trés
principais fendtipos: sibilantes transitorios, persistentes de inicio precoce, e
persistentes de inicio tardio. Desde entdo, diversos estudos replicaram esses
fendtipos, alguns com ligeiras variagcdes no tempo de aparecimento do chiado,
mas todos baseados na trajetdria longitudinal de sibilos.

Recentemente uma coorte realizada na Austrdlia com 620 criancas
acompanhadas entre 4 semanas e 7 anos de idade, definiu cinco fenétipos com
base no padréao da sibilancia: nunca sibilantes, sibilantes transitorios precoces,
sibilantes persistentes precoces, sibilantes de inicio intermediério, e sibilantes
de inicio tardio. Para tais classificacbes 0s autores consideraram como
surgimento precoce quando ocorreu nos primeiros 6 meses de vida, surgimento
intermediario quando ocorreu por volta dos 18 meses de vida e surgimento
tardio apos os 4 anos de idade. Os ditos transitérios foram as criancas que
apresentaram cessacao dos sintomas aos 3 anos de idade, enquanto os
persistentes aquelas que mantiveram o quadro de sibilancia apos essa idade
(LODGE et al., 2014).

Outra coorte de trés anos desenvolvida na Espanha, com 3.739 criancas,
registrou sibilancia em 45,6% de sua amostra. Esse total foi classificado em
quatro diferentes classes fenotipicas: (I) nunca sibilante - classe
correspondente as criancas que nunca apresentaram episodio de sibilancia, (11)
sibilante transitério — classe correspondente as criancas que apresentaram
queda na incidéncia da sibilancia, (lll) sibilante persistente — classe
correspondente as criangcas com elevada incidéncia de episédios, (1V) sibilante
tardio — classe com baixa incidéncia correspondente as criangas que
apresentaram o primeiro episodio a partir dos 19 meses (CANO-GARCINUNO
et al., 2014).

Em 2008, a Academia Europeia e Academia Americana de Asma, Alergia e
Imunologia publicaram consenso sobre sibilancia em lactentes (PRACTALL),

onde quadro padrdes distintos de sibilancia foram classificados de acordo com
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as manifestacdes atopicas: (I) sibilancia transitéria — sibilos até os trés
primeiros anos de vida, (II) sibilancia ndo atépica — desencadeada por virus
que tende a desaparecer com a idade, (lll) asma persistente — sibilancia
associada a manifestacfes atdpicas comprovadas, e (V) sibilancia intermitente
grave — episodios pouco frequentes associados a presenca de caracteristicas
atopicas (BACHARIER et al., 2008).

Uma revisdo sistemética sobre sibilancia em criancas pré-escolares
contribuiu com a sintese dos termos utilizados para classificacdo da sibilancia
em geral, onde foram consideradas tanto as manifestacfes atOpicas quanto o
surgimento e a evolugdo dos episodios. Dessa forma, os fenotipos descritos
foram: (a) nunca sibilantes, (b) sibilancia transitéria precoce — inicia antes dos 3
anos e resolve-se na idade escolar, (c) sibilancia tardia — inicia a partir dos 4
anos de idade, (d) sibilancia persistente, (e) sibilancia ndo atépica, (f) sibilancia
atopica / asma (TENERO et al., 2013).

Em resumo, as evidéncias apontam que o lactente e o pré-escolar sibilantes
possuem diversos fendétipos e ainda ndo ha uniformidade sobre estes, pois as
classificagcbes propostas até o momento sdo baseadas em diferentes
referéncias adotadas pelos autores em cada estudo. Apesar destas
divergéncias, a identificagdo dos fenoétipos de sibilancia e o reconhecimento
dos fatores de risco associados a cada um deles é importante, uma vez que
estes podem contribuir na previsdo dos desfechos da doenca em longo prazo
(TENERO et al., 2013; DUCHARME et al., 2014).

2.4 Fatores de risco associados a sibilancia

Os mecanismos que envolvem o desenvolvimento da sibilancia ainda néo
estdo bem esclarecidos na literatura, os estudos mostram que a interagéo entre
fatores biolégicos, hereditarios, demograficos, nutricionais, ambientais,
socioeconémicos e de antecedentes morbidos sdo determinantes para
expressao da sibilancia, e quanto maior o niamero de fatores envolvidos nessa
interacdo, maior a gravidade do quadro na infancia (DELA BIANCA et al., 2010;
CAUDRI et al., 2013; DUCHARME et al., 201).

Quanto ao fator biolégico, estudo em genética tem identificado variantes
comuns associadas com a asma, o lécus 17921 contendo os genes ORMDL3 e

GSDMB, por exemplo, é o fator de risco mais consistentemente replicado para
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asma na infancia. Embora a identificacdo deste fator genético forneca uma
nova visdo sobre a patogénese da asma, sabe-se que a interacdo gene-
ambiente possui papel igualmente importante, sobretudo para o surgimento da
atopia, que se trata da predisposicdo em produzir anticorpos da classe IgE
contra alérgenos ambientais, geralmente proteinas (DUCHARME et al., 2014).

Quanto a hereditariedade, alguns estudos mostram que mulheres com
asma grave ndo controlada durante a gravidez sdo 27% mais susceptiveis em
dar a luz uma crianca com diagnostico de asma antes dos 12 anos de idade, e
essa chance ainda aumenta se apresentarem indice de massa corpéreo
elevado (CAUDRI et al., 2013; DUCHARME et al, 2014).

Sobre o fator de risco demogréfico para desenvolvimento da sibilancia, os
estudos relatam que criancas menores S80 mais susceptiveis que as maiores,
da mesma forma que o sexo masculino em relacdo ao feminino, devido ao
reduzido tamanho das vias aéreas em relacdo aos pulmdes de meninos e
meninas comparados na mesma idade (DELA BIANCA et al., 2010; CAUDRI et
al., 2013). No entanto, ainda ha controvérsias na literatura quanto a esse
achado. No estudo de Medeiros et al. (2011), por exemplo, observou-se que o
género feminino foi o mais acometido quanto ao niumero de episédios de
chiado, hospitalizacdes por bronquite ou pneumonia, diagnostico médico de
asma, tabagismo passivo e uso de corticosteroide oral. Especulacdes foram
feitas para justificar tal achado, como o maior tempo de amamentacao
apresentado pelas meninas e o predominio do sexo na populacao estudada.

A prematuridade é comumente descrita na literatura como fator
diretamente associado ao desenvolvimento de sibilancia intermitente precoce
(CAUDRI et al., 2013). Uma metanélise sobre nascimento pretermo e sibilancia
na infancia concluiu que filhos nascidos prematuros apresentam risco trés
vezes maior de desenvolverem disturbios de sibilancia durante a infancia (OR=
3,00 / 95% CI 2,61-3,44). Isto é justificado pelo fato de que o parto prematuro
frequentemente € acompanhado por outros fatores tais como disturbios
metabdlicos, hipoxia, infecgbes respiratorias, sepse, ventilagdo mecanica,
hiperoxia e baixo peso. Todos somados provocam efeitos adversos sobre a
maturacdo pulmonar, estrutura e desenvolvimento celular, assim como

reatividade das vias aéreas (BEEN et al., 2014).
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Ainda quanto ao aspecto nutritivo, outro fator relevante e bastante
documentado na literatura, principalmente quanto ao aspecto preventivo da
sibilancia, € o aleitamento materno. Bener et al. (2007), concluiram em seu
estudo que a amamentacédo exclusiva impede o desenvolvimento de doencas
alérgicas em criancas, posteriormente, esses achados também foram
confirmados por Guibas et al. (2013), que apontaram o aleitamento materno
como vantajoso na reducdo infecciosa e doencas imunoldgicas.

Fatores ambientais e socioeconémicos estdo comumente interligados.
Estudos apontam o baixo nivel socioeconémico determinante para algumas
exposicdes ambientais. O tabagismo materno durante a gestacdo, por
exemplo, é descrito como um agressivo fator de risco para sibilancia. Ele altera
o desenvolvimento pulmonar fetal, reduz a funcdo pulmonar e relaciona-se
diretamente ao desenvolvimento de taquipneia transitoria do recém-nascido,
baixo peso ao nascimento, prematuridade, sibilancia de repeticdo no primeiro
ano de vida e aumenta significativamente o risco de asma durante a infancia.
No periodo pds-natal os efeitos do fumo decorrem basicamente da irritacdo no
trato aéreo que determina distarbios imunoldgicos, seja na producdo de
citocinas, na funcdo das células mononucleares e na imunidade inata
(FRIGULS et al., 2009; DUIJTS et al., 2012; CAUDRI et al., 2013).

Por fim, antecedentes maérbidos da crianca, como as infeccfes de vias
aéreas superiores no primeiro trimestre de vida também sédo descritas como um
dos principais desencadeantes de sibilancia. O virus sincicial respiratorio é o
responsavel pela maior parte dos casos de infec¢cdes e desenvolvimento de
bronquiolite em lactentes, mas outros, como 0 rinovirus humanos, também
podem indicar um risco equivalente, contudo, este parece estar mais bem
estabelecido como fator de risco para o desenvolvimento subsequente de
asma. Durante a infeccao viral pode haver lesdo do epitélio das vias aéreas
com posterior inflamacdo desencadeando reacdo imunologica e

hiperresponsividade bronquica (BEEN et al., 2014).

2.4.1 Modelo tedrico de analise dos fatores de risco para sibilancia em pré-

escolares:
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Tabagismo na residéncia
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Fraguéncia a crechs

L i

Hospitalizagdes
Cuidados preventivos ds sands
Sintornas ds grips nas 2 ultimas semanas

SIBILOS

Figura 1: Modelo teérico dos fatores de riscos envolvidos no quadro de sibilancia. Circulo:

fatores ndo modificaveis; Q uadrado: fatores modificaveis.

2.5 Diagndstico de sibilancia

O sibilo € um sintoma nem sempre facil de ser reconhecido principalmente
guando a crianca é mais jovem. Estudos mostram que frequentemente os pais
rotulam erroneamente qualquer respiracdo ruidosa (obstrucdo de vias aéreas
superiores, secrecdo) como sibilo. Esses achados refletem o grau de
imprecisédo envolvido no uso do termo sibilo na pratica clinica que podem levar
a uma superestimacdo no diagnostico e implicagbes importantes quanto ao
acompanhamento do tratamento de criancas ditas sibilantes (CANE et al.,
2000; WRIGHT et al., 2002; SAGLANI et al., 2005; BHATT & SMYTH, 2011).
Portanto, detalhar a histéria da crianca focando na identificacdo de todos os

possiveis fatores de risco, assim como na exclusdo de condi¢cdes
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confundidoras, pode fornecer pistas valiosas que permitam a complementacéo
para o diagnoéstico (BACHARIER et al., 2011; BHATT & SMYTH, 2011).

Dada a variedade de agentes causais e do pleomorfismo das
manifestacbes clinicas, 0s exames complementares sao necessarios na
maioria dos casos. Os testes mais utilizados s&o: testes cutaneos para
aeroalérgenos, dosagem de cloretos do suor, pesquisa de imunodeficiéncias,
radiografia e tomografia computadorizada de térax, estudos para pesquisa de
refluxo gastroesofagico, dentre outros. Outros exames como: oscilometria de
impulso, espirometria e broncoscopia, com ou sem biopsia endobronquica e
biopsia pulmonar, também podem ser utilizados. Entretanto, para
reprodutibilidade na pratica clinica, mais estudo sdo necessarios objetivando
estimar os valores de referéncia em pré-escolares saudaveis e sibilantes
(BEVER et al., 2010; BACHARIER et al., 2011).

Uma forca-tarefa da European Respiratory Society (ERS) recomendou a
seguinte abordagem para avaliacdo da sibilancia em pré-escolares (BRAND et
al., 2008):

1. Avaliacdo por anamnese do padrédo e desencadeantes da sibilancia,

antecedentes pessoais e familiares de alergia e tabagismo doméstico.

2. Testes de alergia devem ser realizados em criangcas que necessitam de

acompanhamento em longo prazo.

3. Outros exames devem ser evitados, a menos que a sibilancia persista de

forma grave, resistente a terapéutica ou acompanhada por

caracteristicas clinicas incomuns.

2.6 Testes de funcédo pulmonar em pré-escolares sibilantes

Os testes de fungdo pulmonar desempenham um papel importante no
diagnostico, na resposta aos tratamentos, e no acompanhamento da
severidade das doencas pulmonares crénicas. Em criangas com menos de seis
anos, eles apresentam papel limitado devido os desafios da medi¢ao da funcéo
pulmonar nesses pacientes jovens, e, portanto, devem sempre ser
interpretados dentro do contexto de outros sinais e sintomas clinicos
(ROSENFELD et al., 2013).

2.6.1 Espirometria
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A espirometria € amplamente utilizada para avaliar funcao pulmonar em
criangcas mais velhas e em adultos. Em pré-escolares com sibilancia, ela pode
ser realizada para estabelecer valores de funcdo pulmonar basal assim como
alteracdes pulmonares. No entanto, estudos mostram que curvas expiratorias
completas séo de dificil obtencdo nessa populacdo e que a maioria dos pré-
escolares apresenta valores previstos do volume expiratorio forgcado no
primeiro segundo (VEF;) dentro da normalidade, sem resposta substancial
(VEF: > 12%) a administracdo de um broncodilatador b2-adrenérgico de curta
duracdo, portanto valores de volume expiratorio forcado no primeiro 0,5
segundo (VEFq;s) e 0,75 segundo (VEF, 75) sdo mais frequentemente descritos
(BACHARIER et al., 2011; BORREGO et al., 2012; BURITY et al.,, 2013;
ROSENFELD et al., 2013).

2.6.2 Outros testes de funcao pulmonar

Além da espirometria, outros testes de funcdo pulmonar sdo descritos
para avaliagdo de pré-escolares, como a resisténcia especifica das vias aéreas
(sRaw). Neste exame, a resisténcia das vias aéreas é calculada a partir da
relacdo entre medi¢cdes simultaneas do fluxo de abertura das vias aéreas e da
pressdo medida pela pletismografia de corpo inteiro. A crianga posiciona-se
sentada respirando livremente por uma mascara ou bocal, sem qualquer
manobra especial de respiragdo (ROSENFELD et al.,, 2013). Um estudo
desenvolvido por Lowe et al. (2005) pode constatar, pelo aumento nos valores
de sRaw, que criangas sibilantes aos 3 anos de idade apresentam risco
acentuadamente maior de desenvolverem sibilancia persistente aos 5 anos
(OR=5,2). No entanto, Harrison et al. (2010) em outro estudo, observou que a
funcdo pulmonar em pré-escolares com histérico de sibilancia medida pela
sRaw ndo se mostrou diferente das criancas saudaveis, 0 que sugere
questionamento quanto a verdadeira capacidade discriminatéria deste teste
nos casos de sibilancia.

Da mesma forma que a sRaw, a técnica de resisténcia do interruptor
(Rint) mede a resisténcia das vias aéreas durante a ventilacdo espontanea com
base no pressuposto de que a pressdo na boca e a pressdo nos alvéolos
atinjam um equilibrio instantaneo apds uma breve interrupcéo do fluxo aéreo
expiratorio. Nenhuma manobra forcada é necessaria. A facilidade de uso da

técnica, a portabilidade do equipamento e a possibilidade de correlacédo entre
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Rint e os valores espirométricos tém aumentado o interesse pelo método e seu
uso em criangas, especialmente as menores (BEYDON et al., 2007; ROCHA et
al., 2012).

No entanto, devido a grande variabilidade encontrada nos valores basais
de Rint, este teste ainda ndo discrimina bem as criancas saudaveis daguelas
com sibilancia recorrente. Estudos mostram que 5-40% dos pré-escolares
sibilantes podem apresentar valores basais de Rint anormais quando estaveis
clinicamente. Quanto a precisdo em detectar resposta ao broncodilatador entre
pré-escolares com sibilancia e saudaveis, os estudos concebidos até o
momento relataram especificidade entre 70 e 92%, e sensibilidade entre 24 e
76%, concluindo que a interpretacdo do diagnéstico ndo deve ser baseada
apenas nos valores de Rint (BEYDON et al.,, 2007; ROCHA et al.,, 2012;
ROSENFELD et al., 2013).

Outra possibilidade também utilizada para medida da fun¢éo pulmonar é
a Técnica de Oscilagcbes Forcadas (TOF). Ela fornece uma analise detalhada
da mecéanica e resisténcia do sistema respiratorio, parametros estes néo
disponiveis pela espirometria. Para executar a TOF, a crianca deve respirar
tranquilamente por um bocal onde oscilagbes de pressdo sdo transmitidas as
vias aéreas e a resposta a esse sinal é traduzida em impedancia do sistema
respiratorio, resisténcia do sistema respiratorio, e reatancia do sistema
respiratorio, esta determinada principalmente pela elastancia pulmonar
(BEYDON et al., 2007; HARRISON et al., 2010).

Entre os estudos recentes que utilizaram a TOF em criangas com asma
ou sibilos recorrentes, alguns relataram resisténcia significativamente mais alta
e reatadncia mais baixa do que em individuos saudaveis (OOSTVEEN et al.,
2010; DEBLEY et al., 2011), enquanto outros relataram funcdo pulmonar
semelhante em ambos os grupos (THAMRIN et al., 2007; HARRISON et al.,
2010). Também nao ha consenso entre os resultados encontrados quanto a
avaliacdo da resposta ao broncodilatador, portanto mais estudos ainda s&o
necessarios (ROSENFELD et al., 2013).

Por fim, o Multiple-Breath Inert Gas Washout Technique (técnica MBW)
avalia a distribuicdo de uma mistura de gases no pulmdo e fornece uma
medida indireta de capacidade residual funcional (CFR), além do indice de

depuracéo pulmonar, um marcador sensivel de obstrucdo de vias aéreas. Para
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executar a técnica, o pré-escolar é instruido a apenas respirar um gas inerte
(gas marcador, pode ser hélio, argdnio, ou hexafluoreto de enxofre) atravées de
uma mascara facial ou bocal modificado (BEYDON et al., 2007; ROSENFELD
et al., 2012). Apesar da praticidade da técnica, sua execucao pode exigir
equipamentos caros, tais como espectrometro de massa, 0 que limita a
realizacdo na préatica clinica. Ha, também, reduzido numero de estudos
comparativos que avaliam a utilizagdo de diferentes gases marcadores,
equipamentos e procedimentos, sobretudo com criancas sibilantes (BEYDON
et al., 2007; ROSENFELD et al., 2013).

2.7 Oxido nitrico exalado

Os testes de funcdo pulmonar sdo frequentemente utilizados para avaliacao
e monitoracdo de pacientes com doencas pulmonares, entretanto, a
determinacdo dos marcadores de inflamacdo das vias aéreas € mais dificil, e
pode necessitar de exames invasivos como a broncoscopia. Diante de tal
contexto, os niveis de 6xido nitrico exalado vém sendo sugeridos como uma
alternativa a avaliagdo ndo invasiva de inflamacdo em vias aéreas (MANNA et
al., 2012).

O 6xido nitrico (NO) é um mediador bioldgico do nosso organismo que atua
como mensageiro no processo de vasodilatacdo, em reacdes imunoldgicas e
de neurotransmissdo. Ele é sintetizado pela enzima NO sintetase (NOS) que
catalisa a oxidacdo de L-arginina em NO e L-citrulina. A NOS pode existir na
isoforma constitutiva (NOSc), a qual é ativada pelo aumento de calcio
intracelular, produzindo pequenas quantidades de NO. Estas desempenham
efeitos locais como a regulacdo da vasodilatacdo das células endoteliais
vasculares e neurotransmissdo de neurénios periféricos (ABBA, 2009).

A NOS também pode existir na isoforma indutiva (NOSI), esta € ativada por
estimulos inflamatérios e infecciosos (citocinas pro-inflamatérias  ou
lipopolissacarideo bacteriano), produzindo grandes quantidades de NO,
independentes do célcio. A NOSi é expressa por células endoteliais, células do
musculo liso, macrofagos, eosinofilos, linfocitos T e células epiteliais
brénquicas, sendo estas a origem da maior parte do NO exalado (LOPES et al.,
2005; MANNA et al., 2012).
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O NO foi descrito pela primeira vez como um relaxante do musculo liso
vascular e foi, subsequentemente, encontrado no ar expirado de animais e
humanos. Ele atua como um neurotransmissor que desempenha acao
relaxante sobre o musculo liso das vias aéreas, via nervos ndo-adrenérgicos e
nao-colinérgicos (sistema NANC), determinando broncodilatacdo hiperemia,
edema e exsudacdo em oposicdo aos estimulos  colinérgicos
broncoconstrictores. Restam duvidas, portanto, se o aumento da producéo de
NO nos casos de asma, por exemplo, € primariamente benéfico (protetor) por
sua acao broncodilatadora, ou se ele exacerba o quadro asméatico pela
perpetuacdo e amplificacdo do processo inflamatério (acdo pro-inflamatéria
toxica), devido o aumento do extravasamento de plasma das vénulas pos-
capilares e consequente aumento da resisténcia das vias aéreas pela
exsudacgao (ABBA, 2009; MANNA et al., 2012; FERRANTE et al., 2013; PRICE
et al., 2013).

O NO na fase gasosa € bastante estavel difundindo-se rapidamente para as
células vizinhas. Se for formado em tecidos e 6rgdos em que ocorra difusédo
para um lamen, torna-se possivel detecta-lo em amostras gasosas colhidas
desse 6rgdo, o que ocorre, por exemplo, nas vias aéreas. Os niveis de NO do
trato respiratério superior sdo maiores do que nas vias aéreas inferiores, com a
concentracdo0 maxima nos seios paranasais, provavelmente por causa do
aumento da atividade da NOS no local e da reduzida ventilagédo (LOPES et al.,
2005).

