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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Revisão da literatura 

A asma é uma doença inflamatória crônica caracterizada por hiper-

responsividade das vias aéreas inferiores e limitação variável ao fluxo aéreo, 

reversível espontaneamente ou com tratamento. É uma das doenças crônicas mais 

prevalentes no mundo, responsável por cerca de 240 mil óbitos por ano(1). Afeta 

mais de 300 milhões de pessoas no mundo e a falta de controle da doença é 

responsável direta ou indiretamente por diversas despesas médicas e perdas 

produtivas(2). A frequência, gravidade e possibilidade de intervenção personalizada 

da asma para atingimento do controle dos sintomas, têm despertado o interesse por 

estudos nesta área. 

O Brasil é um dos países com maiores taxas de prevalência de asma no 

mundo. Estudos apontaram que a prevalência de asma entre adolescentes 

brasileiros está entre 13%(3) e 20%(4) e entre adultos a prevalência de diagnóstico 

médico de asma é de 4,4%(5). 

A asma é caracterizada pela história de sintomas respiratórios tais como 

sibilos, dispneia, opressão torácica e tosse, que variam ao longo do tempo e em 

intensidade, juntamente com variável limitação do fluxo aéreo expiratório(6). Os 

sintomas e a limitação do fluxo de ar, caracteristicamente, variam ao longo do tempo 

e na intensidade. Essas variações são frequentemente desencadeadas por fatores 

como exercícios, exposição à alérgenos ou irritantes, alterações climáticas ou 

infecções respiratórias virais(7). 

O diagnóstico da asma é clínico, baseado na presença de sintomas 

compatíveis associado a limitação variável do fluxo aéreo e demonstração de hiper-

responsividade das vias aéreas(6). A espirometria, ou prova de função pulmonar, é o 

exame utilizado para a demonstração do distúrbio ventilatório obstrutivo, através da 

relação da VEF1 (volume expiratório forçado no primeiro segundo) / CVF 

(capacidade vital forçada) menor que o limite inferior do previsto em indivíduos 

normais. A limitação variável do fluxo aéreo é demostrada pela reversibilidade da 

obstrução, após a administração de broncodilatador de curta ação (salbutamol), na 

dose de 200-400 µg. Essa reversibilidade é significativa diante do aumento do VEF1 
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em 12% e 200 mL ou mais em relação ao valor basal ou 7% e 200 mL ou mais, em 

relação ao valor de referência em indivíduos normais(7). 

A asma é uma doença heterogênea, caracterizada por diferentes fenótipos e 

endotipos. Os fenótipos são o conjunto de características clínicas observáveis, 

resultantes da interação do genótipo com o ambiente, enquanto que os endotipos 

são subtipos baseados em mecanismos patofisiológicos (celulares, moleculares) de 

uma via biológica específica que refletem à base da inflamação das vias áreas em 

cada paciente(8, 9). Assim sendo, por definir uma etiologia ou um mecanismo 

patogênico, o endotipo é uma classificação diferente do fenótipo, sendo que um 

endotipo de asma pode abranger vários fenótipos, e um fenótipo específico pode 

estar presente em diferentes endotipos (9). 

De acordo com o mais recente relatório da Global Initiative for Asthma (GINA), 

os fenótipos clínicos de asma mais comuns são(7): 

• Asma alérgica: O fenótipo é mais facilmente identificado, pois se inicia 

na infância e se associa a história familiar de doenças alérgicas. 

Geralmente é associado à inflamação eosinofílica e pessoas com esse 

fenótipo em geral respondem bem aos corticoides inalados (CI); 

• Asma não alérgica: Não está associada à alergia e não apresenta um 

perfil inflamatório específico. São pacientes que frequentemente não 

respondem bem aos CI; 

• Asma de início tardio: Se inicia mais comumente em mulheres na 

vida adulta. São pacientes geralmente não alérgicos e requerem altas 

doses de CI ou são refratários ao tratamento com corticoides; 

• Asma com limitação persistente ao fluxo aéreo: Alguns pacientes 

com asma de longa duração desenvolvem uma limitação persistente ao 

fluxo aéreo, que pode estar relacionada ao remodelamento das vias 

aéreas; 

• Asma associada a obesidade: São pacientes obesos com sintomas 

respiratórios proeminentes e pouca inflamação eosinofílica das vias 

aéreas. 

Embora a alergia esteja entre os principais fatores da patogênese da 

asma, é sabido que uma considerável proporção de pacientes não é alérgica, 
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mesmo que apresentem inflamação eosinofílica. A presença de alergia e 

eosinofília são úteis no estabelecimento do fenótipo inflamatório, sendo os três 

fenótipos mais utilizados nessa classificação (1) a asma eosinofílica alérgica, (2) 

a asma eosinofílica não alérgica e (3) a asma não eosinofílica. Atualmente, dois 

endotipos mais conhecidos permeiam esses fenótipos inflamatórios (6, 10): 

• Asma Tipo 2 (T2): Caracterizada pela mediação de células T-helper 

tipo 2, quando associada a presença de alergia, ou de células linfoides 

inatas do tipo 2 (ILC-2), quando não associada a alergia. A asma T2 é 

identificada pela eosinofilia nas vias aéreas ou sistêmica e a maioria 

dos casos de asma grave tem expressão T2;  

• Asma não T2: Caracterizada por ausência de eosinofilia nas vias 

aéreas ou sistêmica. São pacientes que apresentam inflamação 

neutrofílica ou a ausência de células inflamatórias nas vias aéreas 

(perfil paucigranulocítico). 

O principal benefício esperado da divisão de uma doença multidimensional 

como a asma em fenótipos e endotipos distintos é um tratamento personalizado e 

mais eficaz. Os objetivos do manejo adequado da asma são alcançar bom controle 

dos sintomas e manter a atividade da doença em níveis normais, minimizando futuro 

risco de exacerbações, limitação persistente de fluxo aéreo e efeitos colaterais(7). No 

controle da asma, o tratamento farmacológico e não farmacológico é ajustado em 

um ciclo contínuo que envolve avaliação, ajuste do tratamento e revisão da resposta 

ao tratamento (Figura 1). 
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Figura 1 - Ciclo de avaliação, ajuste e revisão do tratamento da asma (adaptado da 
GINA, 2021)(7). 

 

Segundo o documento da GINA(7), na prática clínica a escolha do tratamento 

farmacológico deve ser baseada no controle dos sintomas, fatores de risco, 

preferências dos pacientes e questões práticas, como: custo, habilidade para usar o 

dispositivo e aderência. O tratamento é realizado por etapas, e a resposta deve ser 

avaliada depois de 2 a 3 meses ou de acordo com a necessidade clínica. Após a 

avaliação, deve ser feito o ajuste no tratamento e deve-se considerar voltar a etapa 

anterior, quando a asma estiver bem controlada ou seguir para a etapa posterior se 

mal controlada. As 5 etapas da GINA de tratamento da asma estão resumidas na 

Figura 2. 
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Figura 2 - Abordagem por etapas para controlar os sintomas de asma e reduzir os 
riscos (Adapatado de Gina 2021)(7). ICS: corticoides inalados; PRN: uso quando 
necessário; SABA: Agonista beta2 de curta duração; LABA: Agonista beta2 de longa 
duração; LAMA: antagonistas muscarínicos de longa duração; LTRA: anti-
leucotrieno; OCS: corticoide oral; HDM: ácaros do pó doméstico; SLIT: imunoterapia 
sublingual. 

 

Os CI são os principais anti-inflamatórios recomendados para o controle da 

asma, usados isoladamente ou associados aos agonistas beta2 de longa duração 

(LABA), antagonistas de leucotrienos (LTRA), antagonistas muscarínicos de longa 

duração (LAMA) ou teofilina(6). Para a maioria dos pacientes com asma leve a 

moderada, o controle da doença pode ser alcançado com o uso desses 

medicamentos, mas para pacientes com doença mais grave, que apesar do 

tratamento permanecem não controlados e com exacerbações, a avaliação do 

fenótipo inflamatório é importante para direcionar o uso de outra classe de drogas, 

os imunobiológicos (omalizumabe, mepolizumabe, benralizumabe e dupilumabe), 

que precisam ser prescritos de maneira personalizada(11). 

No universo de pacientes com asma, há um subgrupo de pacientes que 

possuem a asma de difícil controle. São pacientes que utilizam altas doses de 

medicamento para manter controle dos sintomas, porém possuem fatores que 

dificultam o controle, tais como fatores comportamentais, baixa aderência, técnica 

inalatória incorreta, exposição ambiental ou ocupacional e presença de 

comorbidades(12). Um subgrupo menor desses pacientes são os pacientes com 

asma grave. 
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A asma grave é identificada em pacientes com diagnóstico confirmado de 

asma,  que aderiram adequadamente ao uso do medicamento e que permanecem 

com falta de controle adequado a despeito de serem minimizados ou eliminados os 

fatores associados a falta de controle(12). Esses pacientes precisam utilizar CI em 

altas doses, associados a uma segunda droga de controle ou corticoide oral (CO) 

por mais que 50% dos dias do ano anterior para que a doença se mantenha 

controlada ou que, apesar desse tratamento, permanece não controlada(13). Esses 

asmáticos são pacientes em que diagnósticos alternativos foram excluídos, as 

comorbidades foram tratadas, os gatilhos foram removidos e a aderência ao 

tratamento foi checada e representam de 1 a 4% da população geral de asmáticos(14, 

15). 

A caracterização da asma em fenótipos inflamatórios possui ampla aplicação 

nas intervenções terapêuticas nesses indivíduos com asma grave. Isso permite uma 

abordagem terapêutica individualizada e personalizada para terapia com os 

imunobiológicos hoje disponíveis. Para isso, é importante a utilização de 

biomarcadores, capazes de identificar o mecanismo patofisiológico específico da 

inflamação daquele paciente. Atualmente e alguns biomarcadores capazes de 

auxiliar nessa classificação são descritos(16). 

 

1.2 Biomarcadores em pacientes asmáticos 

Biomarcadores são substâncias rastreáveis que podem ser utilizados para 

fornecer informações importantes sobre a fisiopatologia, o curso e a resposta ao 

tratamento de uma doença. De modo geral, os biomarcadores podem informar 

presença ou ausência de determinada doença, definir sua gravidade, fornecer 

informações sobre sua progressão, servir de orientação sobre a sobrevivência do 

indivíduo afetado e, no caso da asma, ajudar a selecionar o tratamento mais eficaz. 

Com a medicina de precisão na vanguarda do atendimento ao paciente e o desejo 

de selecionar os tratamentos mais eficazes, os biomarcadores são instrumentos 

importantes, que permitem que os médicos prevejam a suscetibilidade ou resposta 

de uma dada doença para um tratamento específico(11). 

O estabelecimento do fenótipo inflamatório e endotipo é uma maneira de 

refinar o agrupamento da asma baseado no mecanismo fisiopatológico envolvido. 
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Essa identificação pode ser baseada no histórico do paciente, características 

clínicas, histopatologia, na resposta ao tratamento e especialmente na identificação 

de biomarcadores bioquímicos(9). A GINA preconiza para o estabelecimento e 

confirmação do fenótipo inflamatório T2 a identificação de um dos seguintes 

achados: (1) Eosinófilo no sangue ≥150 células/mm3 e/ou (2) Fração exalada do 

óxido nítrico (FeNO) ≥20 ppb e/ou (3) eosinófilos no escarro ≥2% e/ou (4) asma 

induzida por alérgeno e/ou (5) necessidade de manutenção com CO, sendo sugerido 

que se necessário, os valores de eosinófilos no sangue e FeNO sejam repetidos ao 

menos 3 vezes, sob a menor dose possível de CO(7). 

A identificação da asma eosinofílica também pode ser realizada por 

biomarcadores séricos, como a imunoglobulina da classe E (IgE) sérica total e pela 

periostina(17). Tais biomarcadores são bem estabelecidos na literatura, e identificam 

o endotipo de asma T2, que é o endotipo mais frequente na asma e para o qual 

estão disponíveis opções de imunobiológicos para tratamento alvo específico(18). 

Abaixo estão descritos os principais biomacardores utilizados para o 

estabelecimento do fenótipo inflamatório e endotipo da asma e suas interpretações. 

 

1.2.1 Citologia do escarro induzido 

A contagem celular diferencial no escarro induzido é considerada a análise 

padrão ouro para acessar a inflamação das vias aéreas na asma(19). A técnica de 

coleta e análise foi inicialmente descrita em 1992 por Pin e cols(20) e se baseia na 

inalação de solução salina nebulizada em concentrações crescentes para liquefazer 

o escarro e facilitar a expectoração e obtenção de material celular das vias aéreas 

inferiores. O método é considerado pouco invasivo, mas de processamento 

complexo e de difícil aplicação na rotina clínica(21). 

Foram estabelecidos perfis inflamatórios distintos no escarro induzido de 

asmáticos baseado nas porcentagens de eosinófilos e neutrófilos em relação ao total 

de células no escarro. Não há até o momento um consenso absoluto na literatura em 

relação aos valores de corte, mas há quatro fenótipos inflamatórios identificados 

baseados na contagem diferencial das células: eosinofílico (acima de 2%(7) ou 

3%(22)), neutrofílico (acima de 40%(23) ou 70%(22)), misto e paucigranulocítico(19). O 
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aumento dos eosinófilos no escarro induzido está associado ao endotipo T2 e maior 

gravidade na asma(24, 25). 

A contagem de eosinófilos no escarro induzido é maior em pacientes 

asmáticos quando comparados a controles saudáveis(26). As diretrizes da American 

Thoracic Society e European Respiratory Society (ATS/ERS) sugerem que o escarro 

induzido pode ser usado para o manejo da asma grave em centros especializados(27) 

e o tratamento direcionado pela identificação de eosinófilos no escarro está 

associado a menos exacerbações e hospitalizações quando comparado ao manejo 

baseado apenas na clínica(25). A identificação de eosinófilos no escarro acima de 2% 

auxilia na identificação do endotipo T2 e associado a contagem de eosinófilos no 

sangue acima de 150 células/mm3 ou 300 células/mm3, reforça a indicação para o 

tratamento com os imunobiológicos mepolizumabe e benralizumabe em pacientes 

com asma grave, respectivamente(28). 

A contagem de eosinófilos no escarro (EOes) é o principal método para 

identificação da asma eosinofílica. Porém, devido as particularidades e 

indisponibilidade do exame na prática clínica, diversas iniciativas têm sido propostas 

para validar biomarcadores que possam atender a necessidade do estabelecimento 

do fenótipo inflamatório, especialmente em relação a asma T2 da asma. Nesse 

sentido, a associação de vários biomarcadores descritos a seguir, poderia aumentar 

a acurácia e substituir o EOes na identificação da asma fenótipo T2 de maneira mais 

acessível aos clínicos e pacientes(29-31). 

 

1.2.2 Eosinófilos no sangue periférico (EOsg)  

Os eosinófilos desempenham um importante papel efetor, especialmente nas 

inflamações alérgicas(32). Os eosinófilos encontrados nas vias aéreas de pacientes 

asmáticos são provenientes da circulação sanguínea, uma vez que são células 

produzidas na medula óssea e que migram para as vias aéreas por diapedese(33). 

Nas vias aéreas, os eosinófilos estão envolvidos no estreitamento dos ductos aéreos 

em processos agudos e no reparo e remodelamento dos ductos nos processos 

crônicos(34).  
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A contagem de eosinófilos no sangue periférico (EOsg) é uma análise 

facilmente disponível, não invasiva e quantificável por todos os laboratórios clínicos, 

o que reflete em sua ampla utilização na prática clínica e o grande número de 

estudos que a utilizaram como biomarcador na asma(35). É um bom biomarcador 

para predizer resposta à terapia com imunobiológicos para asma T2(36, 37) e existe 

correlação entre os níveis de EOsg e EOes(38). Há também correlação entre os 

níveis de EOsg e valores mais baixos de VEF1
(39) e com pior controle da asma 

quando comparados a pacientes com EOsg em níveis normais(40). 

A GINA define asma T2 quando a contagem de EOsg é maior do que 150 

células/mm3(7). É possível que a contagem fique reduzida pelo uso de corticoide 

inalatório e oral(41). Por isso, recomenda-se caso necessário, que a mesma seja 

repetida, em pelo menos três ocasiões diferentes, na menor dose possível de 

corticoide(7). 

Na asma T2, em um estudo que avaliou eficácia do mepolizumabe, pacientes 

com EOsg maiores ou iguais a 150 células/mm3 tiveram redução de exacerbação, 

quando comparados com aqueles com contagem menor que 150 células/mm3, 72% 

vs. 30%, respectivamente(36). Pacientes com valores acima de 500 células/mm3 

apresentaram respostas ainda melhores ao mepolizumabe(42). Valores maiores ou 

iguais a 300 células/mm3 são frequentemente reportados na literatura também para 

identificação de bons respondedores a benralizumabe(43), omalizumabe(44) e a CI(45).  

 

1.2.3 Fração exalada do óxido nítrico (FeNO) 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula abundante nos sistemas, respiratório e 

cardiovascular e foi descoberto por sua importância na sinalização de várias funções 

biológicas, como na neurotransmissão, regulação da pressão sanguínea, 

mecanismos de defesa imunológica e inflamação das vias aéreas(46, 47). No sistema 

respiratório é produzido por células epiteliais e auxilia na regulação do fluxo 

sanguíneo pulmonar, atividade ciliar e secreção do muco(48).  

O NO é um produto da oxidação da L-arginina realizada pela NO sintetase 

induzida, expressa em células epiteliais e macrófagos em resposta ao estimulo de 

citocinas pró inflamatórias e, por essa razão, é encontrado em maiores níveis no 
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sistema respiratório de pacientes asmáticos(49). É medido pela determinação da 

fração exalada do óxido nítrico (FeNO) que é indicada como biomarcador de asma 

T2 e pior prognóstico, com comprometimento da função pulmonar a longo prazo e 

aumento de risco de exacerbações e descontrole dos sintomas(50). 