Durante os ultimos anos, a disponibilidade dos analisadores de NO e a
publicacdo de diretrizes oficiais sobre a medicdo da fracdo exalada do 6xido
nitrico (FENO) permitiram que este se tornasse uma ferramenta uatil no
diagnostico de diversas doencas das vias aéreas, sobretudo em pacientes
pediatricos (FERRANTE et al., 2013; PRICE et al., 2013).

2.8 Medida da frac&do exalada de 6xido nitrico

A medida da FENO é feita por um processo de quimiluminescéncia, onde o
NO da amostra do gas reage com moléculas de ozonio produzindo oxigénio e
didéxido de nitrogénio que, ao regressar ao nivel basal de energia, libera um

fétdo com a quantidade de luz correspondente a concentracdo de NO da
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amostra. Este € um processo tado sensivel que permite detectar medi¢cdes muito
baixas como 1 parte por bilhdo (ppb) (PISI, 2010).

De acordo com as recomendacdes de procedimento padrao descritas pela
ATS/ERS (2005), a FENO pode ser medida de forma online ou offline. A
medicdo online refere-se a testes com visualizagdo dos valores de FENO em
tempo real, enquanto que a medicdo offline refere-se a coleta do gas expirado
em reservatorio adequado para posterior andlise da concentracdo de NO. Este
meétodo, entretanto, apresenta desvantagens tais como: contaminacdo com gas
nao proveniente das vias aéreas inferiores, deterioracdo da amostra durante o
transporte e armazenamento e dificuldade na padronizagcéo dos procedimentos
(PISI, 2010).

A técnica de single-breath online (SBOL) € a utilizada, preferencialmente,
para criancas de 2 a 5 anos. Durante o procedimento a crianca deve estar
sentada confortavelmente, sem clip nasal, enquanto orienta-se a inspiracao do
ar livre de NO (por filtragem — NO scrubber), através de uma peca bucal
descartavel, até préxima a capacidade pulmonar total, seguida de exalacdo
constante por 6 a 10 segundos mantendo taxa de fluxo de 50ml/s. A resisténcia
oferecida pela cavidade oral entre 10 a 20 cmH,0O, permite que o palato mole
oclua a nasofaringe evitando contaminagdo da amostra com o ar das vias
superiores (maior concentracdo de NO). O uso de feedback visual facilita o
alcance da taxa de fluxo ideal. Se a crianca nao atinge esse fluxo, a medida
nao é registrada (ATS/ERS, 2005; PISI, 2010).

Um estudo realizado por Koopman et al. (2009) investigou a concordancia
entre as medidas de FENO com tempos de expiracdao de 6 (FENO-6) e de 10
segundos (FENO-10) entre criancas. Foi visto que FENO-6 e FENO-10
apresentam excelente concordancia e que ambos os métodos podem ser
utilizados alternadamente sem prejuizo quanto aos valores encontrados. Esse
achado é importante, pois pré-escolares com capacidades vitais abaixo de 3L
preferem tempos mais curtos para realizagdo da técnica.

Outra informacéo relevante fornecida por Menzies et al. (2007) refere-se a
comparacao das medidas da FENO entre o analisador portatil de NO (NIOX
MINO, Aerocrine, Suécia) e o analisador de laboratério dito padrao-ouro (NIOX,
Aerocrine). Um total de 101 pacientes asmaticos e 50 voluntarios saudaveis

foram avaliados simultaneamente quanto a FENO nos diferentes dispositivos.
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Foi observada uma boa correlacdo entre as medidas obtidas utilizando cada
dispositivo (r = 0,94 e 0,96, respectivamente). Portanto, os valores de FENO
obtidos através de um analisador portétil correlacionam-se bem com o0s
resultados obtidos utilizando um analisador de laboratorio, podendo ser
utilizado para discriminar pacientes asmaticos de ndo asmaticos.

No entanto, os dispositivos portateis apresentam maior custo e ndo podem
ser calibrados manualmente. O processo de calibragdo é automatico e
necessita de condicdes ambientais estaveis, tais como temperatura, pressao e
umidade. Mudanca nessas variaveis implica em recalibracdo do equipamento,
0 que pode ser um fator limitante durante o processo de medi¢cdo da FENO.
Recomenda-se que os processos de calibracdo e afericAo acontecam em
ambiente, preferencialmente, umido e frio (entre 18°C e 22°C) garantindo
funcionamento adequado do equipamento portatil (ATS/ERS, 2005).

Entre as principais vantagens na escolha da medida da FENO em relagéo a
outras técnicas de funcdo pulmonar, principalmente em pré-escolares, estao a
simplicidade, a rapidez, e a reprodutibilidade da técnica. Além disso, o valor de
FENO ndo apresenta alteracdo com a aprendizagem (efeito aprendizagem
encontrado na espirometria), pois 0 processo automatico de afericao elimina as
manobras incorretas e reduz a necessidade de treinamento profissional
(ATS/ERS, 2005; MENZIES et al., 2007; PISI, 2010).

2.8.1 Fatores que alteram a medida da FENO em pré-escolares:

e Idade: Existe correlacdo positiva entre idade e valores de FENO em
criancas, reflexo do aumento da area de superficie das vias aéreas com
a idade;

e Sexo: Os achados em criancas revelam que existe chance maior
(OR=1,26) dos meninos apresentarem valores mais elevados que as
meninas;

e Fator antropométrico: Existe correlacdo positiva entre dados
antropomeétricos e FENO, provavelmente porque criangcas maiores
apresentam maior area de superficie mucosa de vias aéreas que
produzem NO.

e Medicagédo: Broncodilatadores como [(-agonistas, tém mostrado

aumentar os valores de FENO enquanto os broncoconstrictores levam a
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reducdo. Possivelmente a mudanca no calibre das vias aéreas altera o
mecanismo de producao do NO;

e Ritmo circadiano e variacdo sazonal: Ndo ha consenso se 0 ritmo
circadiano e a variagdo sazonal influenciam os valores de FENO,
portanto é prudente que, se possivel, todas as medi¢cdes acontecam no
mesmo periodo do dia;

e Espirometria: Na pratica recomenda-se que a espirometria seja realizada
depois da medicdo da FENO, pois manobras respiratorias forcadas
podem causar diminuicdo significativa dos seus valores, efeito este que
pode durar até 1 hora (ABBA, 2009; MOTOMURA et al., 2009; ZHANG
et al., 2013).

2.9 Utilizacao clinica do 6xido nitrico exalado

Muitos sdo os estudos que direcionam seus objetivos para o valor
diagnostico da FENO, sobretudo em criancas pré-escolares. Inicialmente,
Malmberg et al. (2003), através de um estudo transversal com 158 criancas
entre 3.8-7.5 anos, descreveram que criangas com provavel asma,
caracterizadas por apresentar sibilancia recorrente recente, apresentavam
valor significativamente maior de FENO, com diferenca média de 16,8 ppb (IC
95% 12,0-21,5) em comparacdo aos controles. Estes achados foram
confirmados posteriormente por Brussee et al. (2005), através de uma coorte
com 429 criangas. Foi observado que criancas asmaticas e atépicas aos 4
anos apresentaram média de FENO maior que as saudaveis (10 ppb e 7,9 ppb,
respectivamente). Em 2006, Gabriele et al. em um estudo transversal,
avaliaram 228 bebés entre 4,6 e 25,2 meses de idade, através do método
offine de afericdo, e relataram valores maiores de FENO nos lactentes
sibilantes, especialmente os atépicos (FENO= 18,6; IC 95%: 15,6-22,2) quando
comparados aos saudaveis (FENO= 10,4; IC 95%: 9,1-12,0).

Subsequentemente, Moeller et al. (2008) em um estudo transversal com
391 criangas menores de 4 anos, se propuseram a investigar se a medida da
FENO poderia ser util para distinguir subgrupos de sibilantes e néo sibilantes.
Foi observado que as criancas sibilantes recorrente apresentaram maior
mediana (intervalo interquartil) dos niveis de FENO (11,7 [11,85]) quando

comparadas as criangas ndo sibilantes (6,5 [5,5]; P <0,001). Em concordancia
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com Gabriele et al. e Moeller et al., uma coorte de 4 meses realizada em
criangas entre 2 meses e 2 anos de idade, observou boa concordéancia entre
maiores valores de FENO e indice preditivo de asma positivo, com Kappa de
Cohen =0,71 (PRADO et al., 2011).

Em 2013, um grupo de pesquisadores investigou se havia diferenca entre
os valores de FENO, funcdo pulmonar e atopia entre 372 pré-escolares de 4 a
6 anos, de acordo com o seu fenoétipo de sibilancia. Os resultados mostraram
gue sibilantes persistentes e sibilantes de inicio tardio tiveram concentracao de
FENO significativamente mais elevada do que sibilantes transitérios e sibilantes
de inicio precoce. Em contraste, ndo houve diferenca na fungcédo pulmonar ou
presenca de atopia de acordo com fenétipo de sibilancia, concluiram, portanto,
gue a FENO pode ser um melhor marcador de fendétipos de asma em criangas
pré-escolares do que os resultados dos testes de funcdo pulmonar (OH et al,
2013). Objetivando maior investigacdo quanto o comportamento de criancas
sibilantes no decorrer da infancia, Singer et al. (2013) realizaram uma coorte
com 166 criancas entre 3-47 meses até os 6 anos de idade e puderam concluir
gue a FENO elevada foi associada com o aumento do risco de asma em idade
escolar, com probabilidade de 58%.

Todos os estudos mencionados retratam a capacidade promissora da
FENO como marcador diagndéstico. No entanto, nenhum destes estudos se
concentrou na investigacao da acuracia da FENO e consequente determinacéo
de um ponto de corte ideal que diferencie os fendtipos de sibilancia entre pré-
escolares. Ainda ndo ha um valor estabelecido na literatura que possa ser
utilizado como referéncia para categorizar pré-escolares quanto o tipo de

sibilancia na pratica clinica.
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3. JUSTIFICATIVA

Como documentado em estudos anteriores, a medida da FENO é
reconhecida como uma ferramenta potencial para auxiliar no diagnéstico e
acompanhamento de pacientes com suspeita de asma, ditos sibilantes. Os
niveis elevados de FENO nesses pacientes demonstram uma relacdo direta
entre a doenca e sua gravidade, e, sobretudo, subsequente deterioracdo da
funcdo pulmonar. No entanto, ndo ha estudos que validem a funcéo diagndstica
desta medida apresentando valores de corte para diferenciar pré-escolares
saudaveis e sibilantes, assim como sibilantes recorrentes e ndo recorrentes.

Tais perspectivas expressam a contribuicao cientifica que esse estudo pode
fornecer uma vez que, de forma inédita, permitira gerar valores acerca do
diagnoéstico de sibilancia pela medida da FENO numa populacdo alvo para
distarbios respiratdrios, em um tempo de pesquisa factivel com o protocolo
desenvolvido. No contexto da aplicabilidade clinica, a possibilidade de
abordagem precoce de criancas sibilantes permitira  intervencao
multiprofissional adequada, de acordo com a gravidade dos casos, assim como

adequacao da titulagdo medicamentosa.
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4. HIPOTESES DO ESTUDO

O presente estudo teve como hipoéteses:

Em pré-escolares, a fracdo exalada de 6xido nitrico (FENO) € maior nos
sibilantes recorrentes quando comparados aos sibilantes nao
recorrentes e estes, por sua vez, apresentam FENO maior que os néo
sibilantes.

A medida da FENO é acurada para diferenciar pré-escolares sibilantes
de ndo sibilantes e sibilantes recorrentes de n&do recorrentes.

A interacdo dos fatores de risco é determinante para caracterizacdo do

quadro de sibilancia.
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5. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos:

5.1 Objetivo Geral
Determinar a acurdcia diagnostica da FENO na discriminacdo de pré-

escolares quanto a presenca e recorréncia de sibilancia.

5.2 Objetivos Especificos
O objetivo geral foi subdividido em objetivos especificos e analisado sob a

forma de trés artigos originais:

e Objetivo do artigo 1:

Avaliar através da melhor evidéncia disponivel a acuracia da FENO no
diagnéstico de asma em criancas e adolescentes comparado a espirometria
(APENDICE 1).

e Objetivo do artigo 2:

Determinar o ponto de corte, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, curva ROC e Razdo de Verossimilhanca da FENO ao
diagnéstico de sibilancia em pré-escolares comparado ao questionario de
doencas respiratorias ATS — DLD —78-C (APENDICE 2).

e Objetivo do artigo 3:
Avaliar a influéncia dos valores elevados de FENO em um modelo de
fatores de risco para sibilancia em criangas pré-escolares (APENDICE 3).
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6. METODO

Esta dissertacédo foi dividida em 2 tipos de estudos: () Estudo de revisédo
sistematica e (ll) Estudo de acuracia diagnéstica, com as seguintes

caracteristicas metodologicas:

6.1 METODO DA REVISAO SISTEMATICA

6.1.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos estudos do tipo transversal e coorte que realizassem
andlise de acuracia diagndstica, com criangas entre 5-18 anos, atdpicas ou nao
atopicas, que apresentassem confirmacéo ou exclusdo do diagndéstico de asma

pela espirometria e pela FENO.

6.1.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos artigos com animais; artigos com individuos adultos;
individuos com comorbidades respiratérias associadas (pneumonia,
tuberculose, DPOC); individuos com comorbidades neurolégicas associadas;
individuos com deformidades toracicas; individuos com refluxo gastroesofagico;
individuos fumantes; individuos com tosse crbnica (tosse variante asma);
estudos que avaliassem exacerbacdo da asma e suspeita de asma sem

comprovacao espirométrica (padréo-ouro).

6.1.3 Estratégia de busca

Os estudos foram obtidos a partir de uma busca sistematica nas seguintes
bases de dados: Pubmed, Cinahl, Latin American and Caribbean Health
Sciences Literature (Lilacs), Scopus, Web of Science, e WHO (literatura cinza).
Uma estratégia de busca geral foi utilizada para identificar os estudos a partir
dos seguintes termos e cruzamentos: PUBMED/MEDLINE: (Asthma) AND
(Nitric oxide OR Nitric oxide/use diagnostic) AND (Diagnosis OR Diagnostic OR
Sensitivity and Specificity OR Accuracy OR Techniques and Procedures) AND
(Spirometry); LILACS: (Asthma) AND (Nitric oxide OR Nitric oxide/DU) AND
(Diagnostic OR Sensitivity and Specificity OR Accuracy OR ROC curve) AND
(Spirometry); CINAHL: (Asthma) AND (Nitric oxide OR Exhaled nitric oxide OR)
AND (Diagnostic OR Sensitivity and Specificity OR Accuracy OR Diagnostic
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accuracy OR ROC curve) AND (Spirometry). N&o houve restricdo linguistica
nem restricdo de ano de publicacdo, visando minimizar possivel viés de

publicacéo.

6.1.4 Selecédo dos estudos

A selecéo dos estudos foi feita em duas fases. A primeira fase consistiu da
andlise dos titulos e resumos dos artigos encontrados nas bases de dados.
Dois avaliadores independentes classificaram os estudos como incluidos e nao
incluidos, e no caso de contradicbes quanto as escolhas, era solicitado o
parecer de um terceiro avaliador. A segunda fase da sele¢cdo consistiu da
andlise dos textos completos, da mesma forma que na fase anterior, realizada
por dois avaliadores independentes.

Para avaliacdo da concordancia interavaliador quanto a selecao dos artigos,
foi utilizado o indice de Concordancia de Kappa (0,77), onde foi observada

concordancia substancial entre os avaliadores.

6.1.5 Extracdo dos dados

As variaveis extraidas dos estudos foram: autores e pais de origem;
critérios de inclusdo; idade dos participantes; frequéncia de género; tamanho
da amostra; desenho do estudo; casos de asma; padrdo-ouro; forma de
avaliacao do oxido nitrico exalado. Para andlise dos desfechos foram extraidos
os dados: sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo
negativo; razado de verossimilhanca positiva; razao de verossimilhanca negativa

e area abaixo da curva ROC.

6.1.6 Avaliacdo da qualidade dos artigos

A andlise do risco de viés dos estudos foi realizada através dos itens da
ferramenta Quality Assesment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS)
(WHITING et al., 2003). A ferramenta é dividida em dominios, a primeira parte
de cada dominio refere-se aos vieses e compreende trés secdes: 1) informacgéo
utilizada para dar suporte ao julgamento do risco de viés, 2) sinalizacdo das
perguntas, e 3) o julgamento do risco de viés. O registro das informacdes
utilizadas para chegar ao julgamento do risco de viés visa tornar a classificagéo

transparente e facilitar a discussdo entre os autores da revisdao de forma
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independente. As questdes sao respondidas como "sim", "nao", ou "incerto", e
sdo formuladas de modo que "sim" indica baixo risco de viés, dessa forma, o
risco de viés ao final € julgado como "baixo", "alto", ou "incerto". A segunda
parte dos dominios refere-se a aplicabilidade. A secdo € estruturada de forma
semelhante, mas nado incluem perguntas de sinalizacdo. Os avaliadores
registram informagdes dos estudos e classificam a aplicabilidade como "baixa",
"alta" ou "Incerta” (WHITING et al., 2003).

Os dominios da ferramenta QUADAS incluem: 1) Selecdo dos pacientes do
estudo (composto por 3 perguntas sinalizadoras e aplicabilidade); 2) Teste
index (composto por 2 perguntas sinalizadoras e aplicabilidade); 3) Padréo-
ouro (composto por 2 perguntas sinalizadoras e aplicabilidade); 4) Fluxo e

seguimento do estudo (3 perguntas sinalizadoras).

6.2 METODO DO ESTUDO DE ACURACIA

6.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de acuracia diagndstica, do tipo transversal
prospectivo, guiado pelas recomendacdes do Standard for Reporting of
Diagnostic Accuracy (STARD) (BOSSUYT et al., 2003).

6.2.2 Local e periodo do estudo

O estudo foi desenvolvido em escolas publicas da cidade do Recife, sob
anuéncia da Secretaria Executiva Pedagogica — Prefeitura do Receife (ANEXO
1), no periodo de Marco de 2014 a Dezembro de 2014.

6.2.3 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais do estudo foram elaborados seguindo as
diretrizes da resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude e conduzidos
de acordo com a declaracdo de Helsinki (1964). O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
CEP/CCS/UFPE sob CAAE — 21377513.5.0000.5208 (ANEXO II). Todos os
pais permitiram participagdo voluntaria de seus filhos através da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE 4), estiveram

cientes dos objetivos e procedimentos do estudo, assim como dos riscos e
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beneficios da participacédo de seus filhos e que a qualquer momento durante a
realizacdo do estudo, eles poderiam retirar-se do mesmo, sem nenhum

prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a escola.

6.2.4 Populacédo do estudo
A populagdo do estudo foi formada por criancas entre 3 e 5 anos, sibilantes
ou ndo, matriculadas em escolas publicas da cidade do Recife, Pernambuco,

Brasil.

6.2.5 Amostra e Critérios de elegibilidade

A amostra foi constituida por criancas que frequentaram as escolas publicas
sorteadas durante o periodo de coleta e que preenchessem os critérios de
elegibilidade:

e Critérios de incluséo: idade de trés a cinco anos.

e Critérios de exclusdo: diagndstico de uma doenca respiratoria especifica
(displasia broncopulmonar, fibrose cistica, pneumonia, tuberculose,
infeccdo das vias aéreas nas Ultimas trés semanas, malformacfes do
trato aéreo), uso de antibidtico no momento da pesquisa, doenca
neuroldégica ou genética grave, cardiopatia congénita, déficit de

comunicacao, incapacidade de compreensao dos comandos verbais.

6.2.6 Amostragem e célculo do tamanho amostral

A selecdo das criangas ocorreu por um processo aleatério em dois estagios.
Primeiramente, foi feito levantamento das escolas publicas que possuiam
alunos com a faixa etaria do estudo, e por questdes de operacionalizacao,
foram visitadas as escolas pertencentes a zona norte da cidade do Recife.
Foram incluidas 18 escolas no total.

O calculo amostral foi realizado a partir dos dados dos 50 primeiros
participantes. Inicialmente foram construidas duas curvas ROC com a amostra
do estudo piloto para obtencdo do melhor ponto de corte da FENO para
diagnéstico de sibilancia e de sibilancia recorrente. O melhor indice de Youden
para o diagnostico de sibilancia foi obtido no ponto de corte de 6ppb e para
sibilancia recorrente no ponto de corte de 8ppb.
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Foi utilizada a formula simples de proporcéo para o calculo de sensibilidade
e especificidade de cada ponto de corte (KELSEY, 1996):

N = Z%.P(1-P)

2
<

e

Onde, N= tamanho amostral; Z= constante relativa ao nivel de confianca de
95% (1,96); P= sensibilidade ou especificidade; e= pontos percentuais de erro
(5%).

Para o diagnostico de sibilancia foram encontrados valores de sensibilidade
e especificidade iguais a 50% e 76,9%, respectivamente. Para o diagndstico de
sibilancia recorrente foram encontrados valores de sensibilidade e
especificidade iguais a 36,8% e 75%, respectivamente. A partir do célculo para
cada porcentagem, o maior valor encontrado foi de 384 individuos.
Considerando uma perda amostral de 10%, estimou-se que 423 individuos

seriam suficientes para representar a populagéo.

6.2.7 Procedimentos de coletas de dados

Inicialmente, foi realizada a sensibilizacdo e divulgacdo do projeto para os
funcionarios das escolas, pais ou responsaveis das criancas, através de
comunicacdo oral, explicando os objetivos, justificativa e método do mesmao.
Esse primeiro contato foi importante para que os profissionais envolvidos no
estudo pudessem identificar as possiveis criancas elegiveis e ndo elegiveis ao
projeto e aumentar a aderéncia por parte dos pais candidatos.

Ao concordarem voluntariamente em participar, foi solicitada a assinatura
do TCLE, informando-os que, caso desistam da participacdo de suas criancas
no estudo, o acompanhamento delas na escola seria realizado segundo a
rotina habitual, sem prejuizo de qualquer ordem. Uma vez autorizada a
participacédo da crianca pelo responsavel, foram aplicados a lista de checagem
(APENDICE 5) e em seguida o American Thoracic Society and Division of
Lung Diseases for children questionnaire (questionario de doencas respiratorias
ATS-DLD-78-C), adaptado e previamente validado para uso no Brasil em
criancas menores de 13 anos (ANEXO III). Este foi utilizado para categorizar os
grupos de sibilantes dentro da amostra (padrao-ouro).

De acordo com as respostas obtidas ao questionario a amostra foi dividida
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em 3 subgrupos de sibilancia (DELA BIANCA et al., 2010):

e Nao sibilante: nenhum relato de sibilancia;

e Sibilante ndo recorrente: até 3 episddios de sibilancia nos dltimos seis

meses;

e Sibilante recorrente: acima de 3 episddios de sibilancia nos ultimos seis

meses;

Posteriormente, todos foram avaliados quanto a fracdo exalada de 6xido
nitrico por profissional devidamente treinado (LBS). Todas as avaliacGes foram
feitas respeitando a ordem de entrevistas, primeiramente, e medida da FENO,
posteriormente. Apesar da falta de mascaramento quanto aos resultados do
questionario de doencas respiratorias e da medida da FENO, sabe-se que 0s
valores obtidos pela FENO retratam o grau de inflamacédo das vias aéreas, e
portanto, ndo podem ser manipulados pelo avaliador. Dessa forma, trata-se de
uma afericdo direta, com resultados independentes do operador, o que justifica
a auséncia do mascaramento.

Foram colhidos de forma prospectiva, os dados completos de historia clinica
pregressa, dados sociodemograficos e antropométricos de todos o0s
participantes, considerando as informagdes de peso e estatura as do dia da
aplicacdo do questionario de doencas respiratérias e mensuracdo da FENO.
Todos os testes foram realizados na prépria escola e por profissional
experiente (APENDICE 5).

TR] AGEM } [DENT]I'[CA(;AO DOS VOLUNTARIOS PELOS CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE ]
'
ABORDAGEM E APLICACAO DO QUESTIONARIO DE DOENCAS RESPIRATORIAS
FASE1 ATS -DLD - 78 - C AOS PAIS DOS VOLUNTARIOS
L
[ FASE 2 ]— CATEGORIZACAO DOS VOLUNTARIOS QUANTO O TIPO DE SIBILANCIA ]
[ PRIMEIRO ESTAGIO - IDENTIFICACAO PELO PADRAO-OURO J
~ - N N [
AVALIACAO AVAIIACAO DA FENO IDENTIFICACAO
FASE 3 ANTROPOMETRICA EM TODOS 0§ DA CONDICAO
DE TODOS OS VOLUNTARIOS ALVO PRESENTE
VOLUNTARIOS OU AUSENTE
. J N J \
L SEGUNDO ESTAGIO - COMPARACAO DOS RESULTADOS DO TESTE QUANTO O PADRAO-OURO J

Figura 2: Delineamento metodolégico do estudo.
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6.2.8 Instrumentos de avaliacao

6.2.8.1 Medidas Antropométricas

Foram utilizados balanca digital com precisdo de 100 gramas (Magna, S&o
Paulo, Brasil) e estadidmetro (Cardiomed, S&o Paulo, Brasil) com precisdo de 1
milimetro, para medidas de peso e altura, respectivamente. Estas foram feitas
em triplicata com registro da média das mesmas, no ambiente escolar e no
mesmo dia de avaliacdo da FENO. Esses dados foram coletados juntamente
com dados pessoais, sociodemograficos e clinicos (informacgfes sobre fumo
passivo e atopia), a partir de uma lista de checagem padronizada (APENDICE
5).

6.2.8.2 Determinagéo de sibilancia — Padrao-ouro

Para categorizacdo dos participantes quanto a presenca e a frequéncia de
sibilancia foi aplicado o questionario de doencas respiratérias ATS-DLD-78-C,
adaptado e previamente validado para uso no Brasil em criancas menores de
13 anos, onde duas perguntas foram adicionadas sobre o nimero de episddios
de sibilancia nos ultimos 6 meses e o periodo de surgimento do primeiro
episédio. Este foi administrado a um dos pais, na propria escola, uma sessao
de cada vez, até o preenchimento completo. Apenas dois entrevistadores foram
responsabilizados para tal funcédo onde foram acordadas orientacfes quanto a
impossibilidade de conselhos sobre as respostas dos entrevistados ou
influéncia sobre mudancas nas respostas dos mesmos.

Os entrevistadores foram treinados a seguirem passos sisteméaticos para
obtencéo das respostas ao questionario:

1. Leitura da pergunta, calmamente, exatamente como esta escrita,;

2. Na presenca de duvidas, encorajamento do entrevistado a pensar sobre
0 seu significado;

3. Na persisténcia de duvidas, fornecimento de breve informacdo sem
explicacédo da resposta requerida;

4. Na impossibilidade em responder a questdo, marcacdo do campo
correspondente a resposta desconhecida.

6.2.8.3 Avaliagdo da Fracgéo exalada de 6xido nitrico
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Para a populacao alvo do estudo (pré-escolares entre 3 e 5 anos), o método
de medicdo online da FENO durante a respiragdo espontanea é o
recomendado pela ATS/ERS (2005). As criangas posicionaram-se
confortavelmente sentadas, respirando de forma lenta e regular através de um
bocal conectado a uma valvula de duas vias. A FENO foi mensurada em tempo
real durante a respiracdo espontanea no momento em que a taxa de fluxo
exalatéria, ajustada pela mudanca da resisténcia, alcancou uma média de 50
ml/s (variando entre 40-60). A duracdo da exalacdo necessaria para alcancar
um nivel estavel de NO foi de minimo 6s, de acordo com os critérios de
reprodutibilidade e aceitabilidade descritos pela ATS/ERS (2005).

Esse método necessitou de cooperacdo passiva da crianga, mas 0 uso de
biofeedback visual permitiu que a mesma visualizasse seu padrdo de
respiracao, facilitando o alcance do fluxo ideal. Foi utilizado o dispositivo portatil
da marca NIOX MINO® Aerocrine. Este aparelho apresenta uma boa
combinacdo de portabilidade, recursos técnicos, telas de incentivo para

criancas e registro das medicdes da fracdo expirada de oxido nitrico.

Figura 3: Avaliacdo da FENO pelo equipamento NIOX MINO® Aerocrine. Fonte: acervo

proprio.

6.2.9 Medidas de desfechos
O presente estudo teve como desfechos:

6.2.9.1 Desfecho primério



45

Diagnostico de sibilancia e sibilancia recorrente pela medida da fracéo

exalada de 6xido nitrico em comparacao ao padréao-ouro.

6.2.9.2 Desfecho secundéario

Influéncia dos elevados valores de FENO nos fatores de risco para

sibilancia em pré-escolares.

6.2.10 Operacionalizagdo das variaveis

6.2.10.1 Variavel dependente

Fracdo exalada de oOxido nitrico: Mediador biolégico presente no gas
exalado de humanos, envolvido nos processos de inflamacédo e
imunidade mediada por célula. Varidvel quantitativa continua, expressa

em partes por bilhdo (ppb), avaliada pelo pesquisador.

6.2.10.2 Variaveis independentes sociodemogréficas

Procedéncia: Variavel qualitativa nominal do tipo policotdmica
expressando a regido de onde a crianga veio: Recife e Regido
Metropolitana do Recife, Interior, Outro.

Total de pessoas que moram na casa: variavel quantitativa discreta,
expressa em numeros inteiros.

Idade materna: variavel quantitativa continua, expressa em anos.
Instrucdo materna: variavel qualitativa ordinal categorizada quanto ao
grau de escolaridade da mée: (1) sem instrucdo, (2) primeiro grau
incompleto, (3) primeiro grau completo, (3) segundo grau incompleto, (4)
segundo grau completo e (5) superior.

Estado civil: Variavel qualitativa nominal do tipo policotdmica expressa
em: Casada, Solteira, Separada ou Divorciada, Vilva, Vive junto.

Renda familiar mensal: varidvel numérica continua, categorizada em
quartis. Expressa a renda mensal total da familia considerando o
somatorio da renda formal do chefe de familia, a renda informal do chefe
de familia, a renda de outros moradores da casa e a renda de auxilio do

governo.

6.2.10.3 Variaveis independentes clinicas:
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Presenca de sibilancia: Sintoma respiratério comum em criangas que
pode expressar doencas localizadas nas vias respiratérias. Variavel
qualitativa nominal do tipo dicotdmica, expressa em presente ou
ausente.

Tipo de sibilancia: Corresponde a frequéncia de episddios de sibilancia
nos ultimos seis meses. Variavel qualitativa ordinal, expressa como: (1)
nao sibilante; (2) sibilante ndo recorrente; (3) sibilante recorrente.
Baseado no questionario de doencas respiratorias.

Idade: varidvel quantitativa continua, expressa em meses. Conforme
informacgao dos pais no momento da sele¢ao da crianga ao estudo.

Sexo: variavel qualitativa nominal do tipo dicotbmica, expressa como
feminino e masculino.

Cor: variavel qualitativa nominal do tipo policotdmica, expressa em
branca, amarela, negra, parda, outra, e ndo sabe. Definida através de
opinido do responsavel.

Altura: variavel quantitativa continua, expressa em centimetros, com
duas casas decimais. Mensurado pelo pesquisador no momento da
avaliagdo da crianca.

Peso: variavel quantitativa continua, expressa em quilogramas, com uma
casa decimal. Mensurado pelo pesquisador no momento da avaliacao da
crianga.

Antecedentes pessoais e familiares de atopia: Histérico de doencas
alérgicas. Variavel qualitativa nominal do tipo dicotbmica, expressa em
sim ou nao.

Fumo passivo: Corresponde ao individuo que ndo fuma, mas esta
exposto a fumaca de cigarro daqueles que convivem por perto. Variavel
qualitativa nominal do tipo dicotbmica, expressa em sim ou nao.
Internacdo hospitalar por pneumonia e/ou bronquiolite prévia: Historico
de infeccdo respiratéria ou inflamacdo nos bronquiolos causada por
agentes virais. Variavel qualitativa nominal do tipo dicotbmica, expressa
como sim ou nao referido pelo responséavel.

Uso de corticosteroide inalatério e/ou oral: Anti-inflamatérios

recomendados para a prevengao ou controle dos sintomas da asma.
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Variavel qualitativa nominal do tipo dicotdmica, expressa como sim ou
nao.

e Aleitamento materno: Histérico de alimentacdo atraveés do leite materno
nos primeiros meses de vida. Variavel qualitativa nominal do tipo
dicotdmica, expressa como Sim ou néo.

e Tempo de aleitamento materno: Variavel quantitativa discreta, expressa

€m meses.

6.2.11 Fluxograma de captacdo e acompanhamento dos participantes

Participantes elegiveis (n= 439)

Excluides por nie
frequentarem 2 escola ne
periodo de coletz (n=13)

Questionarios preenchidos pelos
responsaveis (o= 474)

Excluidos:

Autizta(n=18)

Smdrome de Down (n=2)
Déficit d= comunicacdo (h=2)

Elegiveis para mensuragio da
FENO (n=462)

Exclmdos:
Recuszram o testz (n=4)
Incaparzes de rezlizar o teste (n=33)

(uestiongrios preenchidos e
medidas d2 FENO (n=423)

Diagnastice pele questionzrio

l l | |

o . Sibilant=z nip Sibilantes I
Szudaveis (n=243) recorrentss (o= 11%) racorrentss (n= 62) Inconcluzive (n=0)
FENO-+ |[ FENO - | [FENO+ |[ FENO- | [FENO- |[ FENO- FENO conclusivo
@=38) || @=205) | | @=7) || @48 | | @=39 || @=27) ke

Figura 4: Fluxograma de captagdo e acompanhamento dos participantes de acordo com o
STARD.
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6.2.12 Processamento e analise dos dados

Os dados do artigo 1 foram analisados quanto ao risco de viés através
dos itens da ferramenta Quality Assesment of Diagnostic Accuracy Studies
(QUADAS). A metandlise foi realizada (M-H, Modelo Randbémico, 95% IC) para
determinar o odds ratio (OR) da FENO no diagndstico de asma e asma atopica
entre os 7 manuscritos selecionados. Todos os dados foram avaliados
utilizando o software Review Manager (RevMan) versdo 5.3 (Copenhagen,
Nordic Cochrane Center, The Cochrane Collaboration, 2014).

No artigo 2 Foi realizada uma analise descritiva para a caracterizacdo da
amostra, utiizando média + desvio padrdo para as variaveis: idade, peso,
altura, tempo de amamentacédo exclusiva em meses e valor de FENO. As
demais variaveis descritivas foram expressas em frequéncia (%).

Foram construidas tabelas 2x2 para cada ponto de corte de FENO no
diagnéstico de sibilancia e sibilancia recorrente, para analise de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, razdo de
verossimilhanca positiva e razdo de verossimilhnanca negativa. Posteriormente
foi construida uma curva ROC (Receiver Operating Characteristics) para cada
ponto de corte.

Para andlise dos dados do artigo 3 foram calculadas medidas descritivas
tais como: proporcfes, médias, OR e intervalos de confianca. Para explicar o
desenvolvimento da sibilancia foram feitas analises bidimensionais utilizando
Teste de independéncia de Pearson ou Teste de Mann-Whitney para comparar
médias de varidveis ndo normais. Para analise multivariada dos possiveis
fatores explicativos para a sibilancia, foi usado um modelo de regresséo
logistica binaria calculando-se os valores da OR ajustada bem como das
probabilidades estimadas para desenvolver sibilancia. O nivel de significancia
adotado para todas as medidas foi de p<0,05. Os dados coletados foram
tabulados no Microsoft Office Excel® 2007 e a analise estatistica realizada
através do software SPSS® 20.0.
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7. RESULTADOS

Os resultados da pesquisa originaram trés artigos cientificos originais:

7.1 Artigo 1: “Acuracia da fracdo exalada do 6xido nitrico no diagndéstico de
asma infantil: uma metanélise” que sera submetido ao JOURNAL OF
PEDIATRICS (qualis Al para area 21 da CAPES).

7.2 Artigo 2: “Oxido nitrico exalado como ferramenta diagnostica para
sibilancia em criancas pré-escolares” que sera submetido a revista
CHEST (qualis Al para area 21 da CAPES).

7.3 Artigo 3: Fatores de risco envolvidos ho aumento da probabilidade para
sibilancia em pré-escolares” que sera submetido a revista PEDIATRICS
(qualis Al para area 21 da CAPES).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta dissertacdo demonstram que a medida da fracdo
exalada de o6xido nitrico parece ser uma ferramenta acurada para diferenciar
pré-escolares sibilantes e ndo sibilantes pelo ponto de corte 6 ppb e diferenciar
pré-escolares com sibilancia recorrente dos sibilantes ndo recorrentes pelo
ponto de corte de 10 ppb devido ao aumento da probabilidade diagnostica apos
o teste da FENO. Assim, esta medida se mostrou util para identificar mudancas
sintomatologicas na pratica clinica e estabelecer parametros diagnosticos na
pesquisa.

O valor de FENO também foi relacionado ao risco para desenvolvimento da
sibilancia. Criancas que apresentem valores iguais ou superiores a 10 ppb
encontram-se em risco 10 vezes maior para o quadro sintomatolégico quando
comparada as que ndo atinjam esta medida. Sendo assim, avaliar pré-
escolares através da medida da fracdo exalada do 6xido nitrico pode ser uma
alternativa atil para o diagnostico, intervencédo, controle e acompanhamento

precoce de criangas com risco potencial para sibilancia.



51

REFERENCIAS

ABBA, A.A. Exhaled nitric oxide in diagnosis and management of respiratory
diseases. Ann Thorac Med, 4(4): 173-81, 2009.

American Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS).
Recommendations for Standardized Procedures for the Online and Offline
Measurement of Exhaled Lower Respiratory Nitric Oxide and Nasal Nitric
Oxide. Am J Respir Crit Care Med, 171(8): 912-30, 2005.

BACHARIER, L.B.; BONER, A.; CARLSEN, K-H.; et al. Diagnosis and
treatment of asthma in childhood: a PRACTALL consensus report. Allergy,
63(1): 5-34, 2008.

BACHARIER, L.B. Evaluation of the child with recurrent wheezing. J Allergy
Clin Immunol, 128(3): 690-95, 2011.

BEEN, J.V.; LUGTENBERG, M. J.; SMETS, E.; et al. Preterm birth and
childhood wheezing disorders: a systematic review and meta-Analysis. PLoS
Med, 11(1): 1-18, 2014.

BENER, A.; EHLAYEL, M.S.; ALSOWAIDI, S.; SABBAH, A. Role of breast
feeding in primary prevention of asthma and allergic diseases in a traditional
society. Eur Ann Allergy Clin Immunol, 39(10): 337-43, 2007.

BEVER, H.P.V; HAN, E.; SHEK, L.; YI CHNG, S.; GOH, D. An Approach to
preschool wheezing: to label as asthma? World Allergy Organ J, 3(11): 253-
57, 2010.

BEYDON, N.; DAVIS, S.D.; LOMBARDI, E.; et al. An official American Thoracic
Society/European Respiratory Society statement: pulmonary function testing in
preschool children. Am J Respir Crit Care Med, 175(12): 1304-45, 2007.

BHATT, J.M.; SMYTH, A.R. The management of preschool wheeze. Paediatr
Respir Rev, 12(1): 70-7, 2011.

BORREGO, L.M.; COUTO, M.; ALMEIDA, |, MORAIS-ALMEIDA, M.
Espirometria  em idade pré-escolar na pratica clinica. Rev Port
Imunoalergologia, 20(1): 23-31, 2012.

BOSSUYT, P.; REITSMA, J.; BRUNS. D; et al. The STARD statement for
reporting studies of diagnostic accuracy: explanation and elaboration. Ann
Intern Med, 138(1): 1-12, 2003.

BRAND, P.; BARALDI, E.; BISGAARD, H.; et al. Definition, assessment and
treatment of wheezing disorders in preschool children: an evidence-based
approach. Eur Respir J, 32(4): 1096-110, 2008.



52

BRUSSEE, J.E.; SMIT, H.A; KERKHOF, M.; et al. Exhaled nitric oxide in 4-
year-old children: relationship with asthma and atopy. Eur Respir J, 25(3):
455-61, 2005.

BURITY, E.F.; PEREIRA, C.A.C.; RIZZO, J.A.; BRITO, M.C.A; SARINHO,
E.S.C. Reference values for spirometry in preschool children. J Pediatr, 89(4):
374-80, 2013.

CANE, R.S; RANGANATHAN, S.C.; MCKENZIE, S.A. What do parents of
wheezy children understand by “wheeze”? Arch Dis Child, 82(4): 327-32,
2000.

CANO-GARCINUNO, A.; MORA-GANDARILLAS, I.; GROUP, S. Wheezing
phenotypes in young children : an historical cohort study. Prim Care Respir J,
23(1): 6066, 2014.

CAUDRI, D.; SAVENIJE, O.E.M.; SMIT, H.A; et al. Perinatal risk factors for
wheezing phenotypes in the first 8 years of life. Clin Exp Allergy, 43(12):
1395-405, 2013.

DEBLEY, J.; FILBRUN, A.G.; SUBBARAO, P. Clinical applications of pediatric
pulmonary function testing: lung function in recurrent wheezing and asthma.
Pediatr Allergy Immunol Pulmonol, 24(2): 69-76, 2011.

DELA BIANCA, A.C.C.. WANDALSEN, G.F.; SOLE, D. Wheezing infant:
prevalence and risk factors. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol, 33(2): 43-50,
2010.

DELA BIANCA, A.C.C.; WANDALSEN, G. F.; MIYAGI, K.; et al. Prevalence of
wheezing in infants: propose of study. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol, 30(3):
94-100, 2007.

DUCHARME, F.; TSE, S.M.; CHAUHAN, B. Diagnosis, management, and
prognosis of preschool wheeze. Lancet, 383(3): 1593-604, 2014.

DUIJTS, I.; JADDOE, V.W.V; VAN DER VALK, R.J.P.; HENDERSON, J.A.; et
al. Fetal exposure to maternal and paternal smoking and the risks of wheezing
in preschool children. Chest, 141(4): 876-85, 2012.

FERRANTE, G.; MALIZIA, V.; ANTONA, R.; CORSELLO, G.; LA GRUTTA, S.
The value of FeNO measurement in childhood asthma: uncertainties and
perspectives. Multidiscip Respir Med, 8(1): 1-8, 2013.

FITZGERALD, M.; BATEMAN, E.D.; BOULET, L.P.; CRUZ, A.; HAAHTELA, T;
LEVY, M.; et al. Pocket guide for asthma management and prevention. Global
Initiative for Asthma, 1-27, 2012.

FRIEDMAN, T. Diagnosing asthma in young children: current research &
recommendations. J Pediatr Health Care, 24(5): 305-11, 2010.



53

FRIGULS, B.; GARCIA-ALGAR, O.; PUIG, C.; FIGUEROA, C.; SUNYER J;
VALL, O. Perinatal exposure to tobacco and respiratory and allergy symptoms
in first years of life. Arch Bronconeumol, 45(12): 585-90, 20089.

GABRIELE, C.; NIEUWHOF, E.M.; VAN DER WIEL, E.C.; et al. Exhaled nitric
oxide differentiates airway diseases in the first two years of life. Pediatr Res,
60(4): 461-5, 2006.

GARCIA-MARCOS, L.; MALLOL, J.; SOLE, D.; BRAND, P.L.P; EISL Study
Group. International study of wheezing in infants: risk factors in affluent and
non-affluent countries during the first year of life. Pediatr Allergy Immunol,
21(5): 878-88, 2010.

GUIBAS, G.V.; XEPAPADAKI, P.; MOSCHONIS, G.; et al. Breastfeeding and
wheeze prevalence in pre-schoolers and pre-adolescents: The Genesis and
Healthy Growth studies. Pediatr Allergy Immunol, 24(8): 772-81, 2013.