A quantificação da FeNO é realizada a partir de uma expiração isolada e a 

forma mais comum de ser medida é através de um dispositivo portátil com sensor 

eletroquímico de fácil manuseio, composto por um sistema de amostragem e 

acondicionamento de gás, um sensor de NO e uma interface para a interpretação do 

resultado(46). Apesar de ser simples o manuseio, alguns detalhes devem ser 

observados para garantir a padronização dos resultados. Para esse fim, foi 

publicado em 2005 as recomendações do ATS/ERS para a determinação da FeNO, 

no qual é indicado um preparo adequado do paciente em relação a não fazer 

exercício e consumir alimentos e cigarro, uma hora antes do procedimento e manter 

um fluxo expiratório de 50 mL/s por 6 a 10 segundos para a coleta(51). 

Há correlação entre a FeNO e a presença de EOes, observada em diversos 

estudos, porém não de maneira absoluta, fato que indica, que tais biomarcadores se 

relacionam a diferentes vias da asma T2(47). Estudos em pacientes com asma grave 

mostraram que a FeNO tem menor acurácia para identificar asma eosinofílica do que 

a contagem de EOsg, porém o aumento de níveis da FeNO foi associado à boa 

resposta aos CI, CO, anti-IgE, anti-IL-4 e anti-IL-13(52-54).  

Não há ainda consenso absoluto na literatura, em relação ao ponto de corte 

da FeNO em pacientes adultos e pediátricos, porém, alguns valores de importância 

clínica são conhecidos. Valores acima de 20 ppb são considerados indicativos de 

inflamação eosinofílica das vias aéreas, podem refletir asma não controlada e 

predizer exacerbações(7). 

A recomendação da ATS sugere que valores entre 25 e 50 ppb para 

pacientes adultos e 20 e 35 ppb para pediátricos são valores intermediários, que 

devem ser interpretados com cautela, a luz dos achados clínicos, enquanto que 

valores considerados altos (acima de 50 ppb para adultos e 35 ppb para crianças) é 

que sugerem inflamação eosinofílica(55). Esses valores são preditores de resposta á 

tratamentos, como valores acima de 25 ppb para identificação de bons 
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respondedores ao dupilumabe(37) e 50 ppb para identificação de bons respondedores 

a CI(52). 

A FeNO não é um biomarcador específico da asma e pode estar aumentado 

em outras doenças inflamatórias como sinusite e infecção viral do trato respiratório 

superior, mas pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), não 

apresentam níveis elevados da FeNO(56), contribuindo para um diagnóstico 

diferencial nesse último caso. 

Apesar de ser um equipamento portátil de simples manuseio, a utilização da 

FeNO no Brasil ainda é restrita a centros especializados, na maioria dos casos 

envolvendo projetos de pesquisas, pois é um teste de custo elevado com limitações 

de validades curtas para os insumos, o que muitas vezes acarreta à não utilização 

na prática clínica. 

 

1.2.4 Imunoglobulina E (IgE) sérica 

A imunoglobulina da classe E (IgE) sérica é um dos mais importantes 

marcadores de atopia e desempenha um papel chave na mediação da resposta 

alérgica na asma. Apesar de não se conhecer todos os mecanismos pelos quais a 

IgE atua, sua mediação é conhecida nas doenças alérgicas desde 1967 e vem 

sendo estudada desde então, como possível alvo terapêutico(57). 

A IgE é produzida principalmente pelas células B no tecido linfoide e 

normalmente está presente em baixos níveis séricos, mas, pacientes com doenças 

alérgicas apresentam níveis elevados IgE sérica específica (sIgE) para determinados 

antígenos, que são gatilhos para a doença(58). A ligação entre a sIgE e os 

mastócitos, resulta na liberação de mediadores inflamatórios e citocinas que 

desencadeiam as manifestações clínicas da alergia(59). 

A quantificação da IgE sérica total e específica é realizada de forma rotineira 

em laboratórios clínicos, por métodos automatizados bem estabelecidos. Tais 

ensaios são baseados na reação antígeno-anticorpo em fase sólida(60). A 

importância da quantificação de sIgE está na identificação do fenótipo alérgico da 

asma e da IgE total nas evidências epidemiológicas, que indicam que existe 

correlação direta entre a concentração sérica de IgE total e a prevalência de 
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asma(61), hiperreatividade das vias aéreas(62) e redução ou perda de função 

pulmonar(63).  

A IgE total é apontada como sendo um fator independente associado à 

presença de inflamação eosinofílica(33). Em um estudo, Woodruff e cols verificaram 

que o endotipo T2 foi caracterizado pelo aumento de IgE sérica(64). Valores de IgE 

sérica total são elevados em pacientes asmáticos, quando comparados a 

controles(65). Valores acima de 150 UI/ml estão associados a asma alérgica 

persistente e níveis séricos acima de 400 UI/ml estão associados a asma grave(66). A 

concentração sérica de IgE total, associada ao peso do paciente é utilizada para 

estabelecer a dose de omalizumabe(6, 67). 

Níveis séricos elevados de IgE não são uma característica específica da 

asma e podem variar dependendo da etnia, sexo e o hábito de fumar(68), além de 

fatores genéticos que predispõem a maior síntese de IgE, doenças parasitárias e 

grau de estímulo do sistema imune como: frequência, dose e via de exposição à 

alérgenos(69). 

Poucos estudos exploraram as associações entre níveis de sIgE e outras 

características clínicas e laboratoriais na asma. Esses estudos apontam para uma 

correlação negativa entre os níveis de sIgE e a função pulmonar(70) e positiva com a 

gravidade dos sintomas respiratórios nasais e como bom marcador sistêmico de 

alergia(71, 72). 

A asma alérgica é identificada pela presença de sIgE e/ou pelo teste de 

puntura positivo(12). Apesar da IgE total geralmente ser mais alta em pacientes com 

asma alérgica comparado a não alérgicos, a separação desses 2 fenótipos não pode 

ser baseada apenas nos níveis de IgE total devido à sobreposição substancial entre 

os dois grupos(73). 

 

1.2.5 Periostina sérica 

A periostina, ou fator 2 osteoblasto-específico, é uma proteína matricelular 

envolvida em diversas funções, em diferentes órgãos e tecidos. Pertence a família 

das fascilinas e se liga à receptores de superfície celular da família das integrinas, 

sinalizando processos como cicatrizações de feridas de pele e, ao se depositar em 
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locais de fibrose, ativa células imunes, iniciando um processo inflamatório(74). Em 

uma revisão, Conway e cols atribuem como função principal da periostina a atuação 

no remodelamento tecidual de uma lesão, exercida de maneira semelhante em 

condições patológicas e fisiológicas(75). Essa observação levou ao interesse pela 

periostina como biomarcador ou alvo terapêutico relacionados a processos 

inflamatórios. 

Várias doenças pulmonares resultam em fibrose do tecido pulmonar, mas 

com padrões histológicos diferentes. No caso da asma ocorre a remodelação das 

vias aéreas, como consequência da deposição da matriz extracelular e da 

proliferação de células do músculo liso ao redor dos ductos, estreitando e 

restringindo o fluxo aéreo(76). A periostina é secretada por células do epitélio 

brônquico e fibroblastos pulmonares sob influência das citocinas IL-13 e IL-4 e está 

amplamente depositada nas vias aéreas de indivíduos com asma(77). 

O gene que expressa a periostina é um dos mais frequentes na asma(78) e 

níveis séricos elevados em pacientes com asma T2 é um achado bastante reportado 

na literatura(30, 31, 77, 79). A quantificação da periostina no soro é realizada em 

plataformas imunoenzimáticas, utilizando anticorpos monoclonais e policlonais com 

alta sensibilidade para o reconhecimento dessa proteína(80). Dados obtidos na maior 

parte dos estudos é realizado por metodologia de ELISA (Enzyme Linked Immuno-

Sorbent Assay) do tipo sanduíche, com particularidades experimentais que exigem 

expertise dos laboratórios clínicos e de pesquisas nas padronizações envolvidas no 

ensaio. 

 A literatura ainda é controversa em relação aos níveis séricos de importância 

clínica para a periostina. Um estudo que objetivava determinar um intervalo de 

referência em indivíduos sem evidência de asma ou DPOC, encontrou uma mediana 

de aproximadamente 50 ng/mL nesses indivíduos, sem observarem interferência de 

sexo e idade nesses valores(81), porém, essa mediana também foi encontrada em 

outro estudo do mesmo grupo em pacientes asmáticos(82). Também há estudos que 

utilizam 50 ng/mL como ponto de corte(31). Valores de periostina maiores que 95 (83) 

e 97 ng/mL(84) se associaram a maiores limitações de fluxo aéreo e esse é um dos 

pontos de corte mais utilizados hoje para determinação de altos níveis séricos(85). 
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Estudos vem observando a utilidade da periostina como previsora de boa 

resposta ao tratamento. Foi demonstrado num ensaio controlado randomizado em 

asmáticos que têm a doença descontrolada, que os pacientes com altos níveis de 

periostina respondem melhor a lebrikizumabe (terapia anti-IL-13) comparado com 

pacientes com baixos níveis de periostina(54). Outro estudo com omalizumabe 

mostrou maior redução da taxa de exacerbações em pacientes que apresentavam 

níveis elevados de periostina(53). Também foi observada uma redução dos valores de 

periostina em resposta ao uso de predinisolona oral e lebrikizumabe(86). 

 

1.2.6 Leucotrieno E4 urinário 

Os cysteinyl leucotrienos (cysLT) são lipídeos derivados do ácido 

araquidônico, sinalizadores fundamentais na biologia humana, envolvidos no 

processo inflamatório e na homeostase(87). São produzidos pela 5-lipoxigenase em 

monócitos, mastócitos e eosinófilos ativados(88). O leucotrieno A4 é o metabólito 

primário da formação dos cysLT e é sequencialmente convertido em leucotrieno C4 , 

D4  e E4 dentro da célula ou por biossíntese transcelular nas plaquetas ou 

neutrófilos(88, 89). O leucotrieno E4  (LTE4) é o metabólito estável, que circula na 

corrente sanguínea em baixa concentração, mas se acumula na urina de forma 

detectável(90). 

Os cysLT possuem potentes atividades biológicas, sendo seus principais 

efeitos observados nos sistemas gastrointestinal, microvascular, respiratório e 

leucocitário(91). São potentes broncoconstritores(92) e mediadores pro-

inflamatórios(93). Dentre as ações dos cysLT nas vias aéreas estão o aumento da 

permeabilidade vascular, constrição do músculo liso brônquico e mediação da 

hiperreatividade brônquica(94).  

Níveis aumentados de LTE4 na urina são maiores em asmáticos quando 

comparados a controles saudáveis(95-97). Dados reportados pela iniciativa U-

BIOPRED (Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Disease 

Outcomes) demostraram níveis elevados de LTE4 em asmáticos, comparados a 

controles, sendo que pacientes com asma grave apresentavam níveis ainda mais 

elevados(97). Nos leucócitos, a liberação de cysLT é estimulada por citocinas do 

endotipo T2 (8) e se correlacionam com níveis elevados de EOsg, EOes e FeNO(97). 
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Além de auxiliar na identificação do endotipo T2, outras associações podem 

justificar o uso do LTE4 como biomarcador na asma. Em uma revisão, Hagan e cols 

estimaram a acurácia da determinação de LTE4 urinário, como biomarcador 

potencialmente útil para identificar o risco de intolerância a aspirina, causa 

subjacente a 15% dos asmáticos graves(98). Esses pacientes costumam não 

responder aos CI(99). Níveis aumentados de LTE4 na urina também estão associados 

a broncoprovocação com antígeno(100), broncoespasmo induzido por exercício(101) e 

pior função pulmonar(97). 

Os LTRA, antagonistas de leucotrieno, são drogas muito prescritas na asma. 

Essas drogas atuam bloqueando a ligação dos cysLT ao receptor, impedindo a 

cascata de reações inflamatórias que causam os sintomas(102) e são uma opção 

terapêutica para pacientes refratários a corticoides(103). A GINA recomenda o uso de 

monoterapia com LTRA nas etapas 1 e 2 como um alternativa ao aumento da dose 

de CI ou ao uso de SABA(7). Altos níveis de LTE4 urinário se correlacionaram a 

melhores respostas a LTRA em crianças menores de 10 anos(104). Menores níveis de 

LTE4 foram encontrados em pacientes que faziam tratamento com omalizumabe e 

níveis não foram alterados com o uso de prednisolona(97). 

A possibilidade de quantificar um biomarcador na urina é a facilidade e não 

invasividade da coleta do material, porém com o desafio da variabilidade inter e intra 

indivíduo em relação a amostragem, principalmente em relação a concentração dos 

analitos(105). O que se propõe para a homogeneização na comparação entre 

pacientes é a normalização pela concentração da creatinina, que reflete a proteinúria 

da urina coletada em 24 horas(106). Atualmente os dois métodos principais para a 

quantificação de LTE4 urinários são ELISA(107) e cromotografia líquida, seguida por 

espectrometria de massas em tandem (LC–MS/MS)(108). O método de ELISA é mais 

acessível aos laboratórios clínicos e mais amplamente usado nas publicações. 

 

1.2.7 Citocinas na asma grave 

O perfil de citocinas também pode ser um parâmetro usado na endotipagem 

da asma, especialmente na identificação de vias do endotipo não T2, onde há 

escassas opções de biomarcadores(109). As células T CD4+, células T helper ou Th, 

participam da resposta imune efetora, produzindo grandes quantidades de citocinas 
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que sensibilizam uma variedade de células. As células Th0 (ou Th naive), a 

depender dos antígenos que lhes forem apresentados e aos diferentes estímulos 

recebidos por outras células, se diferenciaram em células Th1, Th2 ou Th17 e 

produzirão um perfil diferente de citocinas que se relacionam com diferentes 

endotipos de asma. 

O perfil Th2 é o mais frequente na asma, especialmente na asma alérgica e é 

caracterizado pela presença em maiores níveis das interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-

13(110). Estudos apontam que os perfis Th1 e Th17 são identificadores de outras vias 

inflamatórias, no caso da asma não T2(109, 111). Aumento da síntese da citocina pro-

inflamatória interferon-gama (IFN-γ) está relacionada com o perfil Th1 e a IL-17A 

com o perfil Th17, que envolve o recrutamento de neutrófilos(112). O fator de necrose 

tumoral (TNF) e a IL-6 são alvos para terapia biológica de doenças inflamatórias 

crônicas e os níveis dessas citocinas estão elevados no contexto da asma(113). IL-8 

já foi correlacionada positivamente com os níveis de neutrófilo em aspirado traqueal 

de pacientes asmáticos(114). Já a IL-10, tem o potencial de modulação negativa (ou 

downregulation) do processo inflamatório dirigido por Th1 e Th2, e os níveis 

encontrados no contexto da asma são contraditórios(115). A IL-2 ainda não foi muito 

explorada em sua correlação com a asma, mas ela regula negativamente a 

expressão de IL-17A, ligada a resposta Th1 e Th17(116). 

 A expressão de IL-4/IL-13 em asmáticos graves se correlaciona com 

sintomas alérgicos associados e a níveis elevados de IgE sérica. Habitualmente 

responsivos ao omalizumabe (anti-IgE) e dupilumabe (anti-IL4/IL-13)(16). A IL-13 

estará relacionada com as manifestações da doença e os seus efeitos  são  

aumento da produção de muco, hiperplasia de célula calciforme, produção de 

colágeno por fibroblastos, contratilidade das células musculares lisas, tráfego de 

eosinófilos para tecidos, ativação e recrutamento de mastócitos e basófilos, aumento 

da produção de FeNO, fibrose subepitelial e remodelamento brônquico. Já a IL-4 

está mais envolvida na diferenciação das células Th2 levando à produção de 

citocinas Th2, troca da classe das células B e produção de IgE, além de ativação e 

recrutamento de mastócitos e basófilos(64). A IL-5 está envolvida na produção, 

maturação e ativação dos eosinófilos e níveis elevados de IL-5 foram encontrados 

nos pacientes em exacerbação(117). A boa resposta ao tratamento com anti-IL5 de 
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pacientes com asma eosinofílica, suporta o importante papel dessa citocina na 

asma(42, 118, 119). 

 

1.3 Tratamento alvo-específico na asma 

A identificação de proteínas pró-inflamatórias que medeiam a resposta 

inflamatória associada à asma grave, resultou na estratégia de tratamento 

direcionada contra estas vias moleculares com anticorpos monoclonais (ou 

imunobiológicos). Várias citocinas estão envolvidas na fisiopatologia da asma e por 

essa razão a maioria dos novos tratamentos imunobiológicos disponíveis para asma 

grave são anticorpos monoclonais diretamente contra alvos imunológicos 

específicos, em particular contra citocinas(33). 

Os imunobiológicos são direcionados para o tratamento da asma T2, mediada 

pela presença de eosinófilos e citocinas IL-4, IL-5 e IL-13(120), e por essa razão a 

utilização dos biomarcadores é fundamental para identificação de bons 

respondedores à essas drogas. 

No Brasil há atualmente quatro imunobiológicos aprovados pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e indicados na etapa 5 de tratamento da 

asma: omalizumabe, mepolizumabe, benralizumabe e dupilumabe(6). Esses 

fármacos estão descritos a seguir. 

 

1.3.1 Anticorpo monoclonal anti-IgE (Omalizumabe) 

O omalizumabe é um anticorpo monoclonal recombinante humanizado que 

bloqueia os receptores de IgE de alta afinidade (FcεRI) nos mastócitos, basófilos, 

eosinófilos e células dendríticas, inibindo assim a ligação de IgE livre e 

consequentemente a liberação de mediadores inflamatórios(121). Além disso, 

promove “downregulation” desse receptores, diminuindo a quantidade de FcεRI nas 

células(122). Em uma revisão sistemática de 42 estudos de vida real, o omalizumabe 

se mostrou efetivo na redução de exacerbações e sintomas, incluindo 

hospitalizações e visitas ao pronto socorro, melhora no controle da asma e função 

pulmonar, melhora da qualidade de vida e proporcionando também a redução na 

dose de corticoide(123). 
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O omalizumabe é indicado para pacientes com asma grave alérgica não 

controlada. Para o cálculo da dose de omalizumabe deve ser considerado o peso 

entre 20 e 150 kg e o nível de IgE sérica total (de 30 a 1500 UI/mL)(6). EOsg(124), 

FeNO e periostina(53) elevados são preditores de boa resposta ao omalizumabe, mas 

não há informações sólidas a respeito de pontos de cortes de IgE determinantes 

para boa resposta ao tratamento(12).  

 

1.3.2 Anticorpo monoclonal anti-IL-5 (mepolizumabe e benralizumabe) 

Os fármacos anti-IL5 podem atuar de duas formas: se ligando diretamente a 

IL-5 (mepolizumabe) ou se ligando ao receptor de IL-5 (benralizumabe). Ao se ligar 

na IL-5, o mepolizumabe inibe sua ligação dos receptores nos eosinófilos, 

bloqueando assim a inflamação eosinofílica, enquanto que o benralizumabe se liga a 

cadeia alfa do receptor de IL-5, impedindo sua ligação e ao mesmo tempo, 

promovendo apoptose dos eosinófilos, reduzindo seu número significativamente nas 

vias aéreas, sangue e medula óssea(12). 

Os anti-IL-5 são indicados para pacientes com asma grave eosinofílica não 

controlada. Os preditores de resposta ao mepolizumabe são EOsg ≥ 150 

células/mm3, exacerbações no ano anterior e polipose nasal, além do fenótipo de 

asma de início tardio(12, 36). Para o benzalizumabe existem evidências de maior 

efetividade e resposta ao tratamento em pacientes com níveis de eosinófilos  ≥ 300 

células/mm3, que fazem uso crônico de CO, tem polipose nasal, VEF1 inferior a 65% 

do previsto e asma de início tardio(125). 

 

1.3.3 Anticorpo monoclonal anti-IL-13 e anti-IL-4 (Dupilumabe) 

A IL-13 e IL-4 são interleucinas envolvidas na diferenciação e ativação de 

células Th2, hiper-responsividade das vias aéreas, produção de muco e aumento da 

produção de IgE(17, 18). O Dupilumabe se liga ao receptor alfa da IL-4 e inibe por 

consequência a IL-13, exercendo assim seu efeito imunossupressor. O tratamento 

com dupilumabe mostrou melhor controle dos sintomas reduzindo as doses de CI e 

LABA em pacientes com níveis altos de EOsg (≥ 300 células/mm3)(126). 
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O dupilumabe é indicado para pacientes com asma moderada a grave, não 

controlada. Os biomarcadores EOsg elevados (≥ 150 células/mm3) ou FeNO 

aumentado (≥ 25 ppb) são preditores de boa resposta ao tratamento(7). Há também 

indicação para pacientes em uso de CO contínuo, independente dos níveis de EOsg 

e FeNO(12). Os estudos clínicos mostraram que sua utilização na asma grave 

eosinofílica melhora o controle da asma, a qualidade de vida, a função pulmonar, 

reduz as exacerbações e a dose de manutenção de CO(37). 

 

1.4 Validação dos biomarcadores na prática clínica 

São constantes as descobertas que associam biomarcadores a fenótipos, 

escolha do tratamento e prognósticos na asma, o que indica a necessidade de que 

métodos laboratoriais sejam validados para essa finalidade. Nos últimos anos, 

alguns estudos multicêntricos foram realizados avaliando a utilização dos 

biomarcadores na asma grave. Assessing biomarkers in a real-world severe asthma 

study (ARIETTA) foi um estudo prospectivo que objetivou verificar as contribuições 

da dosagem dos biomarcadores periostina, FeNO, EOsg e IgE e encontrou que 

valores aumentados de EOsg e FeNO estavam associados a maiores taxas de 

exacerbações, indicando utilidade prognóstica do acompanhamento desse 

biomarcadores(31). Outro grande projeto, Unbiased Biomarkers for the Prediction of 

Respiratory Disease Outcomes (U-BIOPRED), em uma das análises mostrou que 

altos valores da FeNO e EOsg apresentavam uma modesta capacidade de 

identificar asma T2 e que a combinação dos dois biomarcadores aumentava o valor 

preditivo(30). 

Poucos estudos brasileiros exploraram a abordagem do uso dos 

biomarcadores na endotipagem da asma. Recentemente, Cruz e cols. compararam 

dados clínicos e demográficos de uma coorte de pacientes do Programa de Controle 

de Asma na Bahia (ProAR) com os resultados encontrado pela U-BIOPRED. Dentre 

as comparações, foram encontrados maiores valores de IgE total e uma contagem 

de EOsg similiar a coorte da U-BIOPRED(127). Outro estudo brasileiro investigou as 

características clínicas e fenótipos de uma população brasileira com asma grave 

avaliando o escarro induzido, IgE total e FeNO em uma casuística de 74 pacientes. 

Foram encontradas porcentagens significantemente maiores de eosinófilos no 
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escarro de pacientes não atópicos e menores valores da FeNO naqueles com 

eosinófilos no escarro negativo(128). 

Os laboratórios clínicos que seguem o programa de certificação do Colégio 

Americano de patologia (CAP) precisam validar seus métodos em rotina, seguindo 

diretrizes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), uma organização 

sem fins lucrativos que desenvolve e publica protocolos padrões que atendem ao 

setor de saúde. Tais documentos são desenvolvidos baseados em consensos 

multiciplinares para uso pela comunidade global de laboratórios e são os recursos 

mais amplamente reconhecidos para garantir e melhorar continuamente a qualidade, 

segurança e a eficiência dos testes oferecidos. 

O documento da CLSI EP-24-A2(129) fala sobre a avaliação da acurácia 

diagnóstica dos testes laboratoriais usando a curva característica de operação do 

receptor, conhecida por curva ROC, que deve ser realizada pelos laboratórios 

clínicos. Esse documento descreve sobre a necessidade de estabelecimento dos 

valores de sensibilidade e especificidade clínica ou diagnóstica dos métodos. A 

sensibilidade clínica é a proporção de pacientes com uma desordem clínica bem 

definida, cujos valores de exame são positivos ou excedem um limite de decisão 

definido, e a especifidade clínica na proporção dos pacientes que não tem tal 

desordem clínica especificada, cujos resultados dos exames estão negativos ou 

dentro de um limite de decisão definido. 

Atualmente, são amplamente disponibilizados pelos serviços de rotina dos 

laboratórios clínicos a quantificação de IgE e EOsg, porém sem validações 

metodológicas direcionadas ao contexto clínico da asma. Também não há serviço 

que disponibilize as quantificações da FeNO, periostina e LTE4 para uso na prática 

clínica. A quantificação de EOes é o exame ideal para identificação do fenótipo 

inflamatório, porém é um método de processamento complexo e de difícil aplicação 

na rotina clínica(21). A disponibilização e acessibilidade aos demais biomarcadores é 

essencial, não apenas visando a substituição do escarro induzido, mas também a 

complementação das informações a respeito do fenótipo inflamatório dos pacientes. 

Nesse sentido, um painel mais completo de biomarcadores poderá ser útil(14, 29, 31). 

Para tanto, é fundamental que os laboratórios clínicos validem esses ensaios no 

contexto clínico da asma, de forma a conhecer a performance analítica dos testes 

para essa finalidade. 
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No Brasil, não há até o presente momento estudos que objetivaram a 

validação e estabelecimento de valores de refência da EOsg, IgE total, sIgE e FeNO, 

por laboratórios clínicos, nem há estudos que analisaram valores de periostina, LTE4 

e citocinas inflamatórias em pacientes asmáticos brasileiros. 
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2 OBJETIVO 

Avaliar o desempenho diagnóstico de um painel de biomarcadores para 

identificação do fenótipo inflamatório em pacientes asmáticos. 

 

2.1 Objetivo primário 

• Verificar o ponto de corte de melhor performance analítica dos 

biomarcadores através da sensibilidade e especificidade estabelecidas 

por curva ROC entre asmáticos e controles; 

 

2.2 Objetivos secundários 

• Verificar comorbidades como fatores de interferência de especificidade 

dos biomarcadores em indivíduos controles; 

• Verificar a aplicabilidade do painel para identificação do fenótipo 

inflamatório de pacientes asmáticos; 

• Verificar comportamento do painel de acordo com características 

clínicas dos pacientes asmáticos. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Trata-se de um estudo analítico observacional transversal devidamente 

registrado na Plataforma Brasil sob o CAAE 73640917.8.0000.5479 e aprovado 

pelos Comitês de Ética em Pesquisa da IRMANDADE DA SANTA CASA DE 

MISERICÓRDIA DE SÃO PAULO e FLEURY S.A. Todos participantes assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

O desfecho primário do estudo consistiu em avaliar o desempenho analítico 

de um painel de biomarcadores, comparando os valores obtidos em pacientes 

versus controles. Primeiramente, foi realizado um cálculo amostral com base no 

Teorema do Limite Central e das Leis dos Grandes Números de 180 participantes 

(60 pacientes com asma grave e 60 controles), porém não foi possível a obtenção 

desse N amostral, devido aos impactos da pandemia de SARS-CoV-2 nos 

atendimentos ambulatoriais e, consequentemente, nas coletas. Diante disso, um 

novo cálculo amostral para tal desfecho foi realizado através do levantamento de 

estudos semelhantes(130, 131) e de diretrizes do CLSI(129). Foi estimado um N amostral 

de 100 participantes, sendo 40 pacientes com asma grave e 60 controles. Ainda 

assim, não foi possível o acesso a 40 pacientes com asma grave e, por essa razão, 

a casuística foi composta por pacientes com asma grave e não grave, partindo-se do 

pressuposto que apesar da utilização dos biomarcadores ser indicada para 

pacientes graves, os diferentes fenótipos inflamatórios da asma também podem ser 

encontradas em pacientes com asma não grave(8). Há também a vantagem desses 

pacientes usarem medicamentos em menor número de associações e doses mais 

baixas, diminuindo a interferência da terapia nos valores dos biomarcadores(41). 

Ademais, há um movimento da medicina de precisão na asma e em outras doenças, 

em se identificar pacientes através de biomarcadores que indicam evolução para um 

pior prognóstico, permitindo uma intervenção precoce, podendo assim, evitar o 

agravamento do quadro de saúde desses pacientes(132-135).  

 Foi possível a participação de 103 indivíduos, 37 pacientes com asma e 66 

controles. Foi verificado que para os principais biomarcadores (FeNO, EOsg, IgE, 

sIgE e periostina) o poder do estatístico para a presente amostragem esteve entre 

85% e 99% de probabilidade. 
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3.1 Casuística 

3.1.1 Critérios de inclusão 

Foram incluídos no estudo brasileiros maiores de 18 anos oriundos de 2 

diferentes centros: (1) pacientes diagnosticados com asma grave segundo os 

critérios internacionais descritos pela ATS/ERS(27), acompanhados no ambulatório 

de asma grave da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo e (2) 

pacientes com asma não grave e indivíduos controles, colaboradores da empresa 

Grupo Fleury. Pacientes e controles foram recrutados no período de fevereiro de 

2019 à maio de 2021. Os pacientes foram orientados a não interromperem o 

tratamento em uso no momento do estudo, uma vez que o presente estudo não foi 

intervencionista e não abordou um tratamento específico. 

A classificação dos pacientes com asma grave foi determinada pelo uso de 

dose alta de CI associado a outro controlador ou em uso de CO em mais de 50% 

dos dias no ano anterior para manter o controle dos sintomas. Os critérios para 

identificar asma não controlada e pacientes em exacerbação foram: 

• Pouco controle dos sintomas: Teste de Controle da Asma (ACT) 

consistentemente <20; 

• Exacerbações graves frequentes: dois ou mais cursos de corticoide 

sistêmico (> que 3 dias cada) no ano anterior; 

• Exacerbações graves: pelo menos uma internação, internação na UTI 

ou ventilação mecânica no ano anterior; 

• Limitação do fluxo de ar: resultado de VEF1 pós-broncodilatador ≤ 80% 

do previsto (associado a relação VEF1/CVF abaixo do limite inferior do 

previsto) 

Para a inclusão de pacientes com asma não grave, foram aceitos aqueles 

diagnosticados previamente por um especialista, que tiveram crises de asma na vida 

adulta e que não preenchessem os critérios para asma grave. A inclusão dos 

indivíduos controles foi determinada pelo pareamento de gênero com os asmáticos. 
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3.1.2 Critérios de exclusão 

Foram condições excludentes para a participação pacientes e controles que 

apresentassem sintomas de infecção respiratória ativa, com menos de 15 dias de 

sintomas. Pacientes e controles com condições debilitantes, que impossibilitassem o 

descolocamento físico para a realização da coleta não foram contemplados. Não 

houve a ocorrência de nenhum desses casos. 

 

3.1.3 Dados clínicos e questionários 

Todos os participantes do estudo foram avaliados em relação à obesidade 

pelo cálculo do índice de massa corporal (IMC), alergia a antígenos inalatórios 

(detecção de IgE específica contra  poeira doméstica, ácaros, pólens de gramíneas, 

epitélios e proteínas animais e/ou fungos). Todos foram questionados quanto a 

infecção prévia pelo SARS-CoV-2 (COVID-19) e se relatavam a presença das 

seguintes comorbidades: (1) apneia do sono, (2) bronquiectasia, (3) dermatite 

atópica, (4) urticária crônica, (5) polipose nasal, (6) rinossinusite crônica, (7) 

disfunção de cordas vocais ou (8) doenças autoimunes. 

Os pacientes asmáticos foram também avaliados em relação aos 

medicamentos em uso para categorização da etapa do tratamento segundo a GINA, 

ao histórico da doença para a classificação de se início precoce ou tardio, ao 

controle da asma através do ACT e a função pulmonar através da verificação dos 

valores de CVF e VEF1  em relação ao predito (previamente ao uso do 

broncodilatador) por espirometria (Koko® PFT Spirometer, nSpire Health Inc), 

realizado de acordo com os critérios de qualidade e reprodutibilidade da 

ATS/ERS(136). O ACT, CVF e VEF1 foram determinados no momento da coleta para 

os pacientes com asma grave e em um período de até 2 meses para os demais 

pacientes com asma não grave. 

Para a classificação da etapa GINA de tratamento, os pacientes foram 

classificados de acordo com os medicamentos em uso e a dose diária de CI 

indicadas no “BOX 3-6” do documento da GINA(7), sendo altas doses de CI também 

foram consideradas quando o paciente fazia uso de dois tipos diferentes de CI em 

doses médias. Associações de altas doses de CI e tiotrópio, além do uso de 

imunobiológicos e CO, foram classificados como etapa 5 de tratamento. 
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3.1.4 Grupos e subgrupos avaliados 

Para as análises, pacientes asmáticos e indivíduos controles foram avaliados 

em diferentes abordagens, havendo a estratificação do grupo a depender do objetivo 

da análise. Essas avaliações, bem como os grupos e subgrupos formados para tais, 

estão descritos abaixo: 

1. Análise comparativa dos valores obtidos dos biomarcadores entre 

pacientes asmáticos e indivíduos controles: Primeiramente, os dois 

grupos foram avaliados; asmáticos versus controles. Para a avaliação 

da IL-6, os dois grupos foram estratificados em relação ao diagnóstico 

prévio de COVID-19, uma vez que é sabido, que pode haver alteração 

desse parâmetro nessa condição(137); 

 

2. Análise da interferência das comorbidades nos valores dos 

biomarcadores: Foram considerados apenas os indivíduos controles, 

estratificados, de acordo com 4 diferentes grupos de comorbidades, a 

saber: (1) alergia, (2) obesidade, (3) infecção pelo SARS-CoV-2 e (4) 

presença de uma ou mais comorbidades associadas a piores 

prognósticos na asma; 

 

3. Aplicação do painel para determinação do fenótipo inflamatório: 

Foram avaliados apenas os pacientes asmáticos divididos em 3 

grupos, a saber, (1) asma eosinofilica atópica, determinada por sIgE > 

0,35 kU/L e um ou mais biomarcador de eosinofilia positivo, (2) asma 

eosinofílica não atópica, determinada por sIgE ≤ 0,35 kU/L e um ou 

mais biomarcador de eosinofilia positivo e (3) asma não eosinofílica, 

determinada por nenhum biomarcador de eosinofilia positivo. O ponto 

de corte de positividade será determinado de acordo com a 

descriminação entre pacientes e controles por curva ROC. Os 

biomarcadores de eosinofilia para essa análise são: EOsg, IgE total, 

FeNO e Periostina. 
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4. Análise comparativa dos biomarcadores nos pacientes asmáticos 

de acordo com as características clínicas e fenótipos: Apenas os 

pacientes asmáticos foram considerados nessa avaliação, sendo 

estratificados em diferentes análises de acordo com as características 

clínicas levantadas no estudo: 

a. Etapas do tratamento: Classificados em 2 grupos (etapas 1-3 e 

4-5), segundo as 5 etapas de tratamento da GINA; 

b. Prova de função pulmonar: Em 2 análises de 2 grupos, 

segundo os valores obtidos de VEF1 e CVF, agrupados em cada 

parâmetro se ≤ 80% ou > 80%; 

c. Atopia: Em 2 grupos, se presença ou não de alergia a 

antígenos inalatórios determinados para positividade no teste de 

sIgE (> 0,35 kU/L); 

d. Início da doença: Em 2 grupos, se asma de início tardio ou 

precoce; 

e. Obesidade: Em 2 grupos, se obesos (IMC ≥30) ou não (IMC 

<30); 

f. Endotipo T2: Em 4 análises de 2 grupos, de acordo com a 

presença de biomarcadores de asma T2 ou não (Quadro 1). 

QUADRO 1. Descrição dos critérios de classificação do endotipo T2. 