HARRISON, J.; GIBSON, A.M.; JOHNSON, K.; SINGH, G.; SKORIC, B
RANGANATHAN, S. Lung function in preschool children with a history of
wheezing measured by forced oscillation and plethysmographic specific airway
resistance. Pediatr Pulmonol, 45(11): 1049-56, 2010.

KELSEY JL. Methods in observational epidemiology, 2nd ed. Oxford University
Press, New York, NY, 1996.

KONSTANTINOU, G.N.; XEPAPADAKI, P.; MANOUSAKIS, E.; et al.
Assessment of airflow limitation, airway inflammation, and symptoms during
virus-induced wheezing episodes in 4- to 6-year-old children. J Allergy Clin
Immunol, 131(1): 87-93, 2013.

KOOPMAN, M.; ARETS, H.G.M.; UITERWAAL, C.S.P.M.; ENT, C. VAN DER
ENT, C.K. Comparing 6 and 10 sec exhalation time in exhaled nitric oxide
measurements in children. Pediatr Pulmonol, 44(4): 340-4, 2009.

LIMA, J.AB.; FISCHER, G.B.; SARRIA, E.E.; MATTIELLO, R.; SOLE, D.
Prevalence of and risk factors for wheezing in the first year of life. J Bras
Pneumol, 36(5): 525-31, 2010.

LODGE, C.J.; ZALOUMIS, S.; LOWE, A.J.; et al. Early-life risk factors for
childhood wheeze phenotypes in a high-risk birth cohort. J Pediatr, 164(2):
289-94, 2014.

LOPES, C.; FONSECA, J.; SILVA, J.P.M.; CASTEL-BRANCO, M.G. Exhaled
nitric oxide: clinical use in asthma. Rev Port Imunoalergologia, 13(1): 7-17,
2005.

LOWE, L.A.; SIMPSON, A.; WOODCOCK, A.; et al. Wheeze phenotypes and
lung function in preschool children. Am J Respir Crit Care Med, 171(20): 231-
37, 2005.



54

MALLOL, J.; GARCIA-MARCOS, L.; SOLE, D.; BRAND, P; EISL Study Group.
International prevalence of recurrent wheezing during the first year of life:
variability, treatment patterns and use of health resources. Thorax, 65(11):
1004-9, 2010.

MALMBERG, L.P.; PELKONEN, A.S.; HAAHTELA, T.; TURPEINEN, M.
Exhaled nitric oxide rather than lung function distinguishes preschool children
with probable asthma. Thorax, 58(6): 494-99, 2003.

MANNA, A.; CAFFARELLI, C.; VARINI, M.; et al. Clinical application of exhaled
nitric oxide measurement in pediatric lung diseases. Ital J Pediatr, 38(74): 1-
10, 2012.

MARTINEZ, F.D. What have we learned from the Tucson children’s respiratory
study? Paediatr Respir Rev, 3(3): 193-7, 2002.

MARTINEZ, F.D.; WRIGHT, A.L.; TAUSSIG, L.M.; HOLBERG, C.J.; HALONEN,
M.; MORGAN, W.J. Asthma and wheezing in the first six years of life. The
Group Health Medical Associates. N Engl J Med, 332(3): 133-8, 1995.

MEDEIROS, D.; SILVA, A.R.; RIZZO, J.A.; SARINHO, E.; MALLOL, J.; SOLE,
D. Prevalence of wheezing and associated risk factors among infants in Recife,
Pernambuco State, Brazil. Cad Saude Publica, 27(8): 1551-59, 2011.

MENZIES, D.; NAIR, A.; LIPWORTH, B.J. Portable exhaled nitric oxide
measurement: Comparison with the “gold standard” technique. Chest, 131(2):
410-4, 2007.

MOELLER, A.; DIEFENBACHER, C.; LEHMANN, A.; et al. Exhaled nitric oxide
distinguishes between subgroups of preschool children with respiratory
symptoms. J Allergy Clin Immunol, 121(3): 705-9, 2008.

MOTOMURA, C.; ODAJIMA, H.; TEZUKA, J.; et al. Effect of age on relationship
between exhaled nitric oxide and airway hyperresponsiveness in asthmatic
children. Chest, 136(2): 519-25, 2009.

MUINO, A.; MENEZES, A.M.; REICHERT, F.F.; DUQUIA, R.P.; CHATKIN, M.
Wheezing phenotypes from birth to adolescence: a cohort study in Pelotas,
Brazil, 1993-2004. J Bras Pneumol, 34(6): 347-55, 2008.

NETO, H.J.C.; ROSARIO, N.A.; SOLE, D.; MALLOL, J. Prevalence of recurrent
wheezing in infants. J Pediatr, 83(4): 357-62, 2007.

NETO, H.J.C.. ROSARIO, N.A. Wheezing in infancy: epidemiology,
investigation, and treatment. J Pediatr, 86(3): 171-78, 2010.

OH, M.-A.; SHIM, J.Y.; JUNG, Y.-H.; et al. Fraction of exhaled nitric oxide and
wheezing phenotypes in preschool children. Pediatr Pulmonol, 48(6): 563-70,
2013.



55

OOSTVEEN, E.; DOM, S.; DESAGER, K.; HAGENDORENS, M.; DE BACKER,
W.; WEYLER, J. Lung function and bronchodilator response in 4-year-old
children with different wheezing phenotypes. Eur Respir J, 35(4): 865-72,
2010.

PENA ZARZA, J.A.; OSONA, B.; GIL-SANCHEZ, J.A.; FIGUEROLA, J. Exhaled
nitric oxide in acute phase of bronchiolitis and its relation with episodes of
subsequent wheezing in children of preschool age. Pediatr Allergy Immunol
Pulmonol, 25(2): 92—6, 2012.

PISI, R.; AIELLO, M.; TZANI, P.; MARANGIO, E.; OLIVIERI, D.; CHETTA, A.
Measurement of fractional exhaled nitric oxide by a new portable device:
comparison with the standard technique. J Asthma, 47(7): 805-9, 2010.

PRADO, O.S.; PEREZ-YARZA, E.G.; RUIZ, A.A.; et al. Fraction of exhaled
nitric oxide and asthma predictive index in infants less than two years-old. Arch
Bronconeumol, 47(5): 234-8, 2011.

PRICE, D.; RYAN, D.; BURDEN, A.; et al. Using fractional exhaled nitric oxide
(FeNO) to diagnose steroid-responsive disease and guide asthma management
in routine care. Clin Transl Allergy, 3(1): 1-10, 2013.

ROCHA, A.; DONADIO, M.V.F.; AVILA, D.V., HOMMERDING, P.X;
MAROSTICA, P.J.C. Using the interrupter technique to evaluate airway
resistance in cystic fibrosis patients. J Bras Pneumol, 38(2): 188-93, 2012.

ROSENFELD, M.; ALLEN, J.; ARETS, B.H.; et al. An official American Thoracic
Society workshop report: Optimal lung function tests for monitoring cystic
fibrosis, bronchopulmonary dysplasia, and recurrent wheezing in children less
than 6 years of age. Ann Am Thorac Soc, 10(2): 1-11, 2013.

SAGLANI, S.; MCKENZIE, S.A.; BUSH, A.; PAYNE, D.N. A video questionnaire
identifies upper airway abnormalities in preschool children with reported
wheeze. Arch Dis Child, 90: 961-64, 2005.

SINGER, F.; LUCHSINGER, I.; INCI, D.; et al. Exhaled nitric oxide in
symptomatic children at preschool age predicts later asthma. Allergy, 68(4):
531-38, 2013.

SOLE, D. Childhood wheezing. J Bras Pneumol, 34(6): 337-39, 2008.
SONNAPPA, S.; BASTARDO, C.M.; WADE, A.; et al. Symptom-pattern
phenotype and pulmonary function in preschool wheezers. J Allergy Clin

Immunol, 126(3): 519-26, 2010.

TENERO, L.; TEZZA, G.; CATTAZZO, E.; PIACENTINI, G. Wheezing in
preschool children. Early Hum Dev, 89(3): 13-17, 2013.



56

THAMRIN, C.; GANGELL, C.L.; UDOMITTIPONG, K.; et al. Assessment of
bronchodilator responsiveness in preschool children using forced oscillations.
Thorax, 62(9): 814-19, 2007.

VISSER, C.A.; GARCIA-MARCOS, L.; EGGINK, J.; BRAND, P.L. Prevalence
and risk factors of wheeze in Dutch infants in their first year of life. Pediatr
Pulmonol, 45(2): 149-56, 2010.

WHITING, P.; RUTJES, AW.; REITSMA, J.B.; BOSSUYT, P.M.; KLEIJNEN, J.
The development of QUADAS : a tool for the quality assessment of studies of
diagnostic accuracy included in systematic reviews. BMC Med Res Methodol,
10(3): 1-13, 2003.

WRIGHT, R.J.; COHEN, S.; CAREY, V.; WEISS, S.T.; GOLD, D.R. Parental
Stress as a Predictor of Wheezing in Infancy A Prospective Birth-Cohort Study.
Am J Respir Crit Care Med, 165(3): 358-65, 2002.

ZHANG, H.; SHU, L.; CAI, X.; et al. Gender and age affect the levels of exhaled
nitric oxide in healthy children. Exp Ther Med, 5(4): 1174-78, 2013.



57

APENDICE 1 - ARTICLE 1

EXHALED NITRIC OXIDE ACCURACY IN CHILDHOOD ASTHMA
DIAGNOSIS: A META-ANALYSIS

To be submitted:

THE JOURNAL OF PEDIATRICS



58

EXHALED NITRIC OXIDE ACCURACY IN CHILDHOOD ASTHMA
DIAGNOSIS: A META-ANALYSIS

Larissa Bouwman Say&o®, Arméle Dornelas de Andrade’, Marcely Kellyane F.

Barros!, Murilo Carlos Amorim de Britto?.

'Universidade Federal de Pernambuco - Laboratério de Fisiologia e
Fisioterapia Cardiopulmonar — Recife — Brasil.

%|Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), Recife-PE, Brasil

Corresponding author:

Armele Dornelas de Andrade
armeledornelas@yahoo.com

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Fisioterapia

Av. Jorn. Anibal Fernandes, s/n. Cidade Universitaria.
CEP: 50740-560 - Recife — PE (BRA)



59

ABSTRACT

Introduction / Purpose: Running reproducible curves on spirometry requires
patient’s understanding and cooperation, therefore, can restrict its diagnostic
applicability in children. The purpose of this study was to determine the
diagnostic accuracy of exhaled nitric oxide fraction (FeNO) as an add-on test to
spirometry in the assessment of asthma in childhood.

Methods: Systematic search of the databases: Pubmed, Lilacs, CINAHL, Web
of Science and was performed by 2 independent evaluators. Were included
diagnostic accuracy studies of FeNO carried out in children between 5 and 18
years old with atopic or non-atopic asthma who were diagnosed by spirometry.
We included studies irrespective of language, publication status, or study
design (prospective or retrospective). We excluded case-control studies. The
selected final articles were analyzed to determine the risk of bias by QUADAS-2
tool.

Results: Thirty-nine articles were eligible for the study. Following the
application of the inclusion criteria for the title, abstract and full text, seven
articles remained for analysis, found in the databases PUBMED (1), CINAHL (1)
and SCOPUS (5), resulting in a sample of 7,900 children and adolescents, of
which 3,722 were asthmatics. Based on the best sensitivity - specificity, the
cutoff point for the diagnosis of asthma in children 5-18 years was 219 parts per
billion (ppb), while diagnosis of atopic asthma in this same age group was =22

ppb.

Conclusion: FeNO is a simple and non-invasive method which can contribute
to the diagnosis of asthma in young children. However, further studies are
necessary to standardize the cutoff points for different age subgroups.

Keywords: Sensitivity and specificity, lung function, spirometry, exhaled nitric
oxide, child and meta-analysis.
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INTRODUCTION

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways characterized
by bronchial obstruction, spontaneously reversible or by pharmacological
intervention, associated with increased bronchial responsiveness to different
stimuli (environmental, occupational or genetic). The conventional clinical
diagnosis is based on symptoms reported by patient, bronchodilator response
by spirometry (increase in FEV; = 12%), or bronchial hyperresponsiveness by
bronchial provocation tests (= 20% FEV: reduction after methacholine
administration). Performing these tests requires patient cooperation and
understanding of procedures as well as technician training for reproducible
measurements (VAN DE KANT et al, 2009; FRIEDMAN, 2010; OLIN &
WECHSLER, 2014).

Given the requirement of these tests and the possibility of false
diagnoses or sub diagnoses, measurement of exhaled nitric oxide fraction
(FeNO) has been proposed to be useful for asthma diagnosis, especially among
young children (VAN DE Kant et al., 2009; FRIEDMAN, 2010).

FeNO is an easy, practical, well tolerated and non-invasive technique
which quantifies the degree of eosinophilic inflammation in the lower airway.
Consequently FeNO can be considered as an innovator tool for clinical practice
to provide information of monitoring asthma inflammatory components during
the disease course. Previous studies show that children with asthma have
higher FeNO values when compared to non-asthmatic and that this relationship
is stronger in cases of atopic asthma (ABBA, 2009; PRADO et al., 2011,
MANNA et al., 2012; JANG et al., 2013).

The usefulness of FeENO as an accurate diagnostic tool in cases of
childhood asthma is still questionable. Conflicting results are reported in the
literature as possible diagnostic yield of FeNO mainly due to different
methodological processes employed. Considering the importance of early
asthma diagnosis and its impact on the potential control of the disease over the
years, this systematic review was carried out to evaluate the FeNQO’s accuracy
in asthma diagnosis compared to the spirometry that is considered as gold
standard.
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METHOD
Eligibility criteria

We included cross-sectional and cohort studies of diagnostic accuracy
carried out in children between 5 and18 years old with atopic or non-atopic
asthma, who were diagnosed by spirometry and FeNO. We excluded the
following studies: (1) abstracts, editorials, reviews, and case reports; (2) studies
describing reports of individuals with respiratory comorbidities (i.e. pneumonia,
tuberculosis, COPD), neurological comorbidities, thoracic deformities, and
gastroesophagic reflux; (3) studies reporting smokers; (4) studies describing
individuals with chronic cough or cough variant asthma; and (5) studies
describing asthma exacerbation and suspected asthma without spirometric

evidence (gold standard).

Search strategy

Studies were obtained from a systematic search using the following
databases: Pubmed, Cinahl, Latin American and Caribbean Health Sciences
Literature (Lilacs), Scopus, Web of Science and WHO. A general search
strategy was used to identify studies with the following terms and crossings:
PUBMED/MEDLINE: (Asthma) AND (Nitric oxide OR Nitric oxide/use
diagnostic) AND (Diagnosis OR Diagnostic OR Sensitivity and Specificity OR
Accuracy OR Techniques and Procedures) AND (Spirometry); LILACS:
(Asthma) AND (Nitric oxide OR Nitric oxide/DU) AND (Diagnostic OR Sensitivity
and Specificity OR Accuracy OR ROC curve) AND (Spirometry); CINAHL:
(Asthma) AND (Nitric oxide OR Exhaled nitric oxide OR) AND (Diagnostic OR
Sensitivity and Specificity OR Accuracy OR Diagnostic accuracy OR ROC
curve) AND (Spirometry). No restriction in language and year of publication was

used in order to minimize possible publication bias.

Study selection

We included all studies irrespective of the language of publication and
publication status. If non-English articles were found, we obtained translations.
Two authors (LBS and MKB) independently searched the references to identify
relevant studies. We obtained the full texts for references considered relevant
by at least one of the authors. Two authors screened the full text papers against

the inclusion criteria. Any differences in study selection were arbitrated by ADA.
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To evaluate the inter-rater agreement on article selection, the Kappa
concordance index was used and an index score of 0.77, showed a substantial
agreement among evaluators. As shown in Figure 1, the studies were excluded
according to criteria including: inadequate method, inappropriate topic,

inadequate age, absence of spirometry and control group.

Data extraction

Two authors independently extracted the following data from each
included study, and any differences were resolved by discussion with ADA.
Table 1 shows variables extracted from the studies such as: first author, year of
publication, country, inclusion criteria, age and sex of participants, sample size,
design of the study, number of asthma cases, description of the reference
standard and description of the index test. Data extracted for outcome analysis
were: FeNO cut-off measures in parts per billion (ppb), sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), positive
likelihood ratio (LR+), negative likelihood ratio (LR-) and area under of ROC
curve (Table 2).

Assessment of methodological quality

Two authors (LBS and MKB) independently assessed study quality using
the revised Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2 tool
(QUADAS-2). Any differences were resolved by ADA. The tool consists of four
key domains: (1) Patient selection, (2) FeNO/index test, (3) Spirometry
test/Reference standard, and (4) Flow and timing of studies. All domains were
evaluated based on bias risk that was included signal questions used to support
the evaluators’ judgment on bias risk. Signal questions were answered as "yes",
"no" or "unclear" and bias risk was classified as "low bias risk", "high bias risk"
or "uncertain bias risk,"” respectively. The information used to determine
judgment on bias risk aimed to make classification independently by each
evaluator and facilitate discussion between them.

The first three domains were also evaluated based on applicability issue.
This evaluation was structured similar to the assessment of bias risk, but did not
include signal questions. Evaluators recorded information on each study and
rated applicability as "low concern”, "high concern” or "uncertain concern"
(WHITING, 2006; WHITING, 2011). The data for the individual studies were
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entered in the statistical package Review Manager (RevMan) version 5.3
(Copenhagen, Nordic Cochrane Center, The Cochrane Collaboration, 2014)
and the methodological quality graph was constructed for all the included
studies. The QUADAS-2 tool analysis is shown in Table 3 and represented in

Figures 2 and 3.

Statistical analyses and data synthesis

Meta-analysis was performed (M-H, Random model, 95% CI) to
determine odds ratio (OR) of FeNO in the diagnosis of asthma and atopic
asthma across the 7 selected manuscripts. Data analysis of this study was
performed using Review Manager (RevMan) version 5.3 (Copenhagen, Nordic

Cochrane Center, The Cochrane Collaboration, 2014).

RESULTS

Of all 1,499 articles found in the literature search, 39 articles were
selected based on information found in the title and abstract of each study. After
reviewing the full text, 32 articles were excluded because of inadequate age (22
articles), and absence of spirometry (9 articles) or control group (1 article). The
remaining seven articles that were found in databases such as PUBMED (1
article), CINAHL (1 article) and SCOPUS (5 articles), included a sample of
7,900 children and adolescents, of which 3,722 were patients with asthma. The
general characteristics of the studies are presented in Tables 1 and 2.

The studies that were included in this meta-analysis were conducted in:
Poland, Korea, China, Spain, Norway and Israel. Among the designs found
there were retrospective cross-sectional studies (2), prospective cross-sectional
studies (4) and cohort study (1), all of them adopted spirometry associated with
the clinical history to gold standard for asthma diagnosis. The age of
participants ranged from 5 to 18 years old. All studies except for Yao et al. had
higher number of males than female participants and the prevalence of asthma
ranged from 4% to 70% across studies. As for exhaled nitric oxide assessment,
all studies used the online simple exhalation method based on constant flow
rate of 50 ml/s during measurement according to recommendations of the

ATS/ERS (2005). No study reported information about the calibration process.
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As for accuracy outcomes, the cut-off point for asthma diagnosis ranged
from 6.7-28 parts per billion (ppb). The overall sensitivity varied between 35%
and 90%, while full specificity ranged between 38% and 94%. Higher values
were observed in atopic asthma diagnosis. The total positive predictive value
ranged between 8.8% and 92% while the negative predictive value ranged
between 30.7% and 98.3%. The highest and lowest positive likelihood ratio was
7.8 and 1.0, respectively while the negative likelihood ratio ranged from 0.15 to
1.04. The AUC ROC curve ranged from 0.53 to 0.93 with the exception of the
study of Jerzynska et al. (2014) which did not report any information about this
outcome.

The best FeNO cut-off point that expressed the relative sensitivity and
specificity for the non-atopic asthma diagnosis was reported by Perez Tarazona
et al. (2011) (Figure 4), while the best cut-off point between healthy individuals
and patients with atopic asthma was seen in the study conducted by Woo et al.
(2012) (Figure 5).

Methodological quality of selected articles

The inclusion criteria were clearly defined in all articles that included
individuals who were capable of performing diagnostic tests and had similar
characteristics to the population. All studies except for Yao et al. (2011) used
spirometry as the gold standard after use of bronchodilator or bronchial
provocation test. Studies were classified as high bias risk due to lack of
information about sample size calculation, appropriate time allocation between
tests (index and the gold standard), blinding during the performance and
interpretation of tests, and lack of information about pre-test asthma probability
in each population for adequate likelihood ratios interpretation. All studies
presented the protocol of FeNO test.

The measures of index test and gold standard were performed by all
study participants, however, in the Yao et al. (2011) study, only 98.1% of the
sample could achieve reproducible measurements for pulmonary function test.
As to statistical analysis, three studies did not include all participants, and did
not provide any information for reason of study attrition. Also, they did not report

analysis by intention to treat, resulting in high bias risk (Table 3).
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Meta-analysis
The odds ratio (OR) of FeNO as a diagnostic measure for asthma and
atopic asthma is shown in Figures 6 and 7, respectively.

DISCUSSION

This is the first systematic review that summarizes diagnostic accuracy of
FeNO in childhood asthma compared to spirometry. All seven articles included
in this study followed the recommendations of the American Thoracic Society /
European Respiratory Society on the protocol for the FeNO measurement and
four of them evaluated the diagnosis power of asthma associated and not
associated with atopy (ATS / ERS, 2005).

All sensitivity FeNO values were higher when asthma diagnosis was
related to atopy, which shows greater power to detect the true cases. These
findings are in agreement with the conclusion of another systematic review of
allergic rhinitis and atopy influences in FeNO values, where it was seen that
FeNO is higher in children with atopy and allergic rhinitis when compared to
non-atopic children, which can justifies the facility for identify the true positive
results in the test (LINHARES et al., 2011).

However, despite the higher values of sensitivity in atopic asthma,
studies showed low positive likelihood ratio (LR +), which reduces the
probability of the target disease being present (VET et al., 2008; WHITING et
al., 2008). Among studies which presented LR + above five are Sivan et al.
(2009), Sachs-Olsen et al. (2010) and Pérez Tarazona et al. (2011), all carried
out in children with non-atopic asthma. The literature explains that different
FeNO levels in asthmatic children reflect the different phenotypes of airway
inflammation, because some atopic asthmatic subjects have predominantly
neutrophilic inflammatory reaction, and how FeNO measurement just detect
eosinophilic inflammatory reaction, resulting in lower FeNO values and
therefore false negative cases (PIACENTINI et al., 2012; PRICE et al., 2013;
LODGE et al., 2014). In fact, none of the studies provided information on pre-
test probability for asthma diagnosis based on spirometry, assumed to be the
gold standard for diagnosis of asthma, so the likelihood ratio values were not
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adequately discussed in these articles, providing little insights as to the impact
of spirometry on asthma diagnostic probability compared to FENO in their
populations.

The specificity ranged from 38% to 94%, which reflects heterogeneous
results between studies. This might be explained by the proportion of healthy
individuals analyzed in each study, higher healthy frequency can results in
greater estimated specificity. Based on the asthma prevalence value for each
population it is possible to calculate the sample size representative of the
disease, however, none of the studies mentioned such information, which could
over and/or underestimate the number of healthy and asthmatic individuals
(HOZO et al., 2005).

The best FeNO cut-off point that expressed the relation between
sensitivity and specificity for non-atopic asthma diagnosis was seen on Perez
Tarazona et al. (2011) study where reached LR + 7.2, LR- 0.10 and AUC 0.93
for FeNO = 19ppb. This value is consistent with the results reported in a
systematic review by Feitosa et al. (2012), where the accurate FeNO value to
diagnose exercise-induced bronchospasm was found in a cut-off point <20 ppb
for children 5-16 years. The best accurate cut-off point for atopic asthma
diagnosis was presented by Woo et al. (2012), where FeNO = 22 ppb reached
LR + 4.8, LR-0.32 and AUC 0.85. This result supports the idea that atopy
should be considered for clinical interpretation of FeNO measurements.

Despite the best sensitivity - specificity indicated in these studies, it is
important to not that all articles included in this systematic review had high or
uncertain bias risk for methodological criteria such as: blinding between tests,
appropriate minimum time of tests execution and inclusion of all individuals in
the statistical analysis. These criteria should be followed by researchers to
ensure reliability and reproducibility of results obtained in diagnostic accuracy
studies. Therefore, future studies with appropriate methodological rigor, based
on Statement for Reporting Studies of Diagnostic Accuracy (STARD) guidelines
(BOSSUYT et al., 2003), should be developed to summarize the FENO
accuracy in childhood asthma diagnosis.
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Meta-analysis

Studies that analyzed the diagnostic power of FeNO to regular asthma
presented a lower odd-ratio (OR) of 0.40 (0.18, 0.89), which indicate a better
chance to identify the non-asthmatic condition (Figure 6). In contrast, studies to
atopic asthma presented a high OR of 2.68 (0.98, 7.36) in which FeNO has a
better chance to indicate an asthmatic condition (Figure 7). It could be
explained by higher excretion on eosinophilic inflammation by respiratory
system in atopic asthma, which increases the probability to detect the true
positive cases by FeNO measurement.

However, some characteristics were detected in this meta-analysis that
reduces the consistency of these results, such as: extended diamond, short
overlaping, and high heterogeneity index with p-value < 0.05. In addition, for
comparison on FeNO in atopic asthma, there was also uncertainty of the results
because p-value of the full effect was > 0.05, and the OR confidence interval
exceeded the null line. Therefore, the results of this systematic review are
heterogeneous probably by the low methodological criteria used, so the final

result of meta-analyses can not be totally reliable.

Limitations of Systematic Review

The articles search was sufficiently broad and performed in five different
databases. However, some articles may not be represented in these five
databases. In addition, all articles were published in the last 10 years, so the
possibility exists that some papers may have been accepted, pending

publication and not yet reflected in the databases

CONCLUSION

FeNO is a simple and non-invasive method, which can contribute to
asthma diagnosis in young children. Asthma can be considered in children 5-18
years old when FeNO values = 19 ppb are found, and in atopic asthmatic
subjects of the same age, when FeNO = 22 ppb are found. Further studies are
needed, with appropriate methodological rigor and samples based on sample
size calculation, to standardize the ideal FeNO cut-off points for asthmatic
children in different age subgroups.
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Figure 3 Overall bias risk and applicability concerns analysis determined by the QUADAS tool.
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Figure 4: FeNO forest plot in diagnosis of non-atopic asthma.
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Figure 6: Forest plot of comparison: FeNO in asthma diagnosis. Outcome: Odds Ratio.
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Table 1. Characteristics of selected studies used in this meta-analysis.
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First Author Inclusion criteria Age Male/Female Total Sample Asthma
Year (Min-max) (%) Study design Cases Spirometry / Standard test Nitric oxide measurement
Country
(Grzelewski et al. Children with asthma 6-18 2180/1432 3612 Cross-sectional 2178 Physical examination of the respiratory Reference: ERS/ATS, 2001.
2014) either confirmed or retrospective system. Model: 280i nitric oxide analyzer, Sievers, Boulder, CO, USA.
Poland excluded. (60.3%) Flow: 50mi/s.
Spirometry (improvement in the pre- Environment NO: < 5ppb.
60.4%/39.6% bronchodilator FEV1>12% after the MthOdz' on-line; single-breath.
administration of salbutamol (200ug). Calibration: not reported.
(Jerzynska et al. Children with asthma 6-18 1048/719 1767 Cross-sectional 1054 Physical examination of the respiratory Reference: ERS/ATS, 2001.
2014) either confirmed or retrospective (59.6%) system. Model: 280i nitric oxide analyzer, Sievers, Boulder, CO, USA.
Poland excluded. 59.3%/40.7% Spirometry (improvement in the pre- Flow: 50mi/s.
bronchodilator FEV1>12% after the Environment NO: < 5ppb.
administration of salbutamol (200p.g) Method: on-line; single-breath.
Calibration: not reported.
(Woo et al. 2012) Children with 8-16 163/82 245 Cross-sectional 167 Relevant symptom history. Reference: ERS/ATS, 2005.
Korea nonspecific respiratory Prospective (68.1%) Spirometry: reversible airflow Model: NIOX MINO; Aerocrine AB, Solna, Sweden.
symptoms suggestive 67%/33% obstruction (>12% improvement in FEV; | Flow: 50mi/s.
of asthma. in response to inhaled B,-agonist) and/or Environment NO: not reported
airway hyperresponsiveness Method: on-line; single-breath.
(methacholine PCy< 8 mg/ml). Calibration: not reported.
(Yao et al. 2011) Children from a public 5-18 807/844 1651 Cross-sectional 70 Spirometry: forced vital capacity (FVC), Reference: ERS/ATS, 2005.
Taiwan school (school-based (4.3%) forced expiratory volume in 1s (FEV;) Model: CLD 88sp NO analyzer, Eco Medics, Duernten,
sample) asthmatic or 48.9%/51.1% and forced expiratory flow (FEF;s.75) Switzerland.
not. were recorded. Flow: 50ml/s
ISAAC: was defined ever having asthma Environment NO: < 5ppb
and either the occurrence of wheeze in Method: on-line; single-breath.
the last 12 months or current use of Calibration: not reported.
asthma medication.
(Pérez Tarazona Asthmatic and non 6-14 81/63 144 Cross-sectional 87 Medical history. Reference: ERS/ATS, 2005.
etal. 2011) asthmatic children. Model: NIOX MINO; Aerocrine AB, Solna, Sweden.
Spain Prospective (60.4%) Spirometry: positive bronchodilator test. Flow: 50mlfs
Environment NO: < 5ppb
Method: on-line; single-breath.
56.2%/43.8% Calibration: not reported.
(Sachs-Olsen et Children from a 10-12 176/155 331 Prospective Cohort 60 ISAAC criteria Reference: ERS/ATS, 2005.
al. 2010) “Environment and (18.1%) Bronchial hyperresponsiveness (BHR): Model: EcoMedics Exhalyzer CLD 88sp with DENOX 88
Norway Childhood Asthma” 53.1%/46.9% provocative inhaled dose of metacholine (ECO MEDICS AG, Duernten, Switzerland).
(ECA) study, asthmatic causing a 20% reduction in forced Flow: 50ml/s
and non asthmatic. expiratory volume in 1 s (FEV;); PD< Environment NO: not reported.
8umol metacholine. Method: on-line; single-breath.
Calibration: not reported.
(Sivan et al. Children with possible 5-18 84/66 150 Cross-sectional 106 Patient’s history of 2 or more clinical Reference: ERS/ATS, 2005.
2009) asthma. (70.6%) exacerbations of wheezy; dyspnea or Model: Eco Physics CLD88, NO chemiluminescence analyzer;
Israel 56%/44% cough relieved by bronchodilators. EcoMedics AC, Duernten, Switzerland.

Spirometry: FEV1>15% in response to
bronchodilators (inhalation of albuterol
400pQ).

Flow: 50ml/s

Environment NO: not reported.
Method: on-line; single-breath.
Calibration: not reported.
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Table 2. Results of selected studies that were used for outcome analysis in this study (PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value; LR+: positive likelihood ratio; LR-: negative likelihood ratio

and AUC: area under ROC curve).

Authors /Year Total Asthma Cut off Sensitivity (95%Cl) Especificity (95%ClI) PPV NPV LR+ LR - ROC
sample Cases (PPB) % % CURVE
(AUC)
Grzelewski et al 3612 2178 15.8 Asthma without Allergic rhinitis Asthma without Allergic rhinitis 51.13% 54.42% 1.12 (0.98 to 0.89 (0.78 to
2014 (60.3%) 53.04 % 52.52 % (46.37% to (49.64 % to 59.14 1.27) 1.02)
(48.19 % to 57.85 %) (47.83 % t0 57.17 %) 55.87%) %)
Asthma with Allergic rhinitis Asthma with Allergic rhinitis 70.77 % (66.81 % 30.77% (25.89 % 1.03 (0.92 to 0.96 (0.80 to
62.92 % 38.81 % to 74.50 %) t0 35.99 %) 1.15) 1.15)
(59.01 % to 66.70 %) (32.94 % to 44.92 %)
Asthma without Perennial allergens Asthma without Perennial allergens 35.50 % (28.31 % 62.07 % (55.88 % 0.94 (0.73 to 1.04 (0.89 to
37.74 % 59.78 % t0 43.22 %) t0 67.98 %) 1.20) 1.22)
(30.18 % to 45.76 %) (53.68 % to 65.67 %)
Asthma with Perennial allergens Asthma with Perennial allergens 65.17 % (59.78 % | 45.61% (37.99% | 1.17 (1.02to | 0.75(0.59t0 | 0.533
70.00 % 40.21 % to 70.28 %) to 53.39 %) 1.34) 0.95) (IC not
(64.56 % to 75.05 %) (33.25 % to 47.47 %) reported)
Asthma without Seasonal allergens Asthma without Seasonal allergens 37.76 % (29.80 % 65.00 % (57.55 % 1.07 (0.83 to 0.95(0.77 to
46.15 % 56.80 % t0 46.25 %) to 71.95 %) 1.37) 1.16)
(36.90 % to 55.61 %) (49.73 % to 63.66 %)
Asthma with Seasonal allergens Asthma with Seasonal allergens 66.10 % (60.35 % 42.31 % (34.45 % 1.14 (0.98 to 0.80 (0.62 to
68.20 % 40.00 % to 71.51 %) to 50.46 %) 1.32) 1.02)
(62.43 % to 73.58 %) (32.46 % to 47.90 %)
Jerzynska et al 1767 389 23 90.22 % 52.02 % 25.00% 96.77 % 1.88 0.19 Not reported
2014 (84.5%) (68% to 98%) (42% to 61%) (16% to 37%) (88% to 99%) (1.74102.04) | (0.12t00.29)
Woo et al 2012 245 167 22 Total study population Total study population 90,5% 48,6% 4.44 0.49 0.76 (0.70 to
(68.1%) 56.9% (51.11 % to 62.74 %) 87.2% (80.17 % to 92.08 %) (85.06 % t0 94.13 | (42.38%1t055.21 | (2.81t06.80) | (0.43t00.57) | 0.82)
%) %)
129 22 Atopic subjects Atopic subjects 91.2% 58.6% 4.80 0.32 0.85(0.79 to
(68.2%) 72.09% 85.00% (83.91 % t0 95.88 (47.55 % t0 69.08 (2.61t08.86) | (0.24t00.44) | 0.90)
(63.51 % to 79.63 %) (73.42 % to 92.89 %) %) %)
Yao et al 2011 1651 70 28 Asthma Asthma 8.8% 97.7% 2.13 0.51 0.67 (0.60 to
(4.3%) 64.3% 69.9% (7.05 % t0 11.19 (96.86 % to 98.35 (1.83 to (04010 0.66) | 0.74)
(54.47 % to 73.17 %) (68.00 % to 71.74 %) %) %) 2.49)
799 28 Allergic Asthma Allergic Asthma 9.0% 98.3% 2.36 0.42 0.71 (0.64 to
(48.3%) 70.0% 70.4% (8.18 % t0 9.36 (98.11 % to0 98.48 (2.27t02.47) | (0.39t00.47) | 0.79)
(67.27 % to 72.67 %) (69.86 % to 70.93 %) %) %)
Pérez Tarazonaet | 144 87 19 91.23 % 87.36 % 82.54 % 93.83 % 7.22 0.10 0.93 (0.88 to
al 2011 (60.4%) (80.69 % to 97.06 %) (78.50 % to 93.51 %) (70.90 % to 90.94 (86.17 % to 97.94 (41310 (0.04t00.23) | 0.97)
%) %) 12.61)
Sachs-Olsen et al 331 17 15.6 Current asthma Current asthma 50.0% 90.0% 6.3 0.69 0.65 (0.59 to
2010 (5.1%) 35.0% 94.0% (33.0% t0 67.0%) | 86.0% to 93.0%) (3.38t0 (0.55t00.86) | 0.71)
(23.0% to 50.0%) (90.2% to 97.2%) 13.09)
14 6.7 Current allergic asthma Current allergic asthma 18.0% 99.0% 251 0.18 0.80 (0.73 to
(4.2%) 88.0% 65.0% (12.0% to 26.0%) (95.0% to 99.0%) (2.03t03.26) | (0.04t00.60) | 0.85)
(70.0% to 96.0%) (60.0% to 71.0%)
Sivan et al 2009 150 106 19 86.0% 89.0% 92.0% 80.0% 7.81 0.15 0.90
(70.6%) (78.79 % to 91.73 %) (79.22 % to 94.57 %) (85.66 % to 96.35 (70.25 % to 88.04 (4.02t0 (0.10t0 0.24) | (IC not
%) %) 13.86) reported)




Table 3. Quality of articles by QUADAS tool analysis. In italics: bias risk issues. In bold: applicability issues.
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QUADAS Grzelewski et al Jerzynska et al Woo et al Yao et al Pérez Tarazona et al Sachs-Olsen et al Sivan et al
Was a consecutive or random sample of patients Unclear Unclear Yes Yes Yes Unclear Yes
enrolled?

Was a case-control design avoided? Yes Yes Yes Yes No Yes Yes

Did the study avoid inappropriate exclusions? Yes Yes Unclear Unclear Yes Unclear No

Could the selection of patients have introduced Low risk Low risk Unclear risk Unclear risk Unclear risk Unclear risk Unclear risk
bias?

Avre there concerns that the included patients Low concern Low concern Low concern Low concern Low concern Low concern High Concern
and setting do not match the

review question?

Were the index test results interpreted without Unclear Unclear No Unclear Unclear Unclear Yes
knowledge of the

results of the reference standard?

If a threshold was used, was it pre-specified? No No No No No Unclear No

Could the conduct or interpretation of the index Unclear risk Unclear risk High risk Unclear risk Unclear risk High risk Low risk
test have introduced bias?

Avre there concerns that the index test, its Low concern Low concern Low concern Low concern Low concern High concern Low concern
conduct, or interpretation differ

from the review question?

Is the reference standard likely to correctly classify | Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes

the target

condition?

Were the reference standard results interpreted Unclear Unclear No Unclear Unclear Unclear Yes

without knowledge of

the results of the index test?

Could the reference standard, its conduct, or its Low risk Unclear risk High risk Unclear risk Unclear risk Unclear risk Low risk
interpretation have

introduced bias?

Avre there concerns that the target condition as Low concern Unclear concern Low concern Low concern Low concern Low concern Low concern
defined by the reference

standard does not match the question?

Was there an appropriate interval between index Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear Yes Yes

test and reference

standard?

Did all patients receive the same reference Yes Yes Yes No Yes Yes Yes
standard?

Were all patients included in the analysis? Yes Yes Yes No No Yes No

Could the patient flow have introduced bias? Low risk Low risk Low risk High risk High risk Unclear risk Unclear risk
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Abbreviations List

ATS: American Thoracic Society

AUC: Area under curve

Cl: Confidence interval

ERS: European Respiratory Society

FeNO: Fraction of Exhaled Nitric Oxide

LR: Likelihood ratio

PPB: Parts per billion

ROC curve: Receiver Operating Characteristics curve

ABSTRACT:

Background: Airways inflammation may precede pulmonary dysfunction in
wheezing individuals. The fraction of exhaled nitric oxide (FeNO) has been
described as a useful method for wheezing diagnosis in children, however, its
application requires evidence. This study aimed to determine the accuracy of
FeNO in identifying wheezing in preschoolers.

Methods: A cross-sectional study was carried out with children from 3-5 years
old, from Brazilian day care centers and public schools. They were evaluated by
FeNO measurement through the single breath method, and by ATS-DLD-78-C
guestionnaire that is used as a gold standard to phenotype wheezing patterns.

Results: The sample consisted of 243 non-wheezing children, 118 non-
recurrent wheezing and 62 recurrent wheezing. The means of FeNO and
confidence intervals of 95%, were 5.4 (Cl 95%, 5.2-5.6); 7.5 (Cl 95%, 6.9-8.2)
and 11.2 (Cl 95%, 9.6-12.7), respectively. The sensitivity, specificity, positive
and negative predictive FeNO values in the 6 parts per billion (ppb) cut-off point
that best diagnosed wheezing of non-wheezing children, were: 65.5%, 84.3%,
75.6% and 76.7%, respectively, with an area under the curve (AUC)= 0.77. At
10 ppb, the best cut-off points for differentiating recurrent wheezing of non-
recurrent wheezing were: 56.4%, 81.3%, 61.4%, 78.0%, respectively, with an
AUC= 0.69. The post-test probability for each FeNO cut-off points was
increased by 33% for wheezing and 20% for recurrent wheezing diagnosis
when associated with clinical examination.

Conclusion: FeNO can provide a reliable and accurate method to discriminate
the presence and type of wheezing in preschoolers with 92% of acceptable in
this study population.

Keywords: Sensitivity and specificity; ROC curve; wheezy; exhaled nitric oxide;
child.
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INTRODUCTION
Wheezing is a common symptom in children in the early years of life.

Among the most frequent reasons for its emergence are bronchiolitis and
asthma. Whatever the cause, wheezing has an impact on quality of life and
creates a high demand to seek medical care, especially when the episodes
become recurrent. ? Early identification of wheezing in young children provides
the opportunity for both environmental and clinical intervention reducing the
progression of inflammatory pulmonary disease.’

In preschool children the diagnosis of respiratory diseases is limited
since some diagnoses are essentially clinical, for example presence of
bronchiolitis and diagnostic tests such as spirometry with bronchodilator
reversibility and bronchial provocation are prone to problems of cooperation,
execution and reproducibility in preschool children.* > © Additionally, studies
show that children with wheezing or mild to moderate asthma often have normal
baseline values of forced expiratory volume in the first second (FEV;).”™°

The inflammatory process of the respiratory tract may be present in
wheezing children even before the pulmonary function impairment is diagnosed,
because episodes of recurrent wheezing determine the release of eosinophilic
mediators and inflammatory biomarkers, including, nitric oxide (NO).**** For
this reason, the measurement of the fraction of exhaled nitric oxide (FeNO) has
been investigated as a useful tool in the diagnosis and monitoring of respiratory
tract inflammation, especially in populations in which other pulmonary function
tests are not easily applied.** **

Studies have been shown a direct relationship between high levels of
FeNO and recurrent wheezing in preschool children, and therefore, have been
used to identify an increased risk of asthma at school-age. However, although
the FeNO measurements can provide positive perspectives for the pulmonary
monitoring of this population, the interpretation of FeNO values should be
further clarified in the different types of wheezing.'®*®

Studies have adopted heterogeneous criteria for the classification of
wheezing, and consequently, different FeNO values have been found, resulting
in conflicting information as to the determination of an optimal FeNO cut-off
which adequately differentiates the wheezing phenotypes.***® We hypothesized

that the FeNO measurement is accurate to identify wheezing and non-wheezing
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preschool and differentiate recurrent and non-recurrent wheezing. The aim of
this study, therefore, was to evaluate and establish a diagnostic FeNO value for
wheezing in preschool children compared with information from a validated

guestionnaire.

METHOD
Study sample

Based on the best sensitivity and specificity values of a pilot study with
50 volunteers, we calculated from a confidence level of 95% and a maximum
permissible error of 5%, a total sample size of 423 preschool children.*
Volunteers were recruited from 18 day care centers and/or public schools in the
city of Recife, Pernambuco, BR, chosen at random, during the period from
March to December 2014. All children were present during the data collection
period, aged between 3 and 5 years old, wheezing or not. Those with specific
diseases such as bronchopulmonary dysplasia, cystic fibrosis, tuberculosis,
current respiratory tract infection, acute wheezing, neurological or genetic
disease with clinical consequences, and the ones who failed to execute the
FeNO maneuver were excluded. All parents or caregivers of the participants
signed a letter of informed consent and the study was approved by the Ethics
Committee of the Federal University of Pernambuco, Brazil, under the protocol
number CAAE — 21377513.5.0000.5208.