Classificação Descrição 

T2 
Presença de ao menos UM dos biomarcadores nos valores: 
EOes≥2% ou EOsg≥150mm3 ou FeNO≥20ppb 

T2+ 
Presença de ao menos UM dos biomarcadores nos valores: 
EOes≥3% ou EOsg≥300mm3 ou FeNO≥35ppb 

T2/2B 
Presença de ao menos DOIS dos biomarcadores no valores: 
EOes≥2% ou EOsg≥150mm3 ou FeNO≥20ppb 

T2+/2B 
Presença de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores: 
EOes≥3% ou EOsg≥300mm3 ou FeNO≥35ppb 

EOes: Eosinófilos no escarro; EOsg: Eosinófilos no sangue; FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; 
T2: asma tipo 2; 2B: presença de 2 biomarcadores ou mais. 

 

3.2 Protocolos dos biomarcadores avaliados 

Foram coletadas amostras em três tubos de 4 mL de soro com gel separador, 

um tubo de 3 mL de sangue total com o anticoagulante EDTA (Ethylenediamine 

tetraacetic acid) potássico e um frasco de 70 mL de urina. Para pacientes com asma 
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grave, também foi realizada a coleta do escarro induzido. Os tubos com gel 

separador foram centrifugados a 2200 x g por 10 minutos a 18ºC. Para as dosagens 

de periostina sérica e citocinas, o soro foi separado em alíquotas em tubos secos e 

congelados a -80ºC até a realização dos ensaios. Da mesma forma, a urina foi 

aliquotada em tubos secos, uma alíquota foi encaminhada para a dosagem de 

creatinina e outra foi congelada a -80º C até a realização da dosagem de LTE4. 

 

3.2.1 Fração exalada do óxido nítrico (FeNO)  

A FeNO foi medida pelo dispositivo portátil com sensor eletroquímico NIOX-

MINO® (Circassia AB), de acordo com as recomendações da ATS/ERS(51). Os 

indivíduos foram instruídos a evitar a ingestão de alimentos, exercício e cigarro uma 

hora antes do teste. Eles foram mantidos sentados e instruídos a inalar a 

capacidade pulmonar total e, em seguida, expirar a um fluxo constante de 50 mL/s 

durante 10 segundos, guiados por um indicador ao nível dos olhos. O resultado foi 

instantâneo e a medição foi expressa em parte por bilhões (ppb), sendo que o limite 

de detecção era de 5 ppb. 

 

3.2.2 Escarro induzido 

Indução do escarro: Os pacientes foram pré-tratados com 200g de 

salbutamol para evitar complicações como o broncoespasmo. O escarro foi induzido 

por inalação de solução salina hipertônica, através de nebulizador ultrassônico, 

utilizando o método de Pizzichini e cols(138, 139). O método consistiu em inalar a 

solução salina hipertônica, em concentrações aumentadas gradativamente de 0,9%, 

3%, 4% e 5%, cada solução inalada durante 5 min, até que houvesse escarro 

suficiente para análise ou até uma queda de VEF1 igual ou superior a 20% em 

relação ao valor basal. A amostra foi recolhida num frasco estéril e examinada 

dentro de 2 horas. 

Uma amostra de escarro adequada para análise foi definida como aquela que 

continha material expectorado com viabilidade celular superior a 50%, com uma 

contaminação com células escamosas da orofaringe inferior a 20% e que fosse 

suficiente para a contagem diferencial de 400 células. 
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Citologia do escarro induzido: A amostra de escarro e saliva foram 

transferidas para uma placa de Petri e o peso e as características macroscópicas da 

amostra foram registradas. Todas as porções selecionadas que macroscopicamente 

apareceram livres de contaminação salivar foram colocadas em tubo Falcon® de 15 

mL. A amostra foi tratada 4 vezes com solução salina de 1,4-Dithiothreitol (DTT) 

(Sygma) fresca diluída a 0,1% em água ultrapura, para que fosse dissociado o muco. 

A mistura foi homogeneizada vigorosamente por 15 segundos e gentilmente 

aspirada com auxílio de pipeta Pasteur para garantir a mistura. O tubo foi colocado 

sob agitação por 15 min. Para interromper o efeito do DTT na suspensão de células, 

foram adicionados quatro volumes de solução salina tamponada fosfatada 

Dulbecco's (D-PBS) e agitados por mais 5 min. A suspensão foi filtrada em filtro de 

nylon (Falcon® 40 µm, Cell Strainer) a fim de remover células, detritos e muco. A 

suspensão límpida resultante foi centrifugada a 790 x g durante 10 min e o 

sobrenadante aspirado e armazenado em seis tubos microtubos a -80 °C para 

ensaios posteriores. 

O precipitado foi ressuspenso em D-PBS (200-600 µL, dependendo do 

tamanho do pellet e da contagem total de leucócitos) e foi realizada uma contagem 

total de leucócitos e viabilidade celular no equipamento Countess™ (Invitrogen), 

pelo método de exclusão de azul de tripan. A concentração celular foi ajustada para 

1x106/mL e 75 µL foram citocentrifugados a 450 rpm por 6 min em citocentrífuga 

(Thermo Fisher), cada paciente em 2 lâminas. Após secar, as lâminas foram coradas 

por May-Grunwald-Giemsa. Foram contadas quatrocentas células não-escamosas e 

os resultados foram expressos em porcentagem relativa de células não escamosas 

(138). 

Foram definidas porcentagens maiores ou iguais a 2% de eosinófilos como 

perfil eosinofílico e maiores ou iguais a 50% de neutrófilo como perfil neutrofílico(140), 

sendo casos com os dois resultados chamados de mistos e na ausência desses 

resultados, paucigranulocítico. 

 

3.2.3 Eosinófilos no sangue periférico (EOsg) 

A contagem de eosinófilos periféricos foi realizada em linhas de automação 

como item do hemograma. O material foi analisado em até 3 horas após a coleta. A 
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metodologia utilizada foi citometria de fluxo fluorescente e impedância e 

eventualmente o estudo morfológico em esfregaços corados no SP1000i 

(automatizado), Corador (Hemogram) ou método manual (Leishman). Quando 

aplicável, a análise morfológica foi realizada no digital (Cellavision) ou pelo método 

tradicional (microscopia manual). Os resultados são expressos em quantidade de 

célula por milímetro cúbico (mm3). 

 

3.2.4 IgE sérica total (IgE) e específica (sIgE) 

As dosagens foram realizadas em linhas de automação no equipamento 

ImmunoCAP (Phadia, ThermoFisher), por ensaio imunofluorimétrico. Os valores 

foram expressos em kilo unidades por litro (kU/L). Valores de sIgE para antígenos 

inalatórios (poeira doméstica, ácaros, pólens de gramíneas, epitélios e proteínas 

animais e/ou fungos) acima de 0,35 kU/L foram considerados positivos. 

 

3.2.5 Periostina sérica 

A quantificação de periostina se baseou na montagem de um ensaio por 

ELISA sanduiche utilizando o insumo Human Periostin/OSF-2 (R&D Systems). Esse 

insumo provê 4 componentes: (1) anticorpos de captura contra a periostina humana, 

(2) anticorpos de detecção contra a periostina humana, (3) um padrão de periostina 

humana e (4) a enzima estreptavidina marcada com HRP (horseradish peroxidase). 

Os dois anticorpos contra periostina humana reconhecem diferentes epítopos da 

proteína, os de captura serão grudados na placa de reação e irão capturar a 

periostina no soro do paciente. Após lavagem, os de detecção irão se ligar ao 

epítopo específico livre da periostina capturada e por estarem marcados com biotina, 

os anticorpos de detecção que restarem após nova lavagem poderão ser revelados 

pela adição da enzima estreptavidina-HRP, que formará uma reação de cor. Todas 

as etapas necessitam de insumos e soluções que não são fornecidas no Human 

Periostin/OSF-2, e que devem ser testadas e padronizadas para que a reação 

aconteça de forma satisfatória. A reação satisfatória é avaliada pela testagem de 

amostras com valores conhecidos. Não é possível a pormenorização de todas as 

etapas dessa padronização devido a sigilo comercial, porém o protocolo 

generalizado será descrito a seguir. 
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Uma placa de poliestireno de 96 poços (Costar) foi revestida com anticorpos 

de captura contra periostina. Os padrões e as amostras foram diluídos em solução 

salina tamponada fosfatada (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 

1.5 mM KH2PO4, pH 7.2-7.4, filtrado a 0.2 μm) acrescido de 1% de albumina de soro 

bovino e 10% de soro fetal bovino e transferidos para os poços. Após o tempo de 

incubação, foi realizada a lavagem dos poços com solução de lavagem (PBS + 

0.05% Tween® 20), para retirada de quaisquer substâncias não ligadas. 

Posteriormente, foi adicionado um segundo anticorpo de detecção contra periostina 

aos poços e após o tempo de incubação e lavagem, foi adicionado a enzima 

estreptavidina-HRP aos poços. Após nova incubação e lavagem, que retira a enzima 

não ligada, o substrato 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) (Siemens) foi 

adicionado aos poços e a cor desenvolvida em proporção à quantidade de periostina 

foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico 2 normal (2N H2SO4). Após o cálculo 

da curva padrão, os valores das amostras foram determinados por interpolação e 

expressos em nanogramas por mililitro (ng/mL) (79, 83, 86, 141). 

 

3.2.6 Leucotrieno E4 urinário (LTE4) 

A concentração de LTE4 foi determinada pelo ensaio competitivo de ELISA, 

em duplicata, seguindo as instruções do kit comercial Leucotriene E4 ELISA Kit 

(Cayman Chemical). As amostras foram inicialmente diluídas a 1:3 e quando a 

concentração excedia o limite superior da curva padrão, a amostra era repetida em 

outra diluição (1:5 ou 1:20). Os resultados foram normalizados pela concentração de 

creatinina sérica na mesma amostra(94), dosada por método cinético colorimétrico no 

analisador químico automatizado Cobas® (Roche Diagnostics), sendo os resultados 

assim expressos em picograma por miligrama de creatinina (pg/mgCr). 

 

3.2.7 Citocinas inflamatórias 

Cytometric Bead Array (CBA): O ensaio da detecção de citocinas foi 

realizado pela metodologia BD™ Cytometric Bead Array Human (CBA) utilizando o 

kit Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, que contemplava a quantificação das citocinas IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e IL-17A, e o kit Human Flex Set para IL-5, IL-8 e IL-13.  
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O teste foi realizado em ensaios diferentes para os dois kits, mas ambos 

apresentam o mesmo protocolo descrito pelo fabricante.  O método CBA se baseia 

na captura de um ou vários analitos solúveis utilizando beads de tamanho e 

intensidade de fluorescência conhecidos, que serão detectados por citometria de 

fluxo. Cada bead é conjugada com um anticorpo específico contra as citocinas 

avaliadas e essa ligação será lida por fluorescência após a adição do reagente de 

detecção, outro anticorpo específico conjugado phycoerythrin (PE). O método 

permite a detecção simultânea de várias citocinas. A concentração da citocina será 

proporcional a intensidade de fluorescência lida em PE. 

As placas de 96 poços com fundo redondo (Costar) foram preparadas com 

iguais proporções de amostra diluída, mistura de beads e reagente de detecção. O 

mesmo procedimento foi realizado para a obtenção da curva-padrão. As placas 

foram homogeneizadas e incubadas por três horas, em temperatura ambiente, no 

escuro. A reação foi analisada utilizando o citômetro de fluxo FACSCanto™II (BD 

Biosciences) e os resultados foram gerados em gráficos e tabelas utilizando-se o 

software FCAP Array Software v3.0 (Soft Flow Hungary Ltd). Os valores foram 

determinados por interpolação de curva padrão e expressos em picograma por 

mililitro (pg/mL). 

Eletroquimioluminescência (ECLIA): A interleucina IL-6 também foi dosada 

por método automatizado utilizando o analisador Cobas® (Roche Diagnostics). 

 

3.3 Análise Estatística 

Todas as variáveis numéricas contínuas do presente estudo foram avaliadas 

em relação a normalidade de distribuição dos dados pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov e Shapiro-Wilk, que testam a hipótese nula (H0) que as amostras tem 

distribuição normal. Todas as variáveis, exceto a contagem de neutrófilos no escarro 

e a dosagem da citocina TNF, apresentaram valores de p menores que 0,05, 

rejeitando H0 e indicando distribuição não paramétrica (ou não normal) dos dados 

(Anexo 1). Nenhuma amostra apresentou valor detectável de IL-13 e apenas duas 

amostras apresentaram valores detectáveis para IL-5, portanto essas variáveis não 

serão consideradas nas análises estatísticas. Apesar das variáveis neutrófilos no 

escarro e TNF apontarem para uma distribuição normal dos dados, os resultados 
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para esses parâmetros serão realizados por comparações não paramétricas diante 

do número reduzido de casos da distribuição dos dados observadas nos gráficos de 

Box-Plot.  

A curva ROC foi determinada como medida do desempenho dos testes como 

discriminadores de pacientes e controles. Para comparação de dois grupos foi 

utilizado o teste de Mann-Whitney e para a comparação de 3 ou mais grupos, o teste 

de Kruskal-Wallis. Para as variáveis categóricas, as comparações entre frequências 

foram realizadas pelo teste Qui-quadrado ou exato de Fisher. A inferência das 

variáveis preditoras de diagnóstico de asma e determinação do fenótipo inflamatório 

foi realizada por Regressão Logística Bivariada, por método LR.  

As análises foram realizadas sob supervisão da equipe de estatística da 

Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo através do software 

IBM SPSS Statistics (versão 20.0). Os gráficos foram confeccionados no software 

GraphPad PRISM (versão 5.01). 

A representação gráfica dos achados foi realizada majoritariamente por 

gráficos do tipo Box-Plot. A caixa vertical do gráfico representa os intervalos 

interquartis 25% (primeiro quartil ou Q1) e 75% (terceiro quartil ou Q3), a linha 

central representa a mediana (segundo quartil ou Q2) e a haste (que se assemelha a 

letra T) representam os limites inferiores e superiores (Li e Ls), que são os valores 

mínimos e máximos, excluindo os outliers, estes representados pelos pontos. 
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4 RESULTADOS 

Foi realizada a coleta de 103 indivíduos, sendo 37 (36%) pacientes asmáticos 

e 66 (64%) controles, saudáveis ou com comorbidades. Dos 37 pacientes asmáticos, 

15 (40,5%) eram pacientes com asma de difícil controle acompanhados pelo 

Ambulatório de Asma Grave da Santa Casa de São Paulo e 22 (59,5%) eram 

pacientes com asma não grave, colaboradores da empresa Grupo Fleury. Nenhum 

paciente do Ambulatório de Asma Grave da Santa Casa de São Paulo convidado 

para o estudo se recusou a participar.  No Grupo Fleury houve um convite para 

voluntários por divulgação interna, onde os interessados se voluntariaram. Cinco 

voluntárias do gênero feminino para o grupo controle, não foram aceitas na pesquisa 

pela necessidade de pareamento de gênero com o grupo asma.  Os resultados 

estão expostos na sequência em duas análises principais, inicialmente a análise 

comparativa dos biomarcadores entre os grupos de pacientes asmáticos e indivíduos 

controles e posteriormente, a análise comparativa dos biomarcadores focada nos 

pacientes asmáticos, de acordo com as características clínicas e fenótipos.  

  

4.1 Dados descritivos 

Os dados demográficos dos grupos estão descritos na Tabela 1. Os grupos 

asma e controles foram compostos majoritariamente por indivíduos do gênero 

feminino. Dos 103 indivíduos avaliados, 76 (74%) eram mulheres. Comparando a 

distribuição do gênero, não houve diferença estatística entre os grupos (p=0,533). 

Em relação à idade dos participantes, o grupo asma foi significativamente mais velho 

que o grupo controle (p≤0,001), especialmente por interferência dos asmáticos 

graves (Tabela 2). Quanto ao IMC, não houve diferença entre os grupos (p=0,119). 

O grupo asma apresentou maior frequência de indivíduos alérgicos (p≤0,001). Não 

houve diferença entre os grupos em relação a presença de uma ou mais 

comorbidades (p=0,102), mas houve menor frequência de pacientes asmáticos com 

infecção prévia pelo SARS-CoV-2 (p=0,029). 

  



39 
 

TABELA 1. Dados demográficos estratificados por grupo. 

Variáveis Asma (n=37) Controles (n=66) Valor de p 

Gênero (mulheres)a 27(73%) 49(74%) 0,888b 

Idade (anos)c 39(33,5-54,0) 33(27,8-38,3) ≤0,001d 

IMC (kg/m2)c 28(23-33) 25(23-29) 0,119d 

Alergia (sIgE) a 30(81%) 26(39%) ≤0,001b 

Outras comorbidades a 19(51%) 23(35%) 0,102b 

COVID-19 a 4(11%) 20(30%) 0,029 e 

a. número de casos/ frequência; b. Qui-quadrado; c. Mediana (Intervalo interquartis 25-75); d. Mann-
Whitney; e. Exato de Fisher; IMC: Índice de massa corporal (quilogramas por metro quadrado); sIgE: 
Imunoglobulina E específica contra antígenos inalatórios; Outras comorbidades: rinossinusite crônica, 
rinite alérgica, apnéia do sono, bronquiectasia, dermatite atópica, urticária crônica, polipose nasal, 
disfunção de cordas vocais, doenças autoimunes. 

 

Para o grupo asma, os dados clínicos levantados estão descritos na Tabela 2, 

estratificados entre pacientes com asma grave e não grave. Os pacientes com asma 

grave foram significativamente mais velhos (p≤0,001), com menores valores de ACT 

(p=0,017), mais exacerbações no último ano (p=0,017) e menores porcentagens de 

VEF1 e CVF (p≤0,001) que os pacientes com asma não grave. Os pacientes não 

diferiram em relação ao IMC (p=0,915), a frequência do gênero feminino (p=0,476), a 

idade de início da doença (p=0,908) e a frequência de indivíduos alérgicos 

(p=0,154). 

TABELA 2. Dados demográficos dos pacientes asmáticos estratificado por 
gravidade. 