Study design

A cross-sectional population-based study was conducted in the school
environment. Parents or caregivers of the children answered a questionnaire
based in American Thoracic Society and Division of Lung Diseases for children
questionnaire (ATS-DLD-78-C).? Participants were classified into three groups:
(1) non-wheezing (children who did not have episodes of wheezing in the last 6
months); (2) non-recurrent wheezing (children who presented 1 to 3 episodes of
wheezing in the last 6 months); and (3) recurrent wheezing (children who had
more than 3 episodes of wheezing in the last 6 months).”* Through the
guestionnaire, gestational age, birth weight, exposure to passive smoking,

atopy, and breastfeeding were also evaluated. All interviews were conducted by
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2 researchers who were trained about how to approach the parents of study
participants.

In the school, each subject’s weight was measured with a digital scale
accurate to 100 grams (Magna, Sdo Paulo, Brazil) and height was measured

with a stadiometer (Cardiomed, Sdo Paulo, Brazil) accurate to 1 mm.

Measurement of the fraction of exhaled nitric oxide (FeNO)

FeNO was measured by chemiluminescence through the online single
breath method, using a portable analyzer (NIOX-MINO, Aerocrine, Sweden),
according to the guidelines of the American Thoracic Society / European
Respiratory Society?” and expressed in parts per billion (ppb). The children
were placed sitting comfortably without nose clip, instructed to inhale the
ambient air with nitric oxide removed through a mouthpiece, to approximately
total lung capacity, and then, performing exhalation with constant flow rate of 50
ml/s for at least 6 seconds. Children who were not successful in performing the
maneuver after up to 10 test attempts were excluded.

All evaluations were performed by the same operator, at the subject’s
school, in a quiet isolated environment, and at the same time of day (morning)
thus preventing exposure of the volunteer to extrinsic factors for at least 1 hour
before the test, such as: smoke, strenuous physical exercise, nutrition and
medication use. The operator was not blind to the wheezing rating from the

scale.

Statistical analysis

The analysis was performed using SPSS® 20.0 software (Chicago,
USA). The mean values for FeNO of the three groups were compared by one-
way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni test. For categorical
variables, we used the Pearson’s chi-square test. Data were expressed as
mean + standard deviation and frequency. Significance was determined by
p<0.05.

The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV), likelihood ratio (LR), Youden's index and Receiver
Operating Characteristics (ROC) curve were calculated using MedCalc 15.0

software (Ostend, Belgium).
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RESULTS

From 489 eligible children, 66 were excluded. Among those, 35 were
unable to perform the maneuver (Figure 1). The sample was then composed of
243 non-wheezing (NW), 118 non-recurrent wheezing (NRW) and 62 recurrent
wheezing (RW) classified by questionnaire information. The FeNO values in the
groups were 5.4 ppb (Cl 95%, 5.2-5.6) for NW; 7.5 ppb (Cl 95%, 6.9-8.2) for
NRW; and 11.2 ppb (Cl 95%, 9.6-12.7) for RW, (p<0.001). Atopy, passive
smoking, low weight and oxygen therapy at birth were significantly higher for the
groups of wheezing (p<0.01). The characteristics of the participants are

presented in Table 1.

Accuracy of FeNO for the diagnosis of wheezing (non-recurrent and recurrent
wheezing compared to non-wheezing)

The sensitivity and specificity values, PPV, NPV and Youden index for
each cut-off point are listed in Table 2. As shown in Figure 2, the ROC curve
with best relationship between sensitivity and specificity determined a value of 6
ppb of FeNO, with 65.5% (CI 95%, 58,1-72,4) sensitivity and 84.3% (Cl 95%,
79,1- 88,6) specificity, with the area under the curve (AUC) of 0.77 (Cl 95%,
0.72-0.82 and p< 0.000). Given the prevalence of wheezing in the study of 43%,
a FeNO value higher or equal to 6 ppb showed a wheezing PPV of 75,6% (CI
95%, 68,1-82,1) and the NPV was 76,7% (Cl 95%, 71,2-81,7).

Accuracy of FeNO for the diagnosis of recurrent wheezing (compared to non-
wheezing)

The results for each cut-off are listed in Table 3. Between these two
groups (RW and NRW), the accuracy of FeNO was lower. The best ROC curve
was found at the cut-off point of 10 ppb, with a sensitivity of 56.4% (Cl 95%
43,2- 69,0), specificity of 81.3% (Cl 95%, 73,1- 87,9) and AUC of 0.69 (Cl 95%,
0.60-0.77), p< 0.000 (Figure 2). For a recurrent wheezing frequency of 15%, the
PPV was 61,4% (Cl 95%, 47,5-74,0) and the NPV 78% (Cl 95%, 69,6-85,0).

Likelihood ratio (LR)
Likelihood ratios are typically used in to assessing the clinical value of

performing a diagnostic test. They incorporate sensitivity and specificity of the
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test to determine whether a test result changes the probability that a condition
exists facing a pre-test probability known for gold standard information.
Youden’s index is suggested as a way of summarizing the performance of a
diagnostic test. Its value ranges from 0 to 1, when zero value, the diagnostic
test gives the same proportion of positive results for groups with and without the
disease, the test is useless. When 1, indicates that there are no false positives
or false negatives, therefore, the test is perfect.

The LR + to 6 ppb cut-off point was 4.19 (Cl 95%, 3.07-5.72) and the LR-
was 0.41 (Cl 95%, 0.33-0.50). According to the prevalence observed in the
study, the pretest probability for wheezing was 43%. Using the nomogram for
LR+ was observed that the children presenting FeENO greater than or equal to 6
ppb obtained a post-test probability of 76% to have wheezing. In contrast, those
who have not reached the cut-off point, showed post-test probability of only
23%. As for the 10 ppb cut-off point, a LR+ of 3.03 (Cl 95%, 1.96-4.68) and LR-
of 0.54 (Cl 95%, 0.40-0.72) was observed. The pretest probability for recurrent
wheezing was 15%. According to the values obtained by the nomogram,
children who have reached or exceeded this cut-off point, showed 35% post-
test probability of developing recurrent wheezing. While the children who have
not reached the FeNO value of 10 ppb, presented post-test probability of 9%
(Figure 3).

DISCUSSION

This is the first reported study in Brazilian preschool children to
determine the accuracy of FeNO in the diagnosis of recurrent and non-recurrent
wheezing. First, this is a method of easy execution in preschoolers, the high
percentage of acceptable measurements in this study was higher than the

Malmberg et al.®

in Finnish preschoolers and the Caudri et al in Dutch children
of four years old.?*

Our results demonstrate that FeNO can be a reliable early diagnostic tool
to identify and differentiate wheezing and recurrent wheezing in preschool
children. Our found cut-off points are consistent with the literature.*?% With
respect to the cut-off point for recurrent wheezing, our results are consistent
with the case-control of Malmberg et al*® with Finnish preschoolers, which using

the same unique breathing technique, the cut-off point to differentiate persistent
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wheezing / recurrent of chronic cough and from healthy children was 9.7ppb.
Two studies that did not determine the cut-off point for wheezing, but
differences between the central and dispersion measurements among groups
also show results consistent with those observed in our population. In a cut-off
with children under four years old in Switzerland, the mean of FeNO in the
wheezing with a low probability of asthma was 6.4 ppb, and in the wheezing
with high probability of asthma was 11.6 ppb.” In a study with Korean
preschoolers, those transient wheezing had a mean FeNO value of 11.5 ppb
and 14.4 ppb for persistent wheezing.?’

We might note, therefore, that our limits of FeNO values were similar to
described in the literature, however in those studies there was no diagnostic
validation, therefore our finding could reinforce previous results and offer an
accuracy information too.

By the findings of this study, FeNO improves the diagnostic accuracy of
wheezing when associated with clinical examination by the increase of the post-
test probability. The same is true for the diagnosis of recurrent wheezing. There
is biological plausibility for this. First, nitric oxide excretion by respiratory system
is dependent on eosinophilic inflammation, a characteristic of asthma.?® Also
being the preschooler wheezing from multifactorial nature, occupying the atopic
asthma a less important space in this group than in older individuals admits that
the test is most useful in younger children, where the lung function tests and
allergy tests are less helpful.?* 3% 3

In a parallel study of the same population of 423 preschool children,
spirometry was attempted with only about 50% success (Burity, et al., in press).
In contrast, 92% of the children demonstrated successful maneuver with FeNO.
This suggests that the FeNO maneuver is easy to perform in 3 — 5 year old
children. Unlike spirometry, FeNO is a good candidate for identify children with
probable development of wheezing prior to manifestation of symptoms required
for a clinical diagnosis of asthma.

In this context of the possibility of identification of wheezing in preschool
children can allows early intervention possible reducing future costs such as
doctors visits, unscheduled clinic and emergency visits, hospitalization, lost
days of school as well mortality. Despite the initial costs for the acquisition of
FeNO portable device ($4,000 US) and Sensors ($1,500/ 300 tests) the cost for
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mass screening of preschool children would be as low as $6.00/test. This
represents a small investment per child to offset the much greater savings
through early identification and intervention. Therefore, further studies should
be developed to determine whether FeNO screening associated to early
environment and clinical interventions would reduce the progress and cost of

pulmonary disease as children get older.

Strength and limitations of the study

A favorable aspect of this study was the sample, it has been sourced
from child care centers and schools, which characterizes as a population based,
and has had an enough number of participants so that the subgroups were not
small. In addition, the study was designed according to the guidelines of the
Standards of Reporting of Diagnostic Accuracy (STARD).*? Although no mask
was used in between tests, the results of FeNO are determined objectively and
it is believed that subjects did not experience a learning effect or interference
from the examiner, additionally, all measurements were systematically
performed after the gold standard. The reference standard for determination of
wheezing was the questionnaire ATS-DLD-78-C, recommended by the
Epidemiology Standardization Projects, validated in Brazil for children under 13
years old.*

Another positive aspect relates to the study design. How the objective of
our study was evaluate FeNO performance, a cross-sectional design is more
indicated method. Differently when the objective is screening the test, the cohort
study is indicated because can confirm the wheezing phenotypes through
evaluation when children become older, for allergy tests and bronchial
provocation.

On the other hand, some limitations have occurred. According to Cane et
al®, parents / caregivers of English children from 5 months to 16 years old do
not accurately define wheezing by written questionnaire when compared to
video questionnaire. This study did not use video questionnaire because was
chosen the most common mode of inquiry. This, in a certain way, increased the
usefulness of FeNO, which potentially reduced the selection bias.

In conclusion, measurement of FeNO can be considered as a reliable

tool to identify and differentiate wheezing and recurrent wheezing in
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preschoolers, using cut-off points of 6 ppb for wheezing and 10 ppb for
recurrent wheezing. It is an easy measurement and well tolerated by children.
However, studies of different genetic and broader socio-demographic

populations are needed to confirm these findings.
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TABLES

Table 1 — Baseline characteristics of study participants in each group.

91

Non-wheezing Non-recurrent
(n=243) wheezing
(n=118)

Age (months) 58,4+7,6 58,1+8,2
Male sex 126 (51,9%) 62 (52,5%)
Weight (Kg) 18,9£3,8 18,5+2,9
Height (cm) 106,8+6,8 105,8+6,1
Exclusive breastfeeding 5,0+4,3 4,7+4.8
(months)
Gestational age 28 (11,5%) 17 (14,4%)
(<37weeks)
Birth weight (<25000) 17 (7%) 13 (11%)
02 use at birth 15 (6,2%) 16 (13,6%)
Passive smoking 124 (51%) 77 (65,3%)
Atopy 171 (70,4%) 103 (87,3%)
FeNO (ppb) 5,4+1,3 7,5£3,6

Recurrent wheezing
(n=62)

57,0+9,1

27 (43,5%)
19,045,3

105,7+6,8

5,1+6,9

10 (16,1%)

10 (16,1%)
14 (22,6%)
37 (59,7%)
55 (88,7%)

11,2+5,9

P - value

NS
NS
NS
NS

NS

NS

0,02*
<0,0001*
0,03*
<0,0001*

<0,0001+

Abbreviations: n= number of individuals; FeNO= exhaled nitric oxide fraction; ppb= parts per billion;
NS=not significant. Data are expressed by mean + SD and frequency (%). *Qui-quadrado test; fANOVA



Table 2 — Cut-off points of FeNO to wheezing diagnosis.
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FeNO
(ppb)

Sensitivity %

65,56 (Cl: 58.12 to 72.47)
54,44 (CI: 46.87 to 61.87)
49,44 (CI: 41.93 t0 56.98)
40,00 (CI: 32.78 to 47.55)

31,67 (Cl: 24.95 to 39.00)

Especificity %

84,36 (Cl: 79.17 to 88.69)
90,95(Cl: 86.95 to 93.16)
93,42 (Cl: 89.53 t0 96.19)
95,88 (Cl: 92.56 to 98.01)

96,71 (Cl: 93.61 to 98.56)

PPV%

75,64 (CI: 68.13 to 82.15)
81,67 (Cl: 73.57 to 88.14)
84,76 (CI: 76.43 to 91.03)
87,80 (CI: 78.71 to 93.98)

87,69 (Cl: 77.17 to 94.52)

NPV%

76,78 (Cl: 71.24 t0 81.71)
72,94 (CI: 67.56 to 77.86)
71,38 (CI: 66.08 to 76.29)
68,33 (CI: 63.10 to 73.23)

65,64 (CI: 60.47 to 70.55)

LR+

4.19 (CI: 3.07 10 5.72)
6.01 (CI: 3.95 t0 9.16)
7.51 (Cl: 4.57 t0 12.33)
9.72 (CI: 5.16 to 8.30)

9.62 (CI: 4.71 to 19.65)

0.41(Cl:
0.50(Cl:
0.54(Cl:
0.63(Cl:

0.71(Cl:

LR-

0.33 to 0.50)
0.42 to 0.59)
0.47 t0 0.63)
0.55 to 0.71)

0.64 t0 0.78)

Youden
Index

0,49
0,45
0,42
0,35

0,28

Abbreviations: PPV= positive predictive value; NPV= negative predictive value.



Table 3 — Cut-off points of FeNO to recurrent wheezing diagnosis.
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FeNO Sensitivity %
(Ppb)
>6 74,19 (CI: 61.50 to 84.47)
>7 70,97 (Cl: 58.05 to 81.79)
>8  69,35(Cl: 56.35 t0 80.43)
>9 62,90 (CI: 49.69 to 74.83)
>10 56,45 (Cl: 43.26 to 69.01)
>11 46,77 (Cl: 33.99 to 59.88)
>12 43,55 (Cl: 30.99 to 56.74)
>13 35,48 (Cl: 23.75 to 48.66)
>14 32,26 (Cl: 20.94 to 45.34)
>15 27,42 (Cl: 16.86 to 40.23)

Especificity %

38,98 (CI:
54,24 (CI:
61,02 (CI:
72,03 (CI:
81,36 (CI:
83,05 (CI:
87,29 (CI:
89,83 (CI:
93,22 (CI:

95,76 (CI:

30.14 to 48.39)
44.82 to 63.44)
51.61 to 69.86)
63.02 to 79.90)
73.14 10 87.93)
75.04 t0 89.33)
79.90 to 92.70)
82.91 to 94.63)
87.07 t0 97.02)

90.38 t0 98.59)

38,98 (CI:
44,90 (CI:
48,31 (CI:
54,17 (CI:
61,40 (CI:
59,18 (CI:
64,29 (CI:
64,71 (CI:
71,43 (CI:

77,27 (CI:

PPV%

30.14 to 48.39)
34.83 t0 55.28)
37.59 t0 59.16)
42.01 10 65.97)
47.58 to 74.00)
44.21 10 73.00)
48.03 10 78.44)
46.49 10 80.24)
51.33 to 86.74)

54.62 t0 92.09)

74,19(Cl

78,05(CI:
79,12(Cl:
78,70(CI:
78,05(Cl:
74,81(ClI:
74,64(Cl:
72,60(CI:
72,37(Cl:

71,52(Cl:

NPV%

 61.50 to 84.47)
67.54 10 86.44)
69.33 t0 86.93)
69.78 to 85.99)
69.69 to 85.01)
66.48 to 81.98)
66.53 to 81.65)
64.61 to 79.65)
64.54 to 79.30)

63.80 to 78.41)

1.22 (Cl
1.55 (CI
1.78 (Cl
2.25(Cl
3.03(Cl
2.76 (CI
3.43(Cl

3.49 (CI

4.76 (CI: 2.22 10 10.18)

6.47 (Cl: 2.51t0 16.71)

LR+

:0.99 to 1.49)
: 1.20 to 2.00)
:1.34 10 2.35)
: 1.59 to 3.18)
: 1.96 to 4.68)
: 1.71to 4.46)
: 1.97 to 5.95)

- 1.85 10 6.57)

0.66 (CI:
0.54 (CI:
0.50 (CI:
0.51 (CI:
0.54 (CI:
0.64 (CI:
0.65 (CI:
0.72 (CI:
0.73 (CI:

0.76 (CI:

LR-

0.41 to0 1.07)
0.35 t0 0.82)
0.34 10 0.75)
0.37 10 0.73)
0.40 t0 0.72)
0.50 to 0.82)
0.51t0 0.81)
0.59 to 0.87)
0.61 to 0.87)

0.65 t0 0.89)

Youden
Index

0,13
0,25
0,30
0,34
0,37
0,29
0,30
0,24
0,25

0,23

Abbreviations: PPV= positive predictive value; NPV= negative predictive value.
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FIGURES

Figure 1: Flow chart of participant selection according to STARD.
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Figure 2: ROC curves analyses estimated optimal cut-off point of FeNO. A: FeNO for
wheezing diagnosis (6ppb [AUC, 0.77; CI: 0.72-0.82]) and B: FeNO for recurrent
wheezing diagnosis (10ppb [AUC, 0.69; CI: 0.60-0.77]) in preschool children.
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Figure 3: Nomograms of probability diagnostic for wheezing and recurrent wheezing.
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ABSTRACT

Background: Different risk factors can contribute to the occurrence of
wheezing, particularly in children. However, there are no studies that report the
influence of high airway inflammation for this diagnostic. Therefore, the aim of
this study was to identify, among different risk factors, the probability of
wheezing in preschool children with high degree of airway inflammation.

Methods: Questionnaire of respiratory diseases was administered to parents of
preschoolers at public schools in Brazil. Children were evaluated by the fraction
of exhaled nitric oxide (FeNO) using the single breath method. Risk factors for
wheezing were assessed using bivariate and multivariate analyzes accordance
with the theoretical model to obtain odds ratio outcome.

Results: The sample consisted of 423 children, of which 43% were considered
wheezing. After multiple logistic regression analysis the variables which
remained associated with wheezing were: allergic rhinitis (OR=2.04;
Cl95%=1.08-3.84), atopic  dermatitis (OR=2.51; CIl95%=1.27-4.96),
hospitalizations (OR=7.62; Cl95%=3.64-15.95) and airway inflammation
(OR=8.44; CI95%=2.93-24.29). The estimated probability to develop wheezing
with all factors present was 99.5%, while 15.7% were observed in the absence
of factors mentioned.

Conclusion: A screening tool such as FeNO may help identify preschoolers at
risk of developing wheezing independent of the presence of risk factors.

Keywords: child, exhaled nitric oxide, logistic regression, odds ratio and
wheezy.
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INTRODUCTION

Wheezing is a common condition in preschool children. It can occur in
different lung diseases, through gastroesophageal reflux, foreign body
aspiration, and even congenital structural anomaly.’® At preschool age,
anatomical and functional disadvantages of airway makes wheezing disorders
more common, with approximately half of all children up to six years
experiencing at least one episode. Despite the reversibility over time, earlier
onset of these episodes is associated with greater deterioration of lung function,
more persistent symptoms and greater potential for adverse changes in
adulthood, such as asthma.*®

Studies shows that genetic and environmental factors are involved in the
pathology of wheezing, and the high interaction between these factors can
results in more recurrent episodes and strong expression of the disorder.”®
Consequently, understanding risk factors influenced wheezing process is
fundamental to predict the future expression of asthma.® 1°

It is well reported in the literature that birth weight, prematurity, oxygen
exposure, smoking exposure, personal and family atopy history, socioeconomic
status, as well as sex and age are factors that can influence pulmonary
function, cellular growth and bronchial reactivity.** In addition early post-natal
respiratory infections can also interfere on development of respiratory and
immune systems maturation. The effects of these factors are related to the
presence of inflammatory cells and the release of inflammatory mediators in the
airways. "3

While factors involved in the pathological wheezing process have been
identified, studies do not report how the high degree of biomarkers release
including nitric oxide (NO) can influence wheezing development as a risk factor.
Levels of fractional exhaled nitric oxide (FeNO) are elevated in asthma,
especially when eosinophilic inflammation is present, and predict response to
steroid.**

Therefore, the aim of this study was to determine, through the best model
of interaction between potential risk factors, what is the probability of developing

wheezing in preschool children with high degree of airway inflammation.
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METHOD

Study design and population

A cross-sectional population-based study was performed in order to
assess the prevalence and risk factors of wheezing in preschool children,
through interviews based on the American Thoracic Society and Division of
Lung Diseases for Children Questionnaire (ATS-DLD-78-C), previously
adapted and validated for use in children less than 13 years.' The sample size
was calculated based on wheezing prevalence in infants of Medeiros et al.
(2011)*°, considering a power of 80%, a confidence interval level of 95% and a
maximum permissible error of 5%, the sample size was set in 377 children. In
this value was added 10% to compensate the possible losses totaling 423
children.

Interviews were conducted with parents or caregivers of children aged
between 3 and 5 years, wheezing or not, who attend day care centers and
public schools in the metropolitan region of Recife - Brazil, between the period
from March to December 2014. All interviews were standardized and performed
by two trained researchers, who were instructed to only read the questions and
record answers, and not to provide additional clarification. Preschool children
with known history of specific respiratory disease (bronchopulmonary dysplasia,
cystic fibrosis, tuberculosis, current airway infection, acute exacerbation of

asthma), neurological or genetic diseases were excluded.

Researched variables and data source

Parent or guardians were verbally asked to answer questions about
wheezing; demographic factors such as: sex, age, family history of asthma,
airway inflammation; socioeconomic status such as: family income, maternal
age, maternal education; environmental conditions such as: smoking in
residence, smoking during pregnancy, attendance at day cares; gestation and
childbirth such as: prematurity, birth weight, oxygen use at birth; breastfeeding;
and health conditions such as: hospitalizations, atopic dermatitis, allergic rhinitis
and cold symptoms in the last 2 weeks. Children were considered as sibilant if
they had presented at least one episode of wheezing in the past six months, in

need or not of bronchodilator use®; gestational age less than 37 weeks was
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classified as premature; children with birth weight less than 2,500g9 were
classified as underweight; and exclusive breastfeeding less than six months
was classified as inadequate breastfeeding.

For airway inflammation assessment, children were evaluated to
determine the fraction of exhaled nitric oxide by chemiluminescence method
using a portable analyzer (NIOX MINO, Aerocrine, Sweden) according with the
American Thoracic Society / European Respiratory Society guidelines,
expressed in parts per bilion (ppb).}” The children were placed sitting
comfortably without nose clip, instructed to inhale the ambient air with nitric
oxide removed through a mouthpiece, to approximately total lung capacity, and
then, performing exhalation with constant flow rate of 50 ml/s for at least 6
seconds. All evaluations were performed by the same operator, at the subject’s
school, in a quiet isolated environment, and at the same time of day (morning)
thus preventing exposure of the volunteer to extrinsic factors for at least 1 hour
before the test, such as: smoke, strenuous physical exercise, nutrition and
medication use. Children with FeNO value above to 10 ppb were considered as

high degree of airway eosinophilic inflammation.*®

Statistical analysis

The dependent variable in this study is wheezing diagnosis. The
independent variables were hierarchical in distal, intermediate and proximal
levels in accordance with the theoretical model adopted by WHO'® (Figure 1).
The variables included at the distal level were related to socioeconomic
conditions such as family income and maternal education. The cut-off point of
family income adopted was thousand real for correspond approximately to the
median income of the sample. Another factors included at this level were sex,
age, family history of asthma and atopy.

At the intermediate level, the variables were classified in three categories
of analysis: environmental factors (passive smoking in residence and smoking
during pregnancy), nutritional factors (gestational age, low birth weight and
breastfeeding) and child care-related factors (maternal age and maternal marital
status). At proximal level were included morbid antecedents of child such as:
oxygen use at birth, atopic dermatitis, allergic rhinitis, asthma diagnosis,

hospitalizations and airway inflammation (FeNO value).
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For all data analysis we used the statistical program SPSS 20.0.
Frequency tables were constructed and calculated some descriptive measures
such as proportions, means, OR and confidence intervals. To explain the
development of wheezing were made two-dimensional analysis using Pearson's
independence test or Mann-Whitney test to compare means of non-categorical
variables. We proceeded to the bivariate analysis and odds ratio calculation
(OR) with confidence interval of 95% (Cl 95%) for evaluation of possible
associations between studied variables and outcome. In multiple logistic
regression analysis were included those variables that reached 20% (p<0.20) of
significance level in the bivariate. Considering the distal level as a determinant
the other, the variables that level were analyzed separately, and those
statistically significant (p<0.05), integrated adjustments of variables of

subsequent levels. This procedure it was repeated on until the proximal level.

Ethical considerations

The study was approved by the Ethics Committee of Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Brazil, under the protocol number CAAE-
21377513.5.0000.5208. All responsible relatives were informed about survey
goals and signed a free and clear consent form.

RESULTS

In the present study, 474 children’s parents were interviewed but only
423 children achieved correct maneuvers to evaluate the degree of airway
inflammation (FeNO) (Figure 2). In relation to demographic characteristics of
preschoolers, 215 (50.8%) were male and the average (xSD) age, weight and
height at the time of evaluation were 58.1 (+ 8.0) months, 18.8 (+ 3.8) kg, and
106.3 (= 6.6) cm, respectively. Regarding the parent or guardian’s
characteristics, 206 (48.7%) were singles and 183 (43.3%) studied up out of
elementary school. The wheezing prevalence observed in this study was 43%.

Tables 1, 2 and 3 show comparisons between wheezing and non-
wheezing as to characteristics of interest to bivariate analysis considering the
distal, middle and proximal level, respectively. As shown in Table 1, the level of
maternal education and sex were not significantly associated with wheezing.

The presence of wheezing was significantly more frequent in children with low
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family income, age below four years, family history of asthma and atopy
(p=0.135; p=0.175; p=0.000 and p=0.001, respectively). Risk factors classified
as intermediate by the hierarchical model are shown in Table 2. It was observed
that children exposed to passive smoking at home have 20% more chance to
develop wheezing when compared to non-exposed (p=0.091), while those
children who had breastfeeding for more than six months showed 20%
protection for wheezing, i.e. less chance to trigger the disease (p=0.125). For
risk factors related to the proximal level, all were significantly associated with
wheezing (Table 3).

After multiple logistic regression analysis where adjustments were made
by variables of distal to proximal level (Table 4), the variables which remained
associated with wheezing in descending order of OR were: allergic rhinitis
(OR=2.04), atopic dermatitis (OR=2.51), hospitalizations (OR=7.62) and airway
inflammation (OR=8.44). Table 5 shows the distribution of estimated
probabilities by regression model to develop wheezing according to possible
explanatory factors. For the worst case scenario, when all risk factors are
present the probability to develop wheezing was 99.5%. However, even in the
absence of all risk factors children still had a 15.7% probability of developing

wheezing in preschool age.

DISCUSSION

The findings of this study show that factors such as allergic rhinitis, atopic
dermatitis, hospitalizations and high airway inflammation were directly related to
risk of developing wheezing in preschoolers.

Previous studies have documented the fraction of exhaled nitric oxide as
a sensitive marker of eosinophilic airway inflammation and differentiation
wheezing types in preschoolers.'®2! High FeNO values are strongly related to
more severe phenotypes of disease.?® In the present study, children with grade
inflammation = 10 ppb were 8 times more likely to develop wheezing. These
findings are consistent with Singer et al. (2013) who evaluated FeNO as a risk
factor for asthma at school age, reporting that preschoolers with a FeNO value
higher than 10.1 ppb had nine times greater risk when compared to children
with FeNO between 0.5 and 5.2 ppb.?®
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In 2009, Beigelman et al. also investigated the effect of high FeNO
values on development of respiratory tract diseases in preschool wheezing and
associated higher FeNO measures with a relative risk of 3.8.2* Therefore, these
findings suggest that FeNO is a valuable tool in assessing the probability of
developing wheezing, largely because it is a biological marker, unlike the
clinical risk factors most frequently reported at the literature.

Hospitalizations for lung disorder up to two years of age were closely
related as a risk factor for developing wheezing in preschool children with a
relative risk of 7.62. This found may be explained because children with
recurrent hospitalizations in early life are more frequently subjected to oxygen
therapy and possibly accumulate the negative effects of O, " # Inhalation of
high oxygen fraction leads to presence of free radicals, superoxide, hydrogen
peroxide and peridroxil radicals overproduction which damage the lungs,
causing leukocytes migration and inflammatory mediators release. Depending
on the intensity and the exposure time, these effects are aggravated and may
progress to develop chronic lung disease. %°

A meta-analysis by Been et al. (2014) investigated the risk of developing
asthma and wheezing in children born prematurely. There was evidence that
premature birth (especially severe) increases the risk of asthma and the oxygen
exposure was described as an important factor involved. Authors explained
that it occurs because the oxygen exposure is a common need in the first days
of birth for this population.” More likely, the presence of lung disease at that age
is associated with some form of inflammation of the airway or lung parenchyma.
The release of inflammatory mediators caused by O, exposure or chronic
inflammation can lead to diffuse alveolar damage, persistent pulmonary
damage and thus more likely to develop a symptomatology such as
wheezing.>?’

Atopic dermatitis and allergic rhinitis present the same chance to develop
wheezing. These two conditions together with asthma are the classical triad of
atopic disease. Clinical signs progression, generally starting with the dermatitis,
after allergic rhinitis and progressing to chronic asthma, represents the natural
course of allergic reactions, also known as atopic march.”® Mechanisms
involving the progressive development of these diseases are still poorly

understood, but it is believed there are genetic and immunological basis



105

common among these three diseases, differing only as to the part of the body
that will manifest: skin for dermatitis, nose for rhinitis and airways to asthma.
Therefore, children with dermatitis or rhinitis have previously sensitized
lymphocytes, either by epicutaneous or respiratory tract, which when in contact
with the antigen, are activated by releasing cytokines that recruit inflammatory
cascade and predispose to wheezing.?®

Linhares et al. (2011) confirmed the impact of allergic rhinitis in airway
inflammation through exhaled nitric oxide values. Children with rhinitis have
higher FeNO values when compared to healthy, and this relationship is even
stronger when associated with atopy.?® Subsequently, Jacinto et al. (2013)
published a systematic review of influence factors in FeNO measurement and
was observed that atopy investigation, as a specific individual factor, it was
objective of most studies.*°

Analyzing the wheezing probability by risk factors combination, it was
seen that for the worst outcome, i.e. presence of all factors, preschool of this
study present 99.5% chance to wheezing developing. This information reflects
the severity of the risk factors interaction and reinforces the idea that it is
necessary early treatment of potential children. On the other hand, although
low, the absence of any risk factors investigated in this study is associated with
a 15.7% chance of wheezing developing and it may be explained by etiological
heterogeneity of this disease.®*>°

Probably, our limitation was due to study design, particularly because in
a cross-sectional is not possible to follow the progression of risk factors over
time. However, the predictive use of FeNO provides identification of children
with and without apparent risk factors who may develop wheezing.
Consequently, there is likely a role for screening of preschool children to
support early intervention prior to development of severe lung inflammation,
especially because early intervention may reduce health care costs for a life
time. In conclusion, our results suggest that a screening tool such as FeNO may
help identify preschool children at risk of developing wheezing independent of

the presence of risk factors.



106

ACKNOWLEDGMENTS

The study was supported by grants from CNPq (Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico), FACEPE (Fundacdo de Amparo a
Ciéncia e Tecnologia do estado de Pernambuco) and CAPES/PROCAD-NF

(Grant no. 792/2009) as responsable Prof. Armele Dornelas de Andrade.



107

REFERENCES

1. Ducharme F, Tse SM, Chauhan B. Diagnosis, management, and
prognosis of preschool wheeze. Lancet. 2014; 383(3): 1593-604.

2. Hovland V, Riiser A, Mowinckel P, Carlsen K. The significance of early
recurrent wheeze for asthma outcomes in late childhood. Eur Respir J.
2013;41(4):838-845.

3. Neto H & Rosario N. Wheezing in infancy: epidemiology, investigation,
and treatment. J Pediatr. 2010; 86(3):171-178.

4. Solé D. Childhood wheezing. J Bras Pneumol. 2008; 34(6): 337-339.

5. Sonnappa S, Bastardo C M, Wade A, et al. Symptom-pattern phenotype
and pulmonary function in preschool wheezers. J Allergy Clin Immunol.
2010; 126(3): 519-526.

6. Tenero L, Tezza G, Cattazzo E, Piacentini G. Wheezing in preschool
children. Early Hum Dev. 2013; 89(3): 13-17.

7. Been J, Lugtenberg M, Smets E, et al. Preterm Birth and Childhood
Wheezing Disorders: A Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS
Med. 2014;11(1).

8. Dela Bianca A, Wandalsen G, Solé D. Wheezing infant: prevalence and
risk factors. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol. 2010;33(2): 43-50.

9. Lima JAB, Fischer GB, Sarria EE, Mattiello R, Solé D. Prevalence of and
risk factors for wheezing in the first year of life. J Bras Pneumol. 2010;
36(5): 525-531.

10.Visser CA, Garcia-Marcos L, Eggink J, Brand PL. Prevalence and risk
factors of wheeze in Dutch infants in their first year of life. Pediatr
Pulmonol. 2010; 45(2): 149-56.

11.Duijts I, Jaddoe VWV, Van der Valk RJP, Henderson JA, et al. Fetal
Exposure to Maternal and Paternal Smoking and the Risks of Wheezing
in Preschool Children. Chest. 2012; 141(4): 876-885.

12.Garcia-Marcos L, Mallol J, Solé D, Brand PLP. International study of
wheezing in infants: risk factors in affluent and non-affluent countries
during the first year of life. Pediatr Allergy Immunol. 2010; 1-11.

13.Neto H & Rosario NA. Protection and risk factors for recurrent wheezing
in the first year of life in Curitiba. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol. 2009;
32(5):189-193.

14.Sivan Y, Gadish T, Fireman E, Soferman R. The use of exhaled nitric
oxide in the diagnosis of asthma in school children. J Pediatr
2009;155:211-6.



108

15.Esteves AZ. Adaptacdo e validacdo do questionario ATS-DLD-78-C,
para diagnoéstico de asma em criangcas com até 13 anos. [Dissertacao].
1995. S&o Paulo: Universidade Federal de Séao Paulo.

16.Medeiros D, Silva A, Rizzo J, Sarinho E, Mallol J, Solé D. Prevalence of
wheezing and associated risk factors among infants in Recife,
Pernambuco State, Brazil. Cad. Saude Publica. 2011;27(8):1551-1559.

17.American Thoracic Society/European Respiratory Society.
Recommendations for Standardized Procedures for the Online and
Offline Measurement of Exhaled Lower Respiratory Nitric Oxide and
Nasal Nitric Oxide. Am J Respir Crit Care Med. 2005;171: 912-930.

18.Moeller A, Diefenbacher C, Lehmann A, et al. Exhaled nitric oxide
distinguishes between subgroups of preschool children with respiratory
symptoms. J Allergy Clin Immunol. 2008;121(3):705-709.

19.World Health Organization. Preventing chronic diseases: a vital
investment. Geneva: World Health Organization; 2005.

20.Malmberg L, Pelkonen A, Haahtela T, Turpeinen M. Exhaled nitric oxide
rather than lung function distinguishes preschool children with probable
asthma. Thorax. 2003; 58:494-499.

21.0h M.-A, Shim J, Jung Y.-H, et al. Fraction of exhaled nitric oxide and
wheezing phenotypes in preschool children. Pediatr Pulmonol.
2013;48(6):563-570.

22.Price D, Ryan D, Burden A, et al. Using fractional exhaled nitric oxide
(FeNO) to diagnose steroid-responsive disease and guide asthma
management in routine care. Clin Transl| Allergy. 2013; 3(1): 37.

23.Singer F, Luchsinger I, Inci D, et al. Exhaled nitric oxide in symptomatic
children at preschool age predicts later asthma. Allergy. 2013;68:531—
538.

24.Beigelman A, Mauger DT, Phillips BR, et al. Effect of elevated exhaled
nitric oxide levels on the risk of respiratory tract illness in preschool-aged
children with moderate-to-severe intermittent wheezing. Ann Allergy
Asthma Immunol. 2009; 103:108-113.

25.Caudri D, Savenije O, Smit H, et al. Perinatal risk factors for wheezing
phenotypes in the first 8 years of life. Clin Exp Allergy. 2013;43:1395—
1405.

26.Lodge CJ, Zaloumis S, Lowe AJ, et al. Early-life risk factors for childhood
wheeze phenotypes in a high-risk birth cohort. J Pediatr. 2014; 164(2):
289-294.

27.Neto H & Rosario NA. Risk factors for wheezing in the first year of life. J
Pediatr. 2008; 84(6): 495-502.



109

28. Boechat JL, Frangca AT. Marcha atOpica. Rev. Bras. Alerg. Imunopatol.
2008; 31(4):139-145.

29.Linhares D, Jacinto T, Pereira AM, Fonseca JA. Effects of atopy and
rhinitis on exhaled nitric oxide values - a systematic review. Clin Transl
Allergy. 2011; 1(8): 1-7.

30.Jacinto T, Alving K, Correia R, Costa-Pereira A, Fonseca J. Setting
reference values for exhaled nitric oxide: a systematic review. Clin Respir
J. 2013; 7: 113-120.

31.Dela Bianca A, Wandalsen G, Mallol J, Solé D. Risk factors for wheezing
disorders in infants in the first year of life living in Sédo Paulo, Brazil. J
Trop Pediatr. 2012; 1-4.

32.Bener A, Ehlayel MS, Alsowaidi S, Sabbah A. Role of breast feeding in
primary prevention of asthma and allergic diseases in a traditional
society. Eur Ann Allergy Clin Immunol. 2007; 39(10): 337-343.

33.Brew BK, Allen CW, Toelle BG, Marks GB. Systematic review and meta-
analysis investigating breast feeding and childhood wheezing illness.
Paediatr Perinat Epidemiol. 2011; 25: 507-518.

34.Guibas GV, Xepapadaki P, Moschonis G, et al. Breastfeeding and
wheeze prevalence in pre-schoolers and pre-adolescents: The Genesis
and Healthy Growth studies. Pediatr Allergy Immunol. 2013; 24: 772—
781.

35.Kramer MS. Invited commentary: Does breastfeeding protect against
asthma? Am J Epidemiol. 2014; 179(10): 1168-1170.



TABLES

110

Table 1: Distribution of wheezing cases in preschoolers, odds ratio (OR) and respective

confidence intervals of 95% (CI 95%) according to variables of distal level.

Variables

Family Income
< R$ 1.000,00
=2 R$ 1.000,00

Maternal Education (years)
<8
>8

Sex
Male
Female

Age
<4 years
> 4 years

Family History of Asthma
Yes
No

Atopy
Yes
No

Wheezing (%)

Yes

71,2
28,8

54,8
45,2

49,0
51,0

21,2
78,8

74,0
26,0

90,4
9,6

No
79,6
20,4

56,5
43,5

51,0
49,0

14,3
85,7

51,7
48,3

72,8
27,2

Total

76,1%
23,9%

55,8%
44,2%

50,2%
49,8%

17,1%
82,9%

61%
39%

80,1%
19,9%

OR
(Cl 95%)

1,413 (0,911-2,193)
0,894 (0,772-1,036)

0,971 (0,775-1,216)
1,038 (0,784-1,374)

0,961 (0,747-1,237)
1,040 (0,810-1,337)

1,481 (0,861-2,548)
0,920 (0,816-1,037)

1,432 (1,180-1,737)
0,538 (0,373-0,774)

1,242 (1,105-1,396)
0,353 (0,185-0,674)

P-value

0,135

0,798

0,907

0,175

0,000

0,001
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Table 2: Distribution of wheezing cases in preschoolers, odds ratio (OR) and respective

confidence intervals of 95% (CI 95%) according to variables of intermediate level.

Variables

Passive Smoking at Home

Yes
No

Passive Smoking in
Pregnancy

Yes

No

Gestational Age
2> 37 weeks
< 37 weeks

Weight at Birth
= 2.500g
<2.5009

Breastfeeding
< 6 months
2 6 months

Maternal Marital Status
Single
Married

Maternal Age
< 30 years
> 30 years

Wheezing (%)

Yes

65,4
34,6

18,3
81,7

81,7
18,3

85,6
14,4

59,6
40,4

33,7
66,3

55,8
44,2

No
54,4
45,6

17,7
82,3

84,4
15,6

90,5
9,5

49,7
50,3

33,3
66,7

53,1
46,9

Total

59,0%
41,0%

17,9%
82,1%

83,3%
16,7%

88,4%
11,6%

53,8%
46,2%

33,5%
66,5%

54,2%
45,8%

OR
(C1 95%)

1,201 (0,980-1,473)
0,759 (0,553-1,044)

1,033 (0,605-1,765)
0,993 (0,883-1,117)

0,969 (0,864-1,086)
1,168 (0,671-2,030)

0,946 (0,860-1,040)
1,514 (0,764-3,000)

1,200 (0,957-1,506)
0,802 (0,604-1,065)

1,010 (0,709-1,438)
0,995 (0,833-1,189)

1,051 (0,836-1,321)
0,942 (0,715-1,242)

P-value

0,091

1,0

0,610

0,237

0,125

1,0

0,701
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Table 3: Distribution of wheezing cases in preschoolers, odds ratio (OR) and respective

confidence intervals of 95% (Cl 95%) according to variables of proximal level.

Variables

O, Use at Birth
Yes
No

Atopic Dermatitis
Yes
No

Allergic Rhinitis
Yes
No

Asthma Diagnostic
Yes
No

Hospitalizations
Yes
No

Airway Inflammation
< 10ppb
= 10ppb

Wheezing (%)

Yes
20,2
79,8

37,5
62,5

48,1
51,9

12,5
87,5

43,3
56,7

74,0
26,0

No
7,5
92,5

17,7
82,3

23,8
76,2

0,0
100,0

8,8
91,2

96,6
3,4

Total

12,7%
87,3%

25,9%
74,1%

33,9%
66,1%

5,2%
94,8%

23,1%
76,9%

87,3%
12,7%

OR
(Cl 95%)

2,698 (1,360-5,352)
0,863 (0,775-0,960)

2,120 (1,382-3,253)
0,759 (0,643-0,897)

2,019 (1,421-2,870)
0,681 (0,555-0,837)

0,875 (0,814-0,941)

4,893 (2,784-8,598)
0,622 (0,522-0,742)

0,766 (0,681-0,862)
7,633 (3,040-19,164)

P-value

0,004

0,001

0,000

0,000

0,000

0,000

Table 4: Final model of wheezing cases distribution in preschoolers, odds ratio adjusted

(OR.gusted) and respective confidence intervals of 95% (Cl 95%) according to variables of distal

to proximal level.