Variáveis 
Asma grave 

(n=15) 
Asma não grave 

(n=22) 
Valor de p 

Idade (anos)a 58(39-65) 35(32-40) ≤0,001b 
IMC (kg/m2)a 26(23-33) 29(23-33) 0,915 b 
Gênero (mulheres)c 10(67%) 17(77%) 0,476d 
Início tardio (asma adulta)c 6(40%) 9(60%) 0,908 d 
Atopia (sIgE)c 11(73%) 20(90%) 0,154 d 
ACTa 17(11-20) 23(18-24) 0,017b 
Exacerbações (último ano)c 7(47%) 2(9%) 0,017e 
CVF (% do predito)a 63(53-90) 93(89-107) ≤0,001b 
VEF1 (% do predito)a 45(34-80) 84(78-96) ≤0,001b 
Etapas GINA 4 e 5c 14(93%) 3(14%) ≤0,001e 
Uso de COc 4(27%) 0 - 

a. Mediana (Intervalo interquatis 25-75); b. Mann-Whitney; c. Número de casos/ frequência; d. Qui-
quadrado; e. Exato de Fisher; -. distribuição de dados insuficientes para cálculo estatístico.; IMC: 
Índice de massa corpórea (quilogramas por metro quadrado); sIgE: Imunoglobulina E específica 
contra antígenos inalatórios; ACT: Asthma Control Test; CVF: Capacidade vital forçada expiratória; 
VEF1: Volume expiratório forçado no primeiro segundo; GINA: Global Iniciative for asthma; CO: 
Corticoide Oral 
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4.2 Análise comparativa dos biomarcadores em pacientes asmáticos e 

indivíduos controles 

 

4.2.1 Comparação entre os grupos 

Com o objetivo de avaliar os métodos analíticos utilizados para a 

quantificação dos biomarcadores no contexto da asma de acordo com as diretrizes 

do CLSI, valores obtidos em asmáticos foram comparados aos valores obtidos em 

controles. A seguir, os gráficos ilustram os resultados obtidos nas análises, bem 

como as significâncias estatísticas encontradas em cada comparação. No Gráfico 1 

são apresentados os valores obtidos da FeNO e do EOsg, utilizados na identificação 

da asma eosinofílica. As medianas encontradas no grupo asma para FeNO (18 ppb) 

e EOsg (170 cél/mm3) foram significativamente maiores, quando comparadas ao 

grupo controle (12 ppb; p=0,001 e 105 cél/mm3; p=0,012, respectivamente). 

 

 

GRÁFICO 1. Valores da FeNO (a) e dos eosinóficos no sangue (EOsg) periférico (b) 
em pacientes asmáticos e indivíduos controles. 

 

Em relação aos biomarcadores de atopia, na dosagem de sIgE os valores 

inferiores a 0,35 kU/L não são quantificáveis pelo método utilizado e, portanto, não 

foram considerados na análise. Da mesma forma, medianas significativamente 
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maiores de IgE total (179 kU/L) e sIgE (12 kU/L) foram encontradas no grupo asma 

quando comparadas ao grupo controle (52 kU/L; p<0,001 e 4,7 kU/L; p=0,004, 

respectivamente) (Gráfico 2). 

 

 

GRÁFICO 2. Valores de IgE total (a) e IgE específica (sIgE) (b) em pacientes 
asmáticos e indivíduos controles. 

 

Dentre os biomarcadores ainda não utilizados na prática clínica, foram 

dosados no presente estudo a periostina sérica e o LTE4 urinário. Na comparação 

entre os grupos, foi encontrada mediana significativamente maior de periostina na 

asma (57,8 ng/mL) em comparação aos controles (45,3 ng/mL; p=0,005) e não 

houve diferença entre os valores de LTE4 urinário entre os grupos (1403 pg/mgCr 

em asmáticos versus 1299 pg/mgCr em controles; p=0,353) (Gráfico 3). 
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GRÁFICO 3. Valores de periostina sérica (a) e leucotrieno E4 (LTE4) urinário (b) em 
pacientes asmáticos e indivíduos controles. 

 

A interleucina-6 foi analisada em relação aos valores encontrados nos grupos 

asma e controle por duas metodologias, CBA e ECLIA. Nessa análise, houve a 

estratificação dos grupos em relação ao diagnóstico prévio de COVID-19. No Gráfico 

4 é possível visualizar a distribuição dos valores encontrados, bem como a análise 

estatística, que demonstrou não haver diferença das medianas de IL-6 por ECLIA 

entre os grupos (asma=2,3 pg/mL; asma-COVID19=4,9 pg/mL; controle=2,1 pg/mL; 

controle-COVID19=2,4 pg/mL; p=0,095 na comparação global por Kruskal-Wallis). 

Retirando o grupo asma com COVID-19 prévia devido ao baixo número de 

participantes, a semelhança entre as medianas se manteve (p=0,413). 
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GRÁFICO 4. Valores de interleucina-6 (IL-6) por eletroquimioluminescência (ECLIA) 
em pacientes asmáticos e indivíduos controles estratificados por diagnóstico prévio 
de COVID-19. 

 

Na comparação pela técnica de CBA, a mediana de IL-6 foi significantemente 

maior no grupo asma (3,8 pg/mL) em comparação com o grupo controle sem 

infecção prévia pelo SARS-CoV-2 (1,4 pg/mL; p=0,002) e não diferiram dos 

controles diagnosticados préviamente com COVID-19 (4,2 pg/mL; p=0,100). 

Também não foi encontrada diferença estatisticamente significativa entre controles 

com e sem COVID-19 prévia (p=0,911) (Gráfico 5). 
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GRÁFICO 5. Valores de interleucina-6 (IL-6) por Cytometric Bead Array (CBA) em 
pacientes com asma e indivíduos controles estratificados por diagnóstico prévio de 
COVID-19. 

 

4.2.2 Verificação da performance analítica dos biomarcadores 

Para verificar os pontos de cortes de melhor performance analítica dos 

métodos avaliados no contexto da asma, os biomarcadores que apresentaram níveis 

significativamente maiores no grupo asma foram avaliados por curva ROC, para a 

verificação dos valores de sensibilidade e especificidade. Foram desconsiderados 

das análises os casos faltantes e para variáveis com limite de quantificação, como a 

sIgE, foram considerados os menores valores detectáveis (0,35 kU/L). Os resultados 

demonstraram uma curva estatisticamente significativa para todos os biomarcadores 

analisados, com resultados de área sobre a curva, conhecida como AUC, superiores 

a 65%. Os valores obtidos estão pormenorizados na Tabela 3. 
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TABELA 3. Resultados da análise por curva ROC dos biomarcadores. 

Variáveis AUC 
Erro 

Padrão 
Valor 
de p 

Intervalo de confiança 95% 

Limite inferior Limite superior 

FeNO (ppb) 0,707 0,062 ≤0,001 0,586 0,828 

EOsg (mm3) 0,649 0,061 0,012 0,530 0,769 

IgE total (kU/L) 0,741 0,053 ≤0,001 0,637 0,845’ 

IgE específica (kU/L) 0,796 0,048 ≤0,001 0,703 0,890 

Periostina (ng/mL) 0,669 0,058 0,005 0,555 0,782 
IL-6 por CBA (pg/mL) 0,731 0,064 0,001 0,605 0,857 

FeNO: Fração exalada do oxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue; IgE: Imunoglobulina E; IL: 
Interleucina; CBA: Cytometric Bead Array 

 

As curvas obtidas estão representadas no Gráfico 6, onde é demonstrado a 

distância entre a curva obtida e a referência diagonal, que corresponde a 

probabilidade de 50% em relação a discriminação entre os grupos, isto é, a hipótese 

nula (probabilidade ao acaso).  

 

 

 

GRÁFICO 6. Curva característica de operação do receptor (Curva ROC) baseada 
nos valores dos biomarcadores em asmáticos e controles. Cada curva é estimada 
para um biomarcador. 
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Na Tabela 4 estão descritos os pontos de corte de melhor desempenho 

analítico para cada biomarcador, considerando o melhor balanço entre o valor de 

sensibilidade com especificidade acima de 90%.  

TABELA 4. Performance analítica dos biomarcadores considerando como ponto de 
corte melhor desempenho de sensibilidade com especificidade acima de 90%. 

Variáveis Ponto de corte 
Performance analítica 

Sensibilidade Especificidade 

FeNO (ppb) >27 42,4% 93,9% 
EOsg (mm3) >275 29,7% 92,4% 
IgE total (kU/L) >265 40,5% 90,9% 
IgE específica(kU/L) >8 51,4% 90,9% 
Periostina (ng/mL) >75 27,0% 97,0% 
IL-6 por CBA (pg/mL) >6 32,1% 91,4% 

FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue; IgE: Imunoglobulina E; IL: 
Interleucina; CBA: Cytometric Bead Array 

 

Alguns dos biomarcadores possuem pontos de corte descritos pela literatura 

para o uso na fenotipagem inflamatória da asma e para escolha do tratamento. Na 

Tabela 5 estão descritos os valores de sensibilidade e especificidade encontrada na 

presente casuística nesses pontos de corte de interesse clínico. 

TABELA 5. Performance analítica dos biomarcadores considerando pontos de corte 
de interesse clínico. 

Variáveis Ponto de corte 
Performance analítica 

Sensibilidade Especificidade 

FeNO (ppb)a >20 42,4% 84,9% 
FeNO (ppb)b >25 42,4% 93,9% 
FeNO (ppb)c >35 30,3% 96,7% 
FeNO (ppb)d >50 21,2% 100% 
EOsg (mm3)c >150 56,8% 74,2% 
EOsg (mm3)b,c >300 27,0% 93,9% 
IgE total (kU/L)e >100 62,2% 77,3% 
IgE total (kU/L)f >400 27,3% 95,5% 
Periostina (ng/mL)g >50 67,6% 57,6% 
Periostina (ng/mL)h >95 13,5% 98,5% 

FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue; IgE: Imunoglobulina E; a. 
Fenótipo esinofílico(7); b. Tratamento com dupilumabe(7); c. Tratamento com mepolizumabe(36); d. 
Tratamento com corticoide inalado(52); e. Fenótipo eosinofílico(142); f. Associação com asma grave(66); 
g. Valor de referência em controles(81); h. Nível relacionado a limitação de fluxo aéreo(83). 

 

Foi verificado por análise de regressão logística binária se a associação dos 

biomarcadores contribuiria para melhor sensibilidade dos biomarcadores na 

descriminação entre asmáticos e controles. Para tanto, os biomarcardores foram 
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categorizados de acordo com os pontos de corte estabelecidos na Tabela 4 em 

positivos (acima do ponto de corte) e negativos (abaixo do ponto de corte). O modelo 

contendo a periostina e a IL-6 foi significativo para o diagnóstico de asma [X2(1) = 

21,282; p<0,001; R2
Negelkerke = 0,258] com alta especificidade (92,3%), mas ainda 

com baixa sensibilidade (45,9%). A periostina (OR = 12,550; IC 95% = 2,498 – 

63,063) e a IL-6 (OR = 7,249; IC 95% = 1,737 – 30,262) foram previsores 

significativos, mas os demais biomarcadores, não. 

 

4.2.3 Análise da interferência das comorbidades nos valores dos 

biomarcadores 

Para verificar condições de saúde que pudessem representar fatores de 

níveis elevados inespecíficos, os biomarcadores foram analisados por estratificação 

do grupo controle em relação a presença das seguintes comorbidades: alergia, 

obesidade, tabagismo, infecção por SARS-CoV-2 e presença de uma ou mais 

comorbidades também associadas a piores prognósticos na asma (apneia do sono, 

bronquiectasia, dermatite atópica, urticária crônica, polipose nasal, rinossinusite 

crônica ou disfunção de cordas vocais). A comparação mostrou uma tendência à 

maiores valores da FeNO em indivíduos alérgicos (p=0,052), mas nenhuma outra 

característica clínica apresentou valores significativamente maiores dos 

biomarcadores estudados (Tabela 6). 
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TABELA 6. Comparação dos biomarcadores no grupo controle de acordo com a 
presença ou ausência de comorbidades. 

Variáveis 

Presença de 
comorbidades 

 Ausência de 
comorbidades Valor de pa 

n Mediana(IQR)  n Mediana(IQR) 

Atopia       
  FeNO (ppb) 26 14(8-20)  40 11(8-14) 0,052 
  EOsg (mm3) 26 130(85-183)  40 90(60-158) 0,255 
  Periostina (ng/mL) 26 52,1(42-59)  40 43,75(36-57) 0,170 
  LTE4 (pg/mL) 26 1299,5(1078-1682)  39 1215(915-1696) 0,538 
Obesidade       
  FeNO (ppb) 12 12,5(8-18)  54 11,5(9-15) 0,537 
  EOsg (mm3) 12 130(90-183)  54 95(58-153) 0,172 
  IgE(kU/L) 12 54(30-71)  54 49(27-95) 0,702 
  sIgE (kU/L) 12 0,75(0,4-4,8)  54 0,4(0,4-1,5) 0,129 
  Periostina (ng/mL) 12 52,3(38-56)  54 45,2(37-59) 0,980 
  LTE4 (pg/mL) 12 1513(1050-1872)  53 1221(931-1605) 0,187 
COVID-19       
  FeNO (ppb) 20 11,5(9-14)  46 12(8-17) 0,506 
  EOsg (mm3) 20 105(70-158)  46 105(60-183) 0,737 
  IgE (kU/L) 20 39,5(27-84)  46 58(29-94) 0,414 
  sIgE (kU/L) 20 0,4(0,4-0,7)  46 0,4(0,4-3,0) 0,194 
  Periostina (ng/mL) 20 45(34-53)  46 47,1(40-58) 0,283 
  LTE4 (pg/mL) 19 1343(864-1849)  46 1222(983,5-1633) 0,740 
Outrasb        
  FeNO (ppb) 23 12(8-16)  43 11(8-14) 0,373 
  EOsg (mm3) 23 100(50-150)  43 110(70-180) 0,496 
  IgE (kU/L) 23 51(29-77)  43 53(27-110) 0,762 
  sIgE (kU/L) 23 0,4(0,4-1,3)  43 0,4(0,4-3,7) 0,577 
  Periostina (ng/mL) 23 45,4(34-60)  43 45,2(40-58) 0,554 
  LTE4 (pg/mL) 23 1300(885-1806)  42 1222(984-1651) 0,800 

FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue; IgE: Imunoglobilina E sérica 
total; sIgE: Imunoglobulina E específica para antígenos inalatórios; LTE4: Leucotrieno E4 urinário; a. 
Comparações entre os grupos por Mann-Whitney; b. Presença de pelo menos uma das seguintes 
comorbidades: apneia do sono, bronquiectasia, dermatite atópica, urticária crônica, polipose nasal, 
rinossinusite crônica ou disfunção de cordas vocais. 

 

4.3 Aplicação do painel para determinação do fenótipo inflamatório 

Diante da determinação do ponto de corte de melhor balanço entre 

sensibilidade e especificidade para cada biomarcador (Tabela 4), o grupo asma foi 

avaliado de acordo com a frequência encontrada dos principais fenótipos 

inflamatórios(10). Dos 37 asmáticos, 25 (68%) tinham asma eosinofílica atópica 

(AEA), caracterizada pela presença de sIgE (> 0,35 kU/L) somada a presença de um 

ou mais biomarcadores de eosinofilia (FeNO ≥ 27 ppb, EOsg ≥ 275 células/mm3, IgE 

≥ 265 kU/L e Periostina ≥ 75 ng/mL). Dentre os 25, 13 (52%) eram positivos para 

apenas um biomarcador de eosinofilia, 7 (28%) para dois biomarcadores, 5 (20%) 

para três biomarcadores e 2 (8%) para os quatro biomarcadores. Dois pacientes 
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(5%) foram pacientes classificados com asma não alérgica eosinofílica, dos quais 

um (21-JMDC) apresentava EOsg igual a 310 células/mm3 e o outro (8-CCB) 

periostina igual a 105 ng/mL. 

Foram classificados com asma não eosinofílica 10 (27%) dos 37 asmáticos, 

sendo que destes 6 (60%) apresentaram valores detectáveis de sIgE em níveis 

variados (0,8 à 40,5 kU/L). Os dois asmáticos não eosinofílicos com valores acima 

de 8 kU/L de sIgE (ponto de corte na curva ROC com bom desempenho analítico na 

categorização entre asmáticos e controles) apresentaram baixos valores da FeNO, 

porém valores intermediários de EOsg, IgE total e periostina (pacientes 9-CAM e 22-

JPS). Dois dos 4 asmáticos não eosinofílicos restantes, com valores indetectáveis de 

sIgE, dois apresentaram valores elevados de IL-6, acima dos 6 pg/mL determinados 

por curva ROC (5-ABN e 17-IOD), um (28-MJC) apresentava valores intermediários 

de EOsg e IgE total e apenas um (26-MCNdS) não apresentou valores expressivo de 

nenhum dos biomacarcadores. Esse último paciente é um paciente com asma grave, 

acompanhado no ambulário de Asma Grave da Santa Casa de São Paulo, com 

asma complicada desde a infância, com diversas comorbidades e pouco controles 

dos sintomas. Os resultados obtidos para um dos biomarcadores aqui avaliados nos 

pacientes asmáticos está apresentada na Tabela 7. 
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TABELA 7. Valores dos biomarcadores de alergia e eosinofilia no grupo asma 

ID 
Paciente 

sIgE 
(kU/L) 

FeNO 
(ppb) 

EOsg 
(/mm3) 

IgE total 
(kU/L) 

Periostina 
(ng/mL) 

IL-6 CBA 
(pg/mL) 

Fenótipo 
inflamatório 

1-ATF 3,3 18 410 214 39,6 5,6 AEA 
2-ACBdS 18,5 35 270 383 98,4 5,0 AEA 

3-AdS 20,3 58 560 318 59,1 62,7 AEA 
4-AVN 14,9 18 10 596 61,7 3,6 AEA 
5-ABN 0,4  160 9 50,4 8,6 ANE 
6-BPM 2,8 9 30 275 90,4 6,0 AEA 
7-CCN 16,7 9 170 299 19,8 3,8 AEA 
8-CCB 0,4 5 50 13 105,6 2,8 AENA 
9-CAM 40,5 15 160 227 53,1 2,4 ANE 

10-COdS 11,6 32 370 2494 125,6 12,1 AEA 
11-ELBN 2,9 16 70 31 84,7 5,3 AEA 

12-FGDdM 7,5 86 230 69 65,3 2,8 AEA 
13-FGA 3,8 42 200 59 57,8 3,3 AEA 
14-GAD 1,7 32 40 356 54,6 7,2 AEA 
15-GRD 15,3 19 280 134 40,9 2,6 AEA 

16-IRdSD 4,4 28 130 52 62,6 6,0 AEA 
17-IOD 0,4 8 30 67 48,1 33,3 ANE 
18-ITdS 14,3  420 948 60,4 2,5 AEA 
19-IDT 7,2 8 60 32 46,6 2,9 ANE 
20-ITM 17,4 70 470 166 69,6 3,8 AEA 

21-JMDC 0,4 8 310 49 28,8 6,2 AENA 
22-JPS 12,2 17 120 171 67,2 3,2 ANE 

23-JSdAdS 36,1 95 330 515 105,0 2,8 AEA 
24-JADS 2,7 7 140 104 44,1 4,5 ANE 

25-MABdS 1,1 15 100 886 83,0 5,2 AEA 
26-MCNdS 0,4 15 110 16 54,4 4,2 ANE 
27-MDCM 17,1 122 580 212 107,8 3,5 AEA 
28-MJC 0,4  230 179 39,0 3,8 ANE 
29-NCR 88,2 69 30 1265 21,4 3,1 AEA 
30-PPP 3,4 6 170 455 54,4 3,9 AEA 
31-PGM 0,8 16 60 41 11,6 4,1 ANE 
32-RRdS 68,4 85 380 496 54,3 2,4 AEA 

33-RLI 14,7 18 110 126 77,3 2,2 AEA 
34-SdBSG 3,1 10 110 36 40,6 3,8 ANE 
35-TdPC 11,9 41 170 57 82,7 1,6 AEA 
36-TdN 100,0 36 410 4518 57,7 3,5 AEA 

37-VFdS 58,8  210 1708 61,8 2,6 AEA 

ID: Identificação do paciente; sIgE: Imunoglobulina E específica; FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; 
EOsg: eosinófilos no sangue; IL-6 interleucina 6; AEA: asma eosinofílica atópica; AENA: asma eosinofílica 
não atópica; ANE: asma não eosinofílica. 

 

4.4 Análise comparativa dos biomarcadores nos pacientes asmáticos de 

acordo com as características clínicas e fenótipos 

Para verificar as associações entre os valores encontrados dos 

biomarcadores e os dados clínicos dos pacientes, o grupo asma foi analisado 

separadamente com análises comparativas por estratificação em grupos das 

variáveis clínicas levantadas no estudo. Dados clínicos como a etapa GINA de 

tratamento, controle da asma, limitações do fluxo aéreo definidas pela prova de 

função pulmonar (espirometria) e uso de corticoide oral foram avaliados por 
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comparação de grupos de forma categórica, de acordo com o ponto de corte de 

interesse clínico. Em um segundo momento, a estratificação foi realizada de acordo 

com os diferentes fenótipos clínicos e endotipo (atopia, obesidade, início da asma, 

asma T2 e não T2). 

 

4.4.1 Biomarcadores segundo características clínicas 

Foram avaliadas associações entre etapa de tratamento e os biomarcadores. 

Etapas mais altas de tratamento segundo a GINA foram diretamente proporcionais a 

maiores níveis de IL-6 (p≤0,001) e IFN-γ (p=0,007) e etapas mais baixas com 

maiores valores de EOsg (p=0,030). É possível vizualizar as comparações no gráfico 

7. 

 

 

GRÁFICO 7. Valores de interleucina-6 (IL-6) (a) e interferon-gama (IFN-γ) (b) e 
níveis de eosinófilos no sangue (EOsg) periférico (c) em pacientes asmáticos de 
acordo com a etapa de tratamento da GINA. 

 

Na avaliação categórica dos valores dos biomarcadores de acordo com o 

controle da asma, não foram encontradas diferenças nos níveis entre asma 

descontrolada (ACT<20) e controlada (ACT≥20). Da mesma forma, foi verificado se 

haveria diferença na distribuição dos valores dos biomarcadores de acordo com 

limitações do fluxo aéreo medidos pelos parâmetros de CVF e VEF1. Agrupando os 

pacientes em CVF ou VEF1 menor ou igual a 80% do predito e maior que 80% do 
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predito, maiores valores de IL-6 e IFN-γ se associaram a porcentagens menores de 

CVF (p=0,002 e p<0,001, respectivamente) e IFN-γ também se associou a 

porcentagens menores de VEF1 (p=0,045). Maiores valores de IL-10 foram 

encontrados em pacientes em uso de corticoide oral (p=0,005). Os dados descritivos 

de cada análise estão nos pormenorizados no Anexo 2 e as variáveis com diferença 

estatisticamente significante entre os grupos estão representadas no Gráfico 8. 

 

GRÁFICO 8. Valores das citocinas interleucina-6 (IL-6) (a), interferon-gama (IFN-γ) 
(b-c) e interleucina-10 (IL-10) (d) em pacientes asmáticos estratificado por 
capacidade vital forçada expiratória (CVF), volume expiratório forçado no primeiro 
segundo (VEF1) ou uso de corticoide oral. 
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4.4.2 Biomarcadores segundo o fenótipo clínico 

As análises seguintes verificam as associações dos biomarcadores com os 

diferentes fenótipos clínicos de asma alérgica e não-alérgica, asma de início tardio 

(asma adulta) e asma associada a obesidade. No Anexo 3 podemos ver em detalhes 

as comparações de cada biomarcador nos diferentes fenótipos e nos gráficos abaixo 

estão representados aqueles que indicaram diferenças estatisticamente 

significantes. 

A asma alérgica, definida pela presença de sIgE, apresenta valores 

significativamente maiores da FeNO (p=0,008), enquanto que as citocinas IL-17A 

(p=0,014) e IFN-γ (p=0,044) estão presentes em valores significativamente maiores 

na asma não alérgica (Gráfico 9). 

 

 

GRÁFICO 9. Valores da FeNO (a), interleucina-17A (IL-17A) (b) e interferon-gama 
(IFN-γ) (c) em pacientes asmáticos estratificados por atopia. 

 

Em relação ao fenótipo de asma de início tardio, novamente a FeNO foi o 

biomarcador que apresentou diferença entre os fenótipos, sendo que valores 

significantemente menores foram encontrados na asma de início tardio (p=0,038). 

Esse achado está descrito no Gráfico 10. 
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GRÁFICO 10. Valores da FeNO em pacientes com asma estratificado por início 
precoce ou tardio da doença. 

 

Estratificando os pacientes de acordo com o fenótipo de obesidade, 

caracterizado no presente estudo como IMC maior ou igual a 30, os valores de IgE 

total foram significantemente maiores em pacientes obesos, como é possível 

verificar Gráfico 11. 

 

 

GRÁFICO 11. Valores de IgE total em pacientes com asma estratificado por 
obesidade.  
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4.4.3 Biomarcadores segundo o endotipo T2 

Nas análises segundo endotipo T2, valores da FeNO, EOes e EOsg foram 

utilizados na estratificação dos grupos analisados. A fim de verificar associação dos 

demais biomarcadores com o endotipo T2, quatro diferentes análises foram 

realizadas de acordo com o descrito no Quadro 1 da seção Casuística e Métodos. 

Na análise da classificação da asma T2 (presença de ao menos um 

biomarcador segundo o ponto de corte indicado pela GINA), foram observados 

valores mais baixos de IL-2 em comparação a asma não T2 (p=0,021) e na 

classificação da asma T2+ (presença de ao menos um biomarcador em níveis 

maiores do indicado pela GINA) valores mais baixos de TNF do que na asma não 

T2+ (p=0,049). Esses achados estão representados no Gráfico 12.  

 

 

GRÁFICO 12. Valores de interleucina-2 (IL-2) (a) e fator de necrose tumoral (TNF) 
(b) no soro de pacientes asmáticos estratificados pelos fenótipos eosinofílicos T2 e 
T2+. 
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biomarcadores foram associados ao endotipo. Na asma T2/2B, a sIgE (p=0,033) e a 

periostina (p=0,017) apresentaram valores significativamente maiores, enquanto que 

os valores de IL-4 (p=0,026) foram significativamente menores em comparação a 

asma não T2/2B (Gráfico 13). 

 

 

GRÁFICO 13. Valores de IgE específica (a), periostina (b) e interleucina-4 (IL-4) (c) 
em pacientes com asma estratificado pelo endotipo tipo 2 com a presença dois ou 
mais biomarcadores (T2/2B). 

 

Na análise da estratificação dos grupos por asma T2+/2B e não T2+/2B, além 

da sIgE (p=0,001), periostina (p=0,043) e IL-4 (p=0,009) citados anteriormente, a IgE 

total também esteve presente em níveis elevados (p=0,004) na asma T2+/2B, 

enquanto que IL-2 (p=0,049) e IFN-γ (p=0,020) apresentaram valores menores em 

comparação a asma não T2+/2B (Gráfico 14). 

Em todas as análises comparativas dos fenótipos inflamatórios com os 

demais biomarcadores, nenhuma diferença significante foi encontrada. Os dados 

descritivos, bem como os resultados das análises estão pormenorizados no Anexo 4. 
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GRÁFICO 14. Valores de IgE total e específica (a-d), periostina (b) e interleucinas 2 
e 4 (IL-2 e IL-4) (c-e) e interferon-gama (IFN-γ) (f) em pacientes asmáticos 
estratificados pelo fenótipo inflamatório T2+ com a presença de dois ou mais 
biomarcadores eosinofílicos. 
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Foi realizada uma regressão logística binária para verificar se os 

biomarcadores emergentes avaliados são previsores da asma T2. O modelo 

contendo a periostina foi significativo quando a asma T2 foi classificada como a 

presença de ao menos dois dos achados EOes≥2%, EOsg≥150mm3 e FeNO≥20ppb 

[(T2/2B) [X2(1) = 6,343; p=0,012; R2
Negelkerke = 0,214]. A periostina foi um previsor 

significativo (OR = 1,038; IC 95% = 1,005 - 1,072), mas os demais biomarcadores, 

não. 

 

4.5 Análise descritiva dos achados na citologia do escarro induzido e 

interleucina-5 

Foram analisados o escarro induzido de treze pacientes com asma grave, 

sendo que 3 (23%) apresentaram perfis eosinofílicos, 2 (15%) neutrofílico, 5 (39%)  

mistos e 3 (23%) paucigranulociticos. Diante do pequeno número de pacientes para 

cada perfil, não foram encontradas diferencias estatisticamente significativas entre 

os valores dos biomarcadores. Os dados descritivos dessa análise podem ser 

encontrados no Anexo 5. 

Para melhor distribuição dos dados, os pacientes também foram estratificados 

de acordo com a porcentagem encontrada apenas de eosinófilos, sendo que 7 

(54%) apresentam percentuais iguais ou acima de 2% de eosinófilos, porém 

tampouco essa estratificação demonstrou diferença entre os valores dos 

biomarcadores. Também não foram encontradas diferenças entre frequências de 

pacientes alérgicos, obesos, de início tardio, em uso de CO, que tiveram 

exacerbações no último ano, quanto aos valores de ACT, CVF, VEF1 e em relação a 

etapa de tratamento da GINA. Todas essas análises estão pormenorizadas na 

Tabela 8. 
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TABELA 8. Comparações das variáveis segundo presença de eosinófilo no escarro 

Variáveis 
EO escarro ≥2% EO escarro <2% Valor de 

p n Mediana(IQR) n Mediana(IQR) 

Biomarcadores      
FeNO (ppb) 5 16(12-32) 4 13(8-25,5) 0,413 

EOsg (mm3) 7 110(40-370) 6 95(25-215) 0,534 

IgE (kU/L) 7 275(16-948) 6 123(47-874) 0,836 

sIgE (kU/L) 7 2,8(0,4-11,6) 6 5,8(0,4-25,875) 0,534 

Periostina (ng/mL) 7 60,4(54,4-90,4) 6 54,9(44,7-62) 0,234 

LTE4 (pg/mgCr) 7 1474(1404-2351) 6 1598(879-2498,25) 0,628 

IL-2 (pg/mL) 7 0,2(0-0,4) 6 0,35(0-0,925) 0,628 

IL-4 (pg/mL) 7 2,3(1,2-4,2) 6 2,75(1,25-2,8) 0,731 

IL-6 (pg/mL) 7 6(4,2-8,6) 6 3,7(2,825-12,825) 0,366 

IL-8 (pg/mL) 6 32,2(19,1-46) 4 24,15(9,2-38,35) 0,352 

IL-10 (pg/mL) 7 2,1(1,5-3,2) 6 1,85(1,5-4,05) 1,000 

IL-17A (pg/mL) 7 11,7(2,7-66,3) 6 0(0-15,275) 0,138 

TNF (pg/mL) 7 2,6(1,3-3,4) 6 2,75(1,1-3,025) 0,836 

IFN-y (pg/mL) 7 3,2(1,5-11,1) 6 3,4(1,65-19,9) 0,836 

Fenótipos      
Início tardio 4 57% 2 40% 1,000 

Obesidade 1 14% 4 67% 0,103 

Atopia 5 71% 4 67% 1,000 

Caracteristica clínicas      
Uso de corticoide oral 1 14% 2 33% 0,559 

Exacerbações no último ano 2 29% 4 67% 0,286 

ACT ≤20 6 86% 4 67% 0,559 

CVF ≤80 6 86% 3 50% 0,266 

VEF1 ≤80 7 100% 3 50% 0,070 

Etapa 5 (GINA) 7 100% 4 67% 0,192 

FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue periférico; IgE: Imunoglobilina 
E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E específica para antígenos inalatórios; LTE4: Leucotrieno E4 
urinário; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral; IFNγ: Interferon-gama; ACT: Asthma 
Control Test; CVF: Capacidade vital forçada expiratória; VEF1: Volume expiratório forçado no 
primeiro segundo; GINA: Global Inititive for asthma. 

 

 Os valores de IL-5 foram detectados apenas em dois pacientes com asma 

grave que faziam uso de mepolizumabe. Os valores encontrados foram 3,7 pg/mL e 

1,8 pg/mL. O paciente que apresentou 3,7 pg/mL tinha o perfil paucigranulocítico no 

escarro, FeNO igual a 18 ppb, eosinófilos no sangue periférico igual a 10 mm3 e IgE 

total de 596 kU/L. O paciente que apresentou 1,8 pg/mL tinha o perfil eosinofílico, 

FeNO igual a 32 ppb, eosinófilos periféricos de 40 mm3 e IgE total de 356 kU/L. 
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4.6 Dados faltantes e momentos da coleta 

Não foi possível o levantamento e quantificação de todas as variáveis para 

todas as amostras. Especialmente em relação ao escarro induzido, o teste foi 

realizado em 13 dos 15 (86%) pacientes com asma grave, devido ao risco 

ocupacional envolvido na coleta por formação de aerossóis, com advento da 

pandemia causada pelo vírus SARS-CoV-2. As 13 coletas foram prévias a dezembro 

de 2019. Na ocasião das coletas de escarro induzido, não havia ainda a 

disponibilidade dos insumos para a quantificação da FeNO e consequentemente, 

não há no presente estudo a coleta pareada de escarro induzido e FeNO. O tempo 

entre a coleta do escarro e a medição da FeNO desses 13 pacientes variou de 18 a 

27 meses e por essa razão, uma nova coleta de sangue foi realizada na ocasião da 

medição da FeNO. Para sete pacientes foi possível a obtenção de uma nova coleta 

de sangue, dois mediram somente a FeNO sem nova coleta de sangue, uma 

paciente não conseguiu realizar a medição da FeNO após várias tentativas e três 

pacientes não retornaram ao ambulatório para a medição da FeNO. 

Para os demais dados faltantes, limitações de volume e indisponibilidade de 

amostra foram os principais motivos para a falta, porém essa perda não foi 

impactante para nenhuma variável. Em relação aos dados faltantes das citocinas em 

controles, apenas para a IL-6 foram obtidos valores quantificáveis em todos os 

participantes (asmáticos e controles). As interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-13 

foram dosadas no grupo controle, mas devido ao grande número de indivíduos com 

valores não detectáveis nenhuma análise pôde ser realizada. As demais citocinas 

(IL-17A, TNF e IFN-γ) não foram dosadas no grupo controle por indisponibilidade de 

reagente. 
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5 DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como objetivo primário validar a utilização de um 

painel de biomarcadores na prática clínica, determinando a performance analítica de 

testes já utilizados e novos testes para identificação do fenótipo inflamatório da 

asma. Isso é de suma importância para médicos e pacientes, especialmente no 

contexto da asma grave, no qual a identificação do fenótipo inflamatório é 

fundamental para introdução de terapia alvo-específica(6). Diante desse objetivo, 

verificou-se uma performance analítica (sensibilidade e especificidade) modesta, 

mas que sugere boa aplicabilidade clínica do oferecimentos dos biomarcadores 

isoladamente, bem como benefícios do oferecimento de um painel mais amplo de 

testes, que oferecem informações complementares sobre as características 

patofisiológicas dos pacientes. 

Corroborando sólidos estudos da literatura(30, 31), valores de EOsg e IgE total 

foram maiores em pacientes asmáticos comparados a indivíduos controles. Tais 

biomarcadores são hoje amplamente utilizados na prática clínica e auxiliam na 

identificação do fenótipo inflamatório eosinofílico, porém não é realizada uma 

validação analítica direcionada no contexto clínico da asma pelos laboratórios 

clínicos, limitando assim informações direcionadas dos resultados e conhecimento 

do desempenho do exame oferecido. Menores valores de EOsg foram encontrados 

em pacientes asmáticos nas etapas 4 e 5 da GINA, um possível efeito das altas 

doses de CI e uso de corticoides sistêmicos por esses pacientes, resultando numa 

supressão eosinófílica(41). 