Allergic Rhinitis
Atopic Dermatitis

Hospitalizations

Airway Inflammation

ORadjusted
2,045
2,519

7,621
8,444

Cl 95% P-value
1,087-3,849 0,027
1,279-4,962 0,008
3,640-15,954 0,000
2,935-24,294 0,000
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Table 5: Estimated probabilities by hierarchical regression model to develop wheezing in preschoolers
according to risk factors.

NORMAL AIRWAY HIGH AIRWAY
INFLAMMATION INFLAMMATION

ALLERGIC HOSPITALIZATIONS  No ATOPIC  ATOPIC NO ATOPIC ~ ATOPIC

RHINITIS DERMATITIS DERMATITIS DERMATITIS DERMATITIS

YES 86,2 94,7 98,6 99,5

74,2 89,2 97,1 98,9

YES NO 46,7 71,6 91,1 96,7
28,6 53,6 82,4 93,1

YES 74,4 89,3 97,1 98,9

57,1 79,3 93,9 97,8

NO NO 28,9 53,9 82,6 94,0

15,7 34,9 68,5 86,2




Figure 1: Theoretical model analysis of risk factors for wheezing in preschool children.
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Figure 2: Flow chart of participant selection.
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APENDICE 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE) PARA O RESPONSAVEL LEGAL PELO
MENOR DE 12 ANOS — RESOLUCAO 466/12

Convidamos o Senhor (a) e solicitamos a sua autorizacdo para convidar
o seu filho (a), ou o menor de 3 a 5 anos que esta sob sua responsabilidade,
para participar, como voluntarios (as), da pesquisa “Fracado exalada de 6xido
nitrico na discriminagdo de sibilancia recorrentes em pré-escolares da cidade
do Recife: um estudo de acuracia”. Esta pesquisa € da responsabilidade da
pesquisadora Larissa Bouwman Saydo, Rua Sao Mateus, 1060, Iputinga —
Recife, CEP: 50680-000 / Telefone: (81) 9853-6308, Ibsayao@hotmail.com e
esta sob a orientacdo de: Murilo Carlos de Amorim Britto. Telefone: (81) 8837-
9852, murilodebritto@gmail.com. Também participa também desta pesquisa a
pesquisadora: Armele Dornelas de Andrade. Telefone: (81) 8781-8965,
armeledornelas@hotmail.com.

Este documento se chama Termo de Consentimento e pode conter
alguns tépicos que o senhor (a) ndo entenda. Caso haja alguma duavida,
pergunte a pessoa a quem esta lhe solicitando, para que o senhor (a) esteja
bem esclarecido (a) sobre tudo que sera feito. Apds ser esclarecido (a) sobre
as informacdes a seguir, no caso de aceitar a sua participacéo e a participacao
do (a) menor no estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa nem o Sr. (a) nem a crianca que esta sob sua
responsabilidade serdo penalizados. O Senhor (a) tem o direito de retirar o
consentimento da sua participacdo e do (a) menor a qualquer tempo, sem
qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

e Trata-se de um estudo de diagnostico pulmonar, onde iremos medir a
quantidade do gas 6xido nitrico que existe no momento da exalacéo
(quando soltamos o ar dos pulmdes). Esse estudo é importante porque
permite que médicos e fisioterapeutas conhecam a probabilidade do seu
filho (a) desenvolver asma;

e O teste é chamado FENO (fracdo exalada de 6xido nitrico) e consiste
em que a crianga respire normalmente com a boca acoplada a um filtro
descartavel e esterilizado, adaptado a um aparelho. Esse
procedimento demora cerca de 10 minutos e ndo havera prejuizo caso
seu filho ndo consiga respirar de maneira adequada.

¢ A medicdo sera feita na propria escola, em ambiente adequado e horario
permitido pelo diretor da escola. Ou seja, sem prejudicar a participacao
do seu filho (a) na sala de aula;

e O risco oferecido por essa avaliacdo consiste no constrangimento, choro
ou recusa da crianga em realizar a manobra. Como forma de minimizar,
a medicdo sera feita em local adequado, conduzida por pesquisador
experiente e habilitado que fornecera instrugdo para correta realizacédo
da técnica. Caso o risco persista, a avaliacao sera interrompida.

e Como beneficio direto da pesquisa, vocé recebera o diagnostico do
quadro de inflamacédo das vias aéreas do seu filho (a) e orientacdes
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adequadas para a correta condugdo da crianca caso esta apresente
valores condizentes com alteracao pulmonar.

e O Senhor (a) participara da pesquisa respondendo a um questionario
com perguntas objetivas sobre as condi¢des respiratérias do seu filho
(a). O risco oferecido por essa avaliacdo consiste no constrangimento
em responder questbes relacionadas ao seu filho (a), mas para
minimizar esse risco, o procedimento sera feito em local reservado, e as
informagdes colhidas serédo mantidas em sigilo pelo pesquisador.

As informacdes desta pesquisa sao confidencias e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a participacdo do voluntario (a). Os dados coletados nesta
pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo de um computador
pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco
acima informado, pelo periodo de até 5 anos. Em caso de duvidas relacionadas
aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — Prédio do CCS - 1° Andar, sala 4 — Cidade Universitéria,
Recife-PE, CEP: 50740-600. Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador responsavel

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO (A)
VOLUNTARIO

Eu, , CPF ,
responsavel por , autorizo a sua
participacédo e aceito participar do estudo “Fragdo exalada de 6xido nitrico na
discriminacao de sibilancia recorrentes em pré-escolares da cidade do Recife:
um estudo de acuracia”, como voluntéario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da nossa
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento e do
meu filho a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade para
mim ou para ele (a).

Local e data:

Assinatura do (a) responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar (Testemunhas):

Nome: Assinatura;

Nome: Assinatura;:


mailto:cepccs@ufpe.br
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APENDICE 5 - LISTA DE CHECAGEM PADRONIZADA

Data da avaliacéo: / / Formulario N® 000

IDENTIFICACAO

Nome:

Responsavel:

Parentesco do responsavel pela entrevista:

Escola:

Data de Nascimento: / / Sexo: [1 Masc [1 Fem

Telefone:

VARIAVEIS BIOLOGICAS
1. Cor:
1 (1) Branca [ (2) Amarela [J (3) Negra [ (4) Parda (] (5) Outra [] (6) Nao sabe

2. Peso (KQ): (moda da triplicata)
3. Altura (cm): (moda da triplicata)
VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS

1. Procedéncia:
1(1) Recife e RMR 1 (2) Interior [ (3) Outro:

2. Pessoas que moram na casa:

1 Pai natural 1 Padrasto 1 N&o possui pai ou padrasto

71 Mae natural "1 Madrasta "1 N&o possui mae ou madrasta
71 Irmaos. Quantos no total?
") Empregados que dormem no emprego. Quantos?
71 Outras pessoas. Quantas?

3. Total de pessoas que moram na casa:
4. |dade da mée/madrasta ou principal responsavel: anos

5. Instrucdo da mae / madrasta ou principal responsavel:
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1 (1) Sem instrucdo [ (2) Primeiro grau incompleto [ (3) Primeiro grau
completo
1(4) Segundo grau incompleto [1(4) Segundo grau completo (1 (5) Superior

6. Estado civil da m&e / madrasta ou principal responsavel:
1(1) Casada [ (2) Solteira [] (3) Divorciada ou separada (1 (4) Viava
71(5) Vive junto

7. Renda total do trabalho principal do chefe de familia:
Salério liquido: R$ ,00 "1 Nao sabe o valor

8. Caso vocé nao saiba o valor total, sabe informar se foi:

1 Menos de R$ 200,00 [ de R$ 200,00 a 400,00 [ de R$ 400,00 a 600,00

1 de R$ 600,00 a 800,00 [ de R$ 800,00 a 1000,00 [ de R$ 1000,00 a 1200,00
1de R$ 1200,00 a 1600,00! de R$ 1600,00 a 2000,00 [ mais de R$ 2000,00

1 Nao sabe o valor

9. Renda total de outros trabalhos do chefe de familia (ex.:
aposentadoria, aluguéis):

1 N&o tem [ Tem. Quanto ganhou no més passado?

"1 Nao sabe / ndo se lembra

10. Renda de outras pessoas que moram na casa (sem contar com o
chefe de familia):

11. Renda do programa bolsa-familia do Governo:
71 Ndo recebe [1 Recebe. R$ ,00
[1 Nao sabe / ndo se lembra.

VARIAVEIS RELACIONADAS AO TABAGISMO PASSIVO
1. A mée da crianca é fumante?

1 N&o 71 Sim "1 N&o sabe
2. A méae da crianga fumou durante a gravidez?

"1Nao 71 Sim "1 Nao sabe
3. O pai da crianca é fumante?

1 N&ao 71 Sim "1 Nao sabe

4. Algum outro membro da familia que possua contato direto com a
crianca é fumante (madrasta, padrasto, irméo (a), baba)?

1 N&ao 71 Sim "1 N&o sabe

5. Caso a crianca possua contato com algum fumante, com que
frequéncia na semana ela € exposta ao fumo?

[l Todos os dias da semana 14 ou mais dias / semanall Menos de 4 dias /
semana "1 N&o sabe/ nédo lembra
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6. Com que frequéncia no dia a crianca € exposta ao fumo?
1 Mais de 3x/dia [ Menos de 3x/ dia [] Nao sabe/ ndo lembra

VARIAVEIS RELACIONADAS AO PERIODO NEONATAL:

1. Peso do seu filho ao nascimento: < 2.500gr ( ) >2.500gr ( )

2. Tempo de gestacdo ao nascimento: > 37semanas ( ) <37semanas ( )
3. Teve cansaco ao nascimento, necessitando de uso de oxigénio por
mais de 24 horas? Sim( ) Nao ()

4. Seu filho (a) chegou a mamar no peito?

‘I Nunca '] Mamou, por
5. Mamou de forma exclusiva por quanto tempo?
‘I Nunca '] Mamou, por

VARIAVEIS RELACIONADAS A ATOPIA:

1. O seu filho (a) possui parentes com algum historico de asma, rinite
alérgica, dermatite atépica, eczema, alergia alimentar ou qualquer outra
predisposicao areacdes alérgicas?

"1Nao 1 Sim. Qual tipo? "1 N&o sabe

2. Seu filho (a) apresenta ou j& apresentou quadros de manchas
avermelhadas inflamatérias com placas crostosas que cocem ou ndo, na
regido da face, pescoco, virilha ou dobras (dermatite atopica)?

1 N&o 71 Sim "1 Nao sabe

3. Alguma vez na vida sua crianga apresentou roncos pelo nariz durante o
sono?

"1Nao 71 Sim "1 Nao sabe

4. Se sim, com que frequéncia?

"1 Menos que 1 vez/ més []Entre 1 vez/ més a 3 vezes / semana

14 ou mais dias/ semana [] N&o sabe/ ndo lembra

5. Ha quanto tempo?

1 Menos de 3 meses 13 a6 meses 7de7mesesal
ano

1+ de 1anoa3anos 71+ de 3 anos "1 Nao sabe/ ndo
lembra

6. Esses episodios de falta de ar ou roncos pelo nariz provocam pausas
respiratorias ao dormir?

"1 N&o 71 Sim "1 N&o sabe

7. Seu filho gripa com muita frequéncia, vive com o nariz corizando ou
obstruido?

1 N&ao 71 Sim "1 Nao sabe
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ANEXO | — CARTA DE ANUENCIA

A

PREFEITURA DO

RECIFE i
SECRETARIA DE EDUCAGAO
SECRETARIA EXECUTIVA DE GESTAO PEDAGOGICA

Recife, 04 de novembro de 2013.
CARTA DE ANUENCIA

Informamos que Larissa Bouwman Sayao, aluna do curso de Poés-
Graduagao em Fisioterapia da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE,
estd autorizada por esta Secretaria a realizar um estudo observacional para
diagndstico de inflamagdo em vias aéreas inferiores por meio de concentragao
da fragcdo exalada de éxido nitrico. O teste sera aplicado em criangas pré-
escolares de 3-5 anos que apresentem histérico de sibilancia ou nao. As
medigbes sdo praticas, rapidas e nao oferecem risco a crianga.

Salientamos que em caso de agdes de filmagens ou fotografia, a
estudante devera solicitar autorizagédo por escrito aos individuos/responsaveis
envolvidos no referido estudo.

Atenciosamente,

Zor Q‘\‘c«'\%a—-
wved GLIRD-
.pl Adilza Gomes

Mat. 32.903-0

Prefeitura co Recife
SeC- E»'E- i

Diretoria G
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ANEXO Il = PARECER FINAL DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
COM SERES HUMANOS - UFPE

nmiie e 7155 |88 NIVERSIDADE FEDERAL DE
e 88 PERNAMBUCO CENTRO DE wﬂlﬂ
9erag Humanne (8@ CIEMCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DaD0Ss 0O PROJETD DE PESGQUISA

Tifulo da Pesquisa; FRACAD EXALADA DO OXIDO NITRICO NA DISCRIMINACAD DE SIBILANCIA
RECORRAENTE EM PRE-ESCOLARES DA CIDADE DO RECIFE: UM ESTUDO DE

ACURACIA
Pesquizador: LARISSA SAYAD
Arsa Tematica:
Versdo: 1

CAAE: M37T513.5.0000.5208

Insttbulcan Proponsnts: Deparamens de Fisoterapia - DEFISID
Patrocinador Princpal; Financlameno Propria

DADOS D& HOTIACAGAD

Tipo de NotMcagao: Envio de Ralatno Fing
Diatalha:

Justificativa: Emio de reiatonio final,

Diaks do Envlo: 28042015

Situagao da Notfcagio: Parscer Consubstanciado Emitizo
DADOS DD PARECER

Himeno do Parecer: 1.059.425
[iata da Ralatora: 300472015

Aprassntagio da Notificago:
A& notifcapao il apresentada pars avalagdo oo relabino nal da pesquisa

Objstivi da Notifcagso:
0 pasquisador solkita 3 aprovagso oo relatoni inal da pesquisa.

Avallagao dos Riscos 5 Benaficlos:
0 TCLE foi apresentado no projea inidial com Riscos & Beneficios & devidamente Wblizados peio

Endaietn: Ay di Efgsifidas " - T ehde, asli 4, Piikdo g0 008

Babite: Cadach Lnheadaliria CEPF: &) 740800

LiF: PE Munipla: RECIFE

Telelone (510 AR E-mail: copeca e b
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inmirede e5 - (B yNYERSIDADE FEDERAL DE
cure-uics & PERNAMBUCO CENTRODE (GREIESY ™™
geres lurann= (83 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Confnengie 42 Pasear 1050428
pGqUiEatr.

Comentarios & Consideraghies acbre a NotMcaglo:
A notificagdo fol apresentada com o reiEitno @ 0 mesmo 261 adequado & Indicou resuliados & conciesao,

Consideragas S00re 08 Termos o apresenta;ao obrigatéra:
(25 termnios fo@Em  considerados adequados

Recomendagian:
EMECOMENdaED.

Conclusdes ou Pendénclzs e Lista de Inadequagtos:

Aprovado,

Sihusgao do Parecar:

Aprovado

Necsssita Apreclagao da CONEP:

Mo

Conslderaiias Finals a critéro do CEF

¥ Relabdrio Final fol analisado e APRONVADD pelo coleglado do CEP.

RECIFE, 12 de Malo de 2013

AsBinaco por;
LIMCIAND TAVARES MONTENEGRO
| CONisNanory

Endlaregn: A din Engaihad af - T ahde ks 4, Prdo de 005

Bt Coabachn Livdeadsliria CEF: o 740800

LF: PE Hunsdpla: RECIFE

Tolefore &1 o EoEsEsE E-mail. e upe ta
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ANEXO Il — QUESTIONARIO DE DOENCAS RESPIRATORIAS ATS -
DLD-78-C

1. A) A crianca costuma tossir algumas vezes por dia, 4 ou mais dias por
semana?
SIM( )1 NAO( )O
B) Costuma tossir desse modo na maioria dos dias, por 3 meses
seguidos, ou mais, durante o ano? SIM( ) 1 NAO ( )0

2. A crianga costuma ter chiado no peito:
A) Somente quando esté resfriada? SIM( )1 NAO ( )O
B) Ocasionalmente, mesmo sem estar resfriada? SIM ( ) 1 NAO ( )0
C) Tem chiado na maioria dos dias ou noites? SIM ( )1 NAO ( )0

3. A) Alguma vez a crianca apresentou episodio de chiado que causou falta
de ar ou félego curto? SIM ( )1 NAO ( )0

Caso a resposta seja SIM:

B) A crianca teve 2 ou mais dessas crises? SIM( )1 NAO( ) 0

C) Alguma vez precisou tomar remedio para aliviar a (s) crise(s)?
SIM ()1 NAO( )0

4. A crianca teve episodios de chiado apds jogos ou exercicios?
SIM( )2 NAO( ) O

5. A) Durante os ultimos 3 anos a crian¢a apresentou alguma doenca
toracica que a afastou das suas atividades usuais por 3 dias ou mais?
SIM( )1 NAO( ) O

Caso a resposta seja SIM:
B) A crianca apresentou aumento de expectoracdo ou catarro no peito
mais do que o usual durante algumas dessas doencas?
SIM( )1 NAO( ) O N&o sabe referir ( ) 0

C) Quantas doencas desse tipo ela apresentou no ultimos 3 anos?
1-2a5doencgas porano ( )
2 — mais do que 5 doencas por ano ( )
3 — néo sabe referir ( ) 0
Iltem 1 e/ou item 2 SIM: 1 ponto

6. A crianca foi hospitalizada por doenga pulmonar grave ou “com catarro
no peito” antes dos 2 anos de idade?
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1-SIM, somente 1vez ( )
2 — SIM, 2 vezes ()
3 - SIM, 3 ou mais vezes ( )
4 - NAO ()
Item 2 e/ou item 3 SIM: 1 ponto

7. A crianca apresentou algumas das seguintes doencas e caso sim, em
que idade?

A) Bronquiolite SIM( ) NAO ( )O
B) Bronquite SIM( ) NAO ( )O
C) B. Asmética SIM( ) NAO ( )O
D) Pneumonia SIM( ) NAO ( )O
Item A e/ou B e/ou C e/ou D SIM: 1 ponto

8. A) Foi feito diagndstico por médico de: asma, bronquite asmatica ou
bronquite alérgica? SIM ( )2 NAO ( )O

Caso a resposta seja SIM:

B) Ainda tem asma? SIM ( ) NAO( )0

C) A crianga utiliza medicamentos frequentemente para asma?
SIM( ) NAO( )0

Item B e/ou C SIM: 1 ponto

9. A) Alguma vez foi dito por médico que a crianga apresentou reacao
alérgica por alimento ou droga?
1 — SIM, alimento somente ( )
2 — SIM, droga somente ( )
3 — SIM, ambos, alimento e droga ( )
4 -NAO ()
B) Alguma vez foi dito por médico que a crianca apresentava reacao
alérgica por poeira?
SIM( ) NAO ( )0
C) Alguma vez foi dito por médico que a crianca apresentava reacao
alérgica cutanea por detergentes ou outros produtos quimicos?
SIM () NAO( )0
D) Alguma vez foi dito por médico que a crianga apresentava reacao
alérgica a picada de insetos?
SIM () NAO( )0
E) Alguma vez a crianga recebeu injecbes para a alergia?
SIM( ) NAO ( )0
Resposta SIM a qualquer item de A e/ou B e/ou C e/ou D e/ou E: 1 ponto.
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Escore global >7 =aasma

PERGUNTAS COMPLEMENTARES AO QUESTIONARIO ATS-DLD-78-C-M,
FORMULADAS POR ESSES PESQUISADORES:

Se seu filho j& estiver apresentado episédio de chiado no peito que
causou falta de ar ou félego curto, caracterizado por sibilancia, aconteceu
guantas vezes nos ultimos seis meses?

[01vez [l 2 vezes [1 3 vezes [1De 3 a6vezes []Mais de 6 vezes

O primeiro episédio de sibilancia aconteceu antes ou depois dos trés
anos de idade?

1 Antes 1 Depois 1 N&o sabe

Quem respondeu o questionario:

CIPai (1 Mae [ Avés [J Outro responsavel

Alzira Rosa Esteves

Tese de Mestrado, Departamento de Pediatria UNIFESP, 1995.

“Adaptacao e validagao do questionario ATS-DLD-78-C, para diagndstico de
asma em criangas com até 13 anos”.

Contato: fone comercial: 5575 879 BIP 55080730 cod. 4361233
Correspondéncia: Rua Mirassol 285, ap 7 — CEP: 04044-010 Sao Paulo, SP



ANEXO IV — PRODUCAO CIENTIFICA

The influence of supine posture on chest wall volume changes

is higher in obese than in normal weight children
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Introduction

Childbood phesiry is 3 major public healrth problem. In addirion
10 the peprivingical imypary on ==l Rereem and qualiny oflifk, ihere i
vidence thar = mndition hasa significne efs oo lusg maios
and cam lead £o an Increased risk of developing repisnry dissase o
adulrhood |Dreher and Kxbice 200, Linteon 2012; Lagana e al 3015
Bumia e al T4}

The accomeularion of adipose rissue in the chorx and abdomen
in children with body mass index (EMI) above 30 kgm® b neg-
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niwely correlaied with staric hisg wolwme (Li et 2l 200%) This ds
crease kn the amplirude of thoracks and diapiragmaric maorement
is associared wirh hing compliance and derermines an inorese o
breathing effom (Deane and Thomson 200, Fioring and Ensols
2005

The ITansirion Srom SEnding o Spine posmiTe can use changes
in lungwolome and capaciy because of the changes in the geomery
of the TespimmTy muscles, especally the diaphragm. 1o the seaed
pasition the sxpansion of the abdomen is similar o thar of the b
cage; however, Io 1he supine position the weight of the abdominal
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