A FeNO é também um biomarcador, importante não só na identificação do 

fenótipo inflamatório, mas como preditor de resposta ao tratamento com anti-IL-4/ IL-

13(37). Uma das formas de determinação da FeNO é através de um dispositivo 

portátil de fácil manuseio(46), porém, que até pouco tempo não estava disponível no 

Brasil para utilização clínica. Com a aprovação da utilização desse teste pela 

ANVISA, tornou-se possível o oferecimento da FeNO como incremento ao manejo 

de pacientes asmáticos no Brasil. Esse estudo corroborou os achados na literatura 

em relação aos valores aumentados no contexto clínico da asma e trouxe luz às 

suas características analíticas em uma validação nacional. A correlação entre a 
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FeNO e a asma alérgica e de início precoce, também são achados descritos na 

literatura(7, 143), que reforçam a correlação da FeNO com a asma T2. 

Também foram avaliados biomarcadores atualmente ainda não utilizados de 

rotina na prática clínica. A periostina sérica e o LTE4 urinário são biomarcadores 

relacionados a asma T2(77, 97), mas que muitas vezes mostram resultados 

controversos na literatura em relação a sua aplicabilidade clínica(81, 108). A periostina 

é uma proteína matricelular, envolvida em diferentes funções biológicas(74), que teve 

seu papel identificado na asma, por atuar no remodelamento tecidual das vias 

aéreas(75). A expressão de periostina é induzida pela IL-13, citocina que 

desempenha um papel central na resposta T2, envolvida na hiper-responsividade 

nas vias aéreas(85). A periostina é utilizada como biomarcador de asma T2 e já foi 

descrito seu papel na identificação de bons respondedores aos corticoides(78) e a 

anti-IL-13(54). Esse estudo não só corroborou os valores aumentados de periostina 

no contexto clínico da asma, mas também reforçou seu papel complementar diante 

do valor preditor de asma comparado a controles e de seus níveis elevados em 

pacientes com EOsg e FeNO elevados (asma T2). 

Vale a ressalva, que ainda não temos no Brasil, métodos para quantificação 

de periostina registrados na ANVISA para uso clínico, fato que torna necessário 

desenvolvimento interno e validação in house pelos laboratórios clínicos, com 

rigoroso controle de qualidade, dificultando a ampla disponibilização da 

quantificação desse biomarcador em âmbito nacional. 

Em relação ao LTE4 urinário, não foram observadas diferenças entre os 

valores obtidos em asmáticos e controles e nem em relação as características 

clínicas. Sua maior importância na literatura está descrita no contexto da 

broncoprovocação com antígeno, isso é, em pacientes em exacerbação, 

especialmente causadas pela sensibilização à aspirina(98, 100). O presente estudo não 

foi intervencionista e não era um objetivo a seleção de pacientes em exacerbação, o 

que pode ser uma explicação para o achado. Outra questão é que a metodologia 

utilizada de ELISA demostra valores divergentes na literatura utilizando diferentes 

marcas de kits comerciais(144), além da diferença entre os métodos de ELISA e 

espectrometria de massas(108) , mostrando limitações metodológicas ainda a serem 

superadas para o futuro uso do LTE4 na prática clínica. 
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Outro biomarcador investigado, a IL-6, apresentou maiores valores em 

pacientes asmáticos comparado a controles e valores ainda mais elevados na asma 

não T2. Semelhante aos demais, a IL-6 pode estar elevada em diferentes condições 

clínicas, como na COVID-19(137). De fato, controles infectados previamente pelo vírus 

SARS-CoV-2 não apresentaram diferenças em relação a pacientes asmáticos, fato 

explicado pela conhecida participação da IL-6 em processos inflamatórios 

crônicos(145). Nesse estudo, maiores valores de IL-6 também foram preditores de 

asma quando associados a periostina, além de se correlacionarem a etapas 4 e 5 de 

tratamento da GINA e menores porcentagens de CVF, que refletem diretamente sua 

relação com a gravidade da doença. 

Dados obtidos com a curva ROC mostraram pontos de corte de melhor 

balanço entre sensibilidade e especificidade na asma. Esses pontos são maiores do 

que os indicados pela GINA(7), porém bastante próximos de pontos de cortes já 

discutidos na literatura e com aplicações clínicas sólidas como valores da FeNO ≥25 

ppb para indicação ao tratamento com anti-IL-4/IL13(37) e EOsg ≥300 células/µL com 

anti-IL-5 ou anti-receptor de IL-5(125, 146). Foi verificada uma modesta sensibilidade 

dos biomarcadores nos métodos analíticos utilizados para o contexto clínico da 

asma. Essa modesta sensibilidade não representa um problema em si, uma vez que 

é sabido que os biomarcadores atualmente utilizados estão aumentados apenas na 

asma eosinofílica(143), que representa a maioria, mas não todos os casos de 

asma(109). Da mesma forma, não é esperado que haja 100% de especificidade, pois 

é descrito para todos esses biomarcadores, alterações de valores em outras 

condições clínicas(147-150). Ainda assim é possível verificar algum grau de 

distanciamento da linha de referência, o que sugere permirtir a maioria dos pacientes 

poder se beneficiar de algum dos biomarcadores para fenotipagem e manejo da 

doença, e que pontos de cortes maiores se relacionaram ao aumento da 

especificidade dos testes. 

Idealmente, os pontos de corte obtidos com a curva ROC deverão ser 

testados em casuística independente para uma validação externa dos pontos de 

corte encontrados, porém a aplicação prática do painel foi realizada na casuística do 

presente estudo para uma visualização preliminar. Como esperado, a maioria dos 

asmáticos apresentavam asma eosinofílica atópica, o fenótipo inflamatório mais 

frequente na asma(151). Dentre eles, a maioria apresentou positividade para apenas 
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um dos biomarcadores considerados de eosinofilia (EOsg, FeNO, IgE total e 

periostina). Esse é um achado que reforça o benefício do oferecimento de um painel 

mais amplo de biomarcadores para a identificação do fenótipo inflamatório. Alguns 

pacientes foram identificados com asma não eosinofílica, porém a maioria destes 

apresentaram valores positivos (> 0,35 kU/L) de sIgE. Na prática clínica atual, a sIgE 

é utilizada como biomarcador de alergia, mas não de eosinofilia(73). A curva ROC 

realizada no presente estudo para sIgE demostrou que valores acima de 8 kU/L 

apresentavam uma boa capacidade discriminativa entre asmáticos e controles e de 

fato, ao analisar os casos de pacientes classificados como não eosinofílicos, com 

valores acima desse ponto de corte, foi verificado que os biomarcadores de 

eosinofilia se apresentavam em níveis intermediários, não acima do ponto de corte 

utilizado nesse estudo, mas acima por exemplo, dos valores indicados pela GINA. 

Tal achado demostra que, possivelmente, trata-se de pacientes com asma 

eosinofílica alérgica e que o ideal é a análise conjunta de todos os biomarcadores 

para uma interpretação individualizada, a luz da clínica, dos valores dos 

biomarcadores. Também é de extrema importância que a verificação dos pontos de 

cortes encontrados seja avaliada em casuística independente da atual. 

Para desafiar os testes em relação a especificidade foram selecionados 

indivíduos controles, que apresentassem comorbidades que dificultam o controle da 

asma, como: obesidade, apneia do sono, bronquiectasia, dermatite atópica, urticária 

crônica, polipose nasal, rinossinusite crônica ou disfunção de cordas vocais. A 

estratificação dos valores dos biomarcadores de acordo com a presença de 

comorbidades, não mostrou diferenças estatísticas que indicassem importante 

interferência dessas condições nos valores dos biomarcadores. Apenas em 

controles alérgicos, foi observada uma tendência a maiores valores de FeNO, porém 

sem comprometer o ponto de corte de 20 ppb. 

Ainda não há consenso na literatura sobre a utilização da dosagem das 

citocinas no soro, mesmo que estudos tenham demonstrado sua importância na 

identificação do fenótipo inflamatório(152). Devido ao fato da maioria das amostras 

apresentarem valores indetectáveis no método aqui utilizado para a maioria das 

citocinas, especialmente no grupo controle, apenas a IL-6 foi analisada em relação a 

comparação entre asmáticos e controles. Interessantemente, essa citocina foi 

quantificada por 2 métodos diferentes, mostrando diferenças nos achados e 
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significância estatística entre eles. É importante ressaltar que, apesar do método 

ECLIA ser um método automatizado e robusto, enquanto o CBA ainda é uma 

metodologia utilizada em âmbito de pesquisa, a análise dos biomarcadores em um 

único ensaio, diminui variações entre ensaios que podem ocorrer sem impactar a 

interpretação clínica daquele achado. Por essa razão, há vantagens e desvantagens 

nas duas metodologias, mas a falta de concordância entre elas demonstra ainda 

uma fragilidade dessa quantificação na prática clínica, ainda mais se não estiver em 

contexto clínico direcionado. 

A asma acomete majoritariamente mulheres, e por essa razão houve a 

preocupação no pareamento dos grupos em relação ao gênero(153). O grupo de 

pacientes asmáticos foi significantemente mais velho que o grupo controle, 

especialmente por interferência do grupo de asma grave. Esse achado pode estar 

relacionado a diferenças entre o perfil dos indivíduos nos dois locais de coleta, 

representando um viés do presente estudo, mas que não acarretou em achados 

inconsistentes que pudessem ser consequência dessa diferença entre grupos. 

Também foi analisado no presente estudo, associações dos biomarcadores 

com caraterísticas e fenótipos clínicos dos asmáticos. Essa análise apontou 

diferenças, especialmente em relação às citocinas inflamatórias. Os principais 

achados foram maiores valores de IFN-γ em pacientes nas etapas mais elevadas de 

tratamento, com menores CVF e VEF1 e não alérgicos, demostrando uma possível 

ativação imunológica mediada por células Th1 nesses pacientes(111). Além da IFN-γ, 

a IL-17A também foi diferente entre pacientes com asma alérgica e não alérgica, 

sendo que maiores valores de IL-17A se associaram a asma não alérgica, achado 

que também reforça uma diferente via patofisiológica nesses pacientes(109). Além 

desses achados, a IL-10, citocina relacionada ao “downregulation” do processo 

inflamatório dirigido por Th1 e Th2(115), foi observada em maiores níveis nos 

pacientes que faziam uso de CO. Ainda não existem estudos robustos que apontem 

a utilização dessas citocinas para uso prático, relacionando esses achados como 

preditores de resposta ao tratamento desses pacientes, mas abre a possibilidade de 

haver opções de biomarcadores ou alvos terapêuticos para asma não T2. 

A fim de verificar a associação das citocinas com a asma T2 e não T2, quatro 

tipos de análises foram realizadas. Em uma primeira etapa, foram classificados 

como asma T2 aqueles pacientes que apresentassem ao menos um dos parâmetros 
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de classificação da GINA(7). Posteriormente, foram classificados como asma T2+ se 

o paciente apresentasse ao menos um do mesmo conjunto de biomarcadores, 

porém com valores maiores, a saber: EOes≥3% ou EOsg≥300mm3 ou FeNO≥35ppb. 

Nessa análise, algumas citocinas apresentaram diferenças entre grupos. Na análise 

da classificação da asma T2, foram observados valores mais baixos de IL-2 em 

comparação a asma não T2 e na classificação da asma T2+ valores mais baixos de 

TNF do que na asma não T2+, o que novamente reforça a possibilidade de 

identificação de outra via fisiopatológica nesses pacientes(109). 

A asma T2 também foi avaliada de acordo com a presença de dois ou mais 

biomarcadores (2B) de eosinofilia. Nessa comparação, mais biomarcadores foram 

associados a identificação da asma T2, com o propósito de reforçar a importância da 

composição do painel. Na asma T2/2B, a sIgE e a periostina apresentaram valores 

significativamente maiores. Já analisando os grupos asma T2+/2B e não T2+/2B, 

além da sIgE e periostina, a IgE total também estava presente em níveis elevados e 

a IL-2 e INF-γ em níveis menores. De fato, a periostina e a IgE total já foram 

amplamente relacionadas a asma T2 na literatura(33, 77), também há muitos estudos 

que demostram algum papel complementar desses biomarcadores utilizados 

juntamente com EOsg e FeNO(29, 31). Os achados do presente estudo reforçam a 

relevância da periostina, bem como a importância da quantificação de IgE na 

determinação da asma T2 e do papel complementar das citocinas na confirmação de 

diferentes endotipos. 

Outro reforço a respeito do uso da periostina se mostrou na aplicação do 

painel para identificação dos fenótipos inflamatórios, onde a periostina foi o único 

marcador de eosinofilia para alguns pacientes, inclusive um paciente não alérgico. 

Além disso, na análise de regressão logística, observamos que, após excluirmos do 

modelo a FeNO, EOsg e EO escarro, a periostina se mostrou previsora da asma 

T2/2B, isso é, quando a asma T2 foi identificada com a presença de pelo menos dois 

biomarcadores de eosinofilia indicados na GINA, a periostina acrescentava maior 

sensibilidade para essa identificação ao modelo, corroborando os estudos citados 

acima. 

É importante discutir sobre a falta de dados de duas citocinas importantes e já 

bastantes descritas na asma T2, a IL-5 e a IL-13. A ausência de valores detectáveis 

dessas citocinas suficientes para a análise estatística prejudicou conclusões 
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robustas a respeito do uso delas no estabelecimento dos endotipos. Nenhum valor 

detectável foi obtido em relação a IL-13, mas interessantemente, a IL-5 foi detectável 

apenas nos dois pacientes que faziam uso de mepolizumabe. É uma possibilidade 

que, devido ao mecanismo de ação da droga que impede a ligação da IL-5 ao 

receptor(36), essa interleucina passa a ter maiores valores séricos nesses pacientes e 

pode assim ser detectada no método aqui usado. Esse dado indica cautela na 

interpretação dos achados das citocinas em pacientes que já usam um 

imunobiológico, porém, para que esse seja um parâmetro robusto e confiável, ainda 

se faz necessário a padronização de métodos reprodutíveis, que possam ser usados 

com confiança na prática clínica. Em relação a IL-4, um achado não esperado foram 

níveis menores de IL-4 na asma T2+/2B, fato que pode ser explicado por alguma 

particularidade metodológica não identificada para todas as citocinas relacionadas 

ao perfil T2. 

As análises estatísticas utilizando o escarro induzido não mostraram 

diferenças devido ao pequeno número de pacientes em cada um dos perfis 

eosinofílico, neutrofílico, misto e paucigranulocítico. Mesmo simplificando a análise 

de acordo com a eosinofília, não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos nem em relação aos biomarcadores, nem em relação aos fenótipos clínicos e 

características clínicas. Isso representou uma limitação desse estudo. 

O estudo sofreu grande impacto com o advento da pandemia causada pelo 

vírus SARS-CoV-2, que teve seu primeiro caso no Brasil, em março de 2020(154). 

Diante da suspensão de serviços presenciais não essenciais, o acesso a pacientes, 

especialmente indivíduos com doença crônica respiratória, como a asma, 

comprometeu significantemente a amostragem do presente estudo. Além do acesso 

aos pacientes, mesmo com o arrefecimento dos casos e abertura de alguns 

serviços, a coleta do escarro induzido permaneceu suspensa desde então, diante do 

risco biológico de aerossóis causados pela nebulização com salina, fundamental 

para o desenvolvimento da técnica(138). A falta de análise do escarro induzido dos 

pacientes representou um desafio ao desenho do estudo, pois é esse um dos 

exames mais importantes na identificação do fenótipo inflamatório(155) e como 

preditor de boa resposta ao tratamento com alguns dos imunobiológicos(14). Por essa 

razão, um novo estudo em casuística independente, com a adição do escarro 

induzido, poderá trazer mais força aos achados do presente estudo. Além disso, o 
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acesso à uma amostragem mais representativa de indivíduos com asma grave é 

importante para melhor avaliação da aplicabilidade clínica desse painel, bem como a 

desfechos relacionados a resposta ao tratamento. 

Outro desafio foi o acesso aos insumos necessários para a dosagem da 

FeNO. Um primeiro processo de aquisição no início do projeto não pôde ser utilizado 

devido a perda da estabilidade dos insumos, que demoraram a ser recebidos diante 

dos processos burocráticos envolvidos em sua importação, que até então só poderia 

ser realizada para pesquisa científica, e que apresentavam estabilidade curta diante 

do tempo necessário para o acesso aos pacientes. Com a necessidade de nova 

importação e longa demora do novo processo, os pacientes coletados previamente a 

dezembro de 2020, data em que recebemos a nova importação, no momento da 

coleta de escarro, não foram avaliados em relação a FeNO, não permitindo a 

análise, mesmo que em uma amostragem pequena, da FeNO pareada com o 

escarro induzido. 

O oferecimento de um painel de biomarcadores como um teste único, com 

informações técnicas laboratoriais a respeito da validação de cada exame, no 

contexto clínico da asma é uma abordagem fundamental para auxiliar clínicos e 

pacientes para um tratamento individualizado e efetivo. Os biomarcadores já 

consolidados na prática clínica, juntamente com novos biomarcadores, oferecidos de 

maneira conjunta, trarão informações sólidas e precisas para a determinação do 

fenótipo inflamatório da asma, permitindo intervenções direcionadas, que possam 

antever sintomas graves e complicações relacionadas a asma. 

Finalmente, diante da falta de estudos que objetivaram a avaliação de 

periotina sérica, LTE4 urinário e citocinas inflamatórias em pacientes asmáticos 

brasileiros, é fundamental que os dados aqui reportados em relação a tais 

biomarcadores sejam avaliados e confirmados em casuísticas brasileiras 

independentes da atual. 
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6 CONCLUSÕES 

✓ O painel de biomarcadores proposto para a identificação do fenótipo inflamatório 

de pacientes asmáticos sugeriu performance analítica (sensibilidade e 

especificidade) satisfatória dos ensaios isolados, bem como benefícios do 

oferecimento de um painel de testes, com mais informações sobre as 

características patofisiológicas dos pacientes, exceto para o leucotrieno E4 

urinário; 

 

✓ Análise por curva ROC mostrou modesto desempenho diagnóstico dos 

biomarcadores utilizados isoladamente e aumento da sensibilidade quando 

utilizados os biomarcadores periostina e IL-6 quantificada por CBA; 

 

✓ Foi verificado que fatores como alergia e obesidade, bem como outras 

comorbidades relacionadas ao pior controle da asma, não influenciam o valor de 

referência dos biomarcadores; 

 

✓ Foram evidenciados maiores valores da FeNO na asma alérgica e na asma de 

início precoce; 

 

✓ Foi evidenciado relevante contribuição da periostina sérica na identificação da 

asma eosinofílica; 

 

✓ Foram observados que maiores valores de IFN-y estiveram associados a piores 

características clínicas, como piores parâmetros de prova de função pulmonar e 

etapas mais altas de tratamento, e menores valores foram encontrados na asma 

alérgica e não T2. 
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7 ANEXOS 

ANEXO 1. Análise da distribuição dos dados das variáveis numéricas do estudo 

Variáveis n 
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 

(Valor de p) (Valor de p) 

Idade  103 ≤0,001 ≤0,001 
IMC 103 0,005 0,032 
CVF 37 0,046 0,068 
VEF1 37 0,015 0,022 
ACT 37 0,044 0,001 
EO escarro 13 ≤0,001 ≤0,001 
NE escarro 13 0,200* 0,345 
EOsg 103 ≤0,001 ≤0,001 
IgE total 103 ≤0,001 ≤0,001 
IgE específica 103 ≤0,001 ≤0,001 
IgE específica positivos 57 ≤0,001 ≤0,001 
Periostina 103 0,003 ≤0,001 
LTE4 101 ≤0,001 ≤0,001 
FeNO 99 ≤0,001 ≤0,001 
IL-2 35 0,010 0,004 
IL-4 37 ≤0,001 ≤0,001 
IL-5 34 na na 
IL-6 por ECLIA 101 ≤0,001 ≤0,001 
IL-6 por CBA 102 ≤0,001 ≤0,001 
IL-8 34 ≤0,001 ≤0,001 
IL-10 35 ≤0,001 ≤0,001 
IL-13 35 na na 
IL-17ª 35 ≤0,001 ≤0,001 
TNF 35 0,200* 0,839 
IFN-γ 35 ≤0,001 ≤0,001 
na: Não aplicável devido aos valores serem indetectáveis; IMC: Índice de massa corpórea; CVF: 
Capacidade vital forçada expiratória; VEF1: Volume expiratório forçado no primeiro segundo; ACT: 
Asthma Control Test; EO: Eosinófilo; NE: Neutrófilo; IgE: Imunoglobulina E; LTE4: Leucotrieno E4 
urinário; FeNO: Fração de oxido nítrico exalado; IL: Interleucina; CBA: Cytometric Beads Array; 
ECLIA: Eletroquimioluminescência; TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-γ: Interferon-gama. 

 

ANEXO 2. Comparação dos biomarcadores segundo a presença ou não das 

características clínicas ACT<20, CVF≤80, VEF1≤80 e uso de CO. 

Variáveis 
Sim Não Valor 

de pa n Mediana (IQR) n Mediana (IQR) 

ACT<20     
 

FeNO (ppb) 15 17(9-69) 18 18(9,75-37,25) 0,845 

EOsg (mm3) 19 160(70-370) 18 170(97,5-280) 0,776 

IgE (kU/L) 19 179(67-886) 18 170(51,25-401) 0,642 

sIgE (kU/L) 19 11,6(1,1-17,4) 18 5,95(2,75-17,15) 0,845 

POTSN (ng/mL) 19 60,4(46,6-84,7) 18 56,15(40,35-68,3) 0,374 

LTE4 (pg/mgCr) 18 1404,5(950,5-1915,75) 18 1332(913,75-1780) 0,888 

IL-2 (pg/mL) 17 0,4(0-0,9) 18 0,65(0,15-1,2) 0,303 
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IL-4 (pg/mL) 19 2,2(0,8-2,7) 18 2,45(1,375-2,8) 0,284 

IL-6 (pg/mL) 19 3,8(2,9-6) 18 3,7(2,7-5,15) 0,328 

IL-8 (pg/mL) 16 21,05(17,075-39,975) 18 31,35(12,8-57,05) 0,313 

IL-10 (pg/mL) 17 1,5(1,3-2,25) 18 1,6(1,075-2,05) 0,525 

IL-17A (pg/mL) 17 0(0-10,2) 18 0(0-14,45) 0,807 

TNF (pg/mL) 17 2,7(1,45-3,05) 18 2,15(1,675-3,5) 0,832 

IFN-y (pg/mL) 17 1,5(0,05-3,2) 18 0,95(0,075-2,425) 0,858 

CVF≤80     
 

FeNO (ppb) 9 16(9-32) 24 18,5(11,25-62,25) 0,392 

EOsg (mm3) 12 130(32,5-335) 25 170(110-320) 0,267 

IgE (kU/L) 12 308,5(95-813,5) 25 134(50,5-419) 0,227 

sIgE (kU/L) 12 2,85(0,575-14,75) 25 11,9(3,2-27,3) 0,095 

POTSN (ng/mL) 12 59,75(48,675-84,275) 25 57,7(42,5-73,45) 0,713 

LTE4 (pg/mgCr) 11 1405(1100-2465) 25 1385(918,5-1690,5) 0,325 

IL-2 (pg/mL) 11 0,4(0-0,9) 24 0,6(0,025-1) 0,472 

IL-4 (pg/mL) 12 2,25(1,25-2,8) 25 2,2(1,05-2,8) 0,761 

IL-6 (pg/mL) 12 5,65(3,8-11,225) 25 3,3(2,7-4,15) 0,002 

IL-8 (pg/mL) 9 38,3(17,35-48) 25 23,8(14,4-47,2) 0,618 

IL-10 (pg/mL) 11 1,6(1,2-3,2) 24 1,55(1,1-2,125) 0,371 

IL-17A (pg/mL) 11 2,7(0-49,3) 24 0(0-8,075) 0,152 

TNF (pg/mL) 11 2,2(1,3-2,8) 24 2,55(1,85-3,4) 0,283 

IFN-y (pg/mL) 11 3,2(2-8,2) 24 0,4(0-1,65) ≤0,001 

VEF1 ≤ 80     
 

FeNO (ppb) 16 25(15-54) 17 17(8-35,5) 0,309 

EOsg (mm3) 19 160(40-330) 18 190(117,5-335) 0,245 

IgE (kU/L) 19 299(59-596) 18 150(47-266) 0,271 

sIgE (kU/L) 19 11,6(1,1-16,7) 18 7,35(3-17,675) 0,620 

POTSN (ng/mL) 19 59,1(50,4-83) 18 56,05(40,825-67,8) 0,518 

LTE4 (pg/mgCr) 18 1430(1117,25-1979) 18 1206(913,75-1756) 0,372 

IL-2 (pg/mL) 18 0,4(0,15-0,9) 17 0,8(0-1,1) 0,463 

IL-4 (pg/mL) 19 2,2(1,2-2,8) 18 2,25(1,175-2,8) 0,964 

IL-6 (pg/mL) 19 3,8(2,8-7,2) 18 3,65(2,8-4,625) 0,443 

IL-8 (pg/mL) 16 24,95(17,075-50) 18 27,35(14,3-49,1) 0,932 

IL-10 (pg/mL) 18 1,6(1,15-2,45) 17 1,5(1,1-2,1) 0,546 

IL-17A (pg/mL) 18 0(0-14,525) 17 0(0-10,7) 0,732 

TNF (pg/mL) 18 2,25(1,525-2,875) 17 2,9(1,5-3,4) 0,387 

IFN-y (pg/mL) 18 2,55(0,1-4,05) 17 0,4(0-1,5) 0,045 

Uso de CO     
 

FeNO (ppb) 5 15(8-63,5) 28 18(11,25-39,75) 0,679 

EOsg (mm3) 5 60(30-335) 32 170(110-325) 0,140 

IgE (kU/L) 5 67(24-791,5) 32 195,5(57,5-485,75) 0,503 

sIgE (kU/L) 5 7,2(0,4-54,25) 32 9,55(2,725-17) 0,914 

POTSN (ng/mL) 5 48,1(34-56,75) 32 61,05(45,675-82,925) 0,117 

LTE4 (pg/mgCr) 5 922(720-2036) 31 1404(1098-1855) 0,325 

IL-2 (pg/mL) 4 0,8(0,325-0,975) 31 0,4(0-1) 0,499 

IL-4 (pg/mL) 5 2,7(1,15-2,9) 32 2,2(1,225-2,8) 0,531 

IL-6 (pg/mL) 5 4,2(3-48) 32 3,8(2,8-5,275) 0,286 

IL-8 (pg/mL) 4 18,15(4,2-32,85) 30 27,95(17,275-52,025) 0,146 
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IL-10 (pg/mL) 4 2,75(2,225-7,775) 31 1,5(1,1-1,9) 0,005 

IL-17A (pg/mL) 4 0(0-8,775) 31 0(0-12,7) 0,599 

TNF (pg/mL) 4 3,05(1,875-3,4) 31 2,3(1,3-3,1) 0,437 

IFN-y (pg/mL) 4 1,7(0,075-3,175) 31 1,2(0,1-2,8) 0,958 

IQR: Intervalo interquartil 25-75; ACT: Asthma Control Test; FeNO: Fração exalada do óxido 
nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: 
Imunoglobulina E específica para antígenos inalatórios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: 
Leucotrieno E4 urinário; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-γ: Interferon-gama; 
CVF: Capacidade vital forçada expiratória; VEF1: Volume expiratório forçado no primeiro 
segundo; CO: Corticoide oral; a. Comparações entre os grupos por Mann-Whitney; 

 

ANEXO 3. Comparação dos biomarcadores segundo a presença ou não dos 
fenótipos clínicos alérgico, de início tardio e associado a obesidade. 

Variáveis 
Sim Não Valor 

de pa 

n Mediana (IQR) n Mediana (IQR) 

Alérgica     
 

FeNO (ppb) 29 19(15-50) 4 8(5,75-13,25) 0,008 

EOsg (mm3) 31 170(100-370) 6 135(45-250) 0,363 

IgE (kU/L) 31 227(69-515) 6 32,5(12-95) 0,003 

sIgE (kU/L) 31 12,2(3,3-18,5) 6 0,4(0,4-0,4) ≤0,001 

POTSN (ng/mL) 31 60,4(46,6-82,7) 6 49,25(36,45-67,2) 0,200 

LTE4 (pg/mgCr) 30 1338(920,25-1768,75) 6 1591(1280,5-2498,25) 0,217 

IL-2 (pg/mL) 29 0,4(0-0,95) 6 0,4(0,15-1,05) 0,949 

IL-4 (pg/mL) 31 2,2(0,8-2,7) 6 2,8(2,075-2,85) 0,096 

IL-6 (pg/mL) 31 3,6(2,8-5,2) 6 5,2(3,55-14,775) 0,096 

IL-8 (pg/mL) 30 28,9(14,9-52,025) 4 24,65(20,425-28,875) 0,738 

IL-10 (pg/mL) 29 1,5(1,1-1,9) 6 2,15(1,125-4,5) 0,253 

IL-17A (pg/mL) 29 0(0-4,45) 6 20,45(8,775-33,825) 0,014 

TNF (pg/mL) 29 2,2(1,3-3,25) 6 2,75(2,45-3,675) 0,202 

IFN-y (pg/mL) 29 0,7(0-2,2) 6 3,15(1,65-3,3) 0,044 

Início tardio     
 

FeNO (ppb) 14 13(8-29) 19 32(15-69) 0,038 

EOsg (mm3) 15 130(60-200) 21 230(105-375) 0,265 

IgE (kU/L) 15 104(49-299) 21 214(63-555,5) 0,279 

sIgE (kU/L) 15 3,1(1,7-12,2) 21 14,7(2,2-28,2) 0,053 

POTSN (ng/mL) 15 54,6(40,6-67,2) 21 59,1(48,5-82,85) 0,391 

LTE4 (pg/mgCr) 15 1279(915-1855) 20 1429,5(931,5-1732) 0,705 

IL-2 (pg/mL) 15 0,4(0-1) 19 0,4(0,2-1) 0,372 

IL-4 (pg/mL) 15 2,2(1,7-3) 21 2,3(1-2,65) 0,239 

IL-6 (pg/mL) 15 4,1(3,5-6) 21 3,5(2,7-5,1) 0,077 

IL-8 (pg/mL) 13 38,3(18,15-73,2) 20 22,2(11,85-39,625) 0,080 

IL-10 (pg/mL) 15 1,5(1,1-1,8) 19 1,7(1,1-2,3) 0,302 

IL-17A (pg/mL) 15 0(0-8,7) 19 0(0-19,7) 0,758 

TNF (pg/mL) 15 3(1,8-3,4) 19 2,1(1,3-2,8) 0,242 

IFN-y (pg/mL) 15 1,2(0,4-3,2) 19 0,7(0-3,1) 0,493 
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Com obesidade 

FeNO (ppb) 11 19(15-35) 22 17,5(8,75-46) 0,749 

EOsg (mm3) 13 170(80-275) 24 165(80-402,5) 0,649 

IgE (kU/L) 13 383(119-1075,5) 24 146(39,25-307,25) 0,033 

sIgE (kU/L) 13 14,9(1,9-27,3) 24 5,5(1,975-16,5) 0,370 

POTSN (ng/mL) 13 61,7(30,2-90,7) 24 57,75(51,075-75,375) 0,626 

LTE4 (pg/mgCr) 12 1029(816-1937,25) 24 1439,5(1121,5-1826,3) 0,128 

IL-2 (pg/mL) 12 0,4(0-1,15) 23 0,4(0,1-0,9) 0,986 

IL-4 (pg/mL) 13 2,2(1,25-2,35) 24 2,45(0,95-2,8) 0,306 

IL-6 (pg/mL) 13 3,8(2,95-5,1) 24 3,65(2,8-5,9) 0,766 

IL-8 (pg/mL) 12 19,4(10,4-39,975) 22 31,35(20,55-52,025) 0,179 

IL-10 (pg/mL) 12 1,5(1,275-2,35) 23 1,6(1,1-2,2) 0,719 

IL-17A (pg/mL) 12 0(0-9,525) 23 0(0-11,7) 0,482 

TNF (pg/mL) 12 1,9(1,225-2,875) 23 2,7(2-3,4) 0,092 

IFN-y (pg/mL) 12 2,05(0,1-7,05) 23 0,7(0,1-2,8) 0,344 

IQR: Intervalo interquartil 25-75; FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no 
sangue periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E específica para 
antígenos inalatórios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno E4 urinário; IL: Interleucina; 
TNF: Fator de necrose tumoral; IFNγ: Interferon-gama; a. Comparações entre os grupos por 
Mann-Whitney; 

 

ANEXO 4. Comparação dos biomarcadores segundo a presença ou não do endotipo 
T2, caracterizado pela presença da FeNO, eosinófilos no sangue e no escarro. 

Variáveis 

 
Sim  Não Valor 

de pa 
n Mediana(IQR) n Mediana(IQR) 

T2  
Presença de ao menos UM dos biomarcadores nos valores: EOes≥2% ou 

EOsg≥150mm3 ou FeNO≥20ppb 

IgE (kU/L) 27 227(59-496) 10 85,5(35-277,25) 0,105 

sIgE (kU/L) 27 11,9(2,9-20,3) 10 2,9(0,7-12,825) 0,057 

POTSN (ng/mL) 27 57,8(50,4-82,7) 10 54,9(43,225-78,725) 0,724 

LTE4 (pg/mgCr) 27 1404(1098-1855) 9 1402(827,5-1941,5) 0,720 

IL-2 (pg/mL) 25 0,4(0-0,85) 10 0,95(0,45-1,2) 0,021 

IL-4 (pg/mL) 27 1,9(0,8-2,8) 10 2,65(2,125-2,8) 0,098 

IL-6 (pg/mL) 27 3,8(2,8-6) 10 3,7(2,875-4,675) 0,801 

IL-8 (pg/mL) 25 23,8(15,1-40,5) 9 40,4(19,3-74,05) 0,120 

IL-10 (pg/mL) 25 1,5(1,05-2) 10 1,75(1,1-2,6) 0,339 

IL-17A (pg/mL) 25 0(0-16,95) 10 0(0-6,825) 0,460 

TNF (pg/mL) 25 2,1(1,45-2,95) 10 3,2(2,05-4,35) 0,065 

IFN-y (pg/mL) 25 1,2(0-3,15) 10 1,1(0,4-2,3) 0,680 

T2+ Presença de ao menos UM dos biomarcadores nos valores: EOes≥3% ou 
EOsg≥300mm3 ou FeNO≥35ppb 

IgE (kU/L) 18 244,5(58,5-623,25) 19 134(41-383) 0,284 

sIgE (kU/L) 18 11,75(2,875-24,25) 19 4,4(0,8-15,3) 0,258 

POTSN (ng/mL) 18 59,75(53,325-86,125) 19 54,4(40,9-67,2) 0,199 

LTE4 (pg/mgCr) 18 1404,5(1115,75-1718,5) 18 1340,5(912,5-2109,25) 0,815 

IL-2 (pg/mL) 17 0,4(0-0,8) 18 0,85(0,175-1,2) 0,077 

IL-4 (pg/mL) 18 1,8(0,775-2,65) 19 2,4(1,4-2,8) 0,169 

IL-6 (pg/mL) 18 3,65(2,8-6,45) 19 3,8(2,8-4,5) 0,538 
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IL-8 (pg/mL) 17 23,8(15,1-43,15) 17 32,9(17,45-62,8) 0,357 

IL-10 (pg/mL) 17 1,6(0,7-2,45) 18 1,55(1,175-2,225) 0,660 

IL-17A (pg/mL) 17 0(0-14,05) 18 0(0-11,95) 0,987 

TNF (pg/mL) 17 2(1,25-2,65) 18 2,95(1,95-3,4) 0,049 

IFN-y (pg/mL) 17 0,4(0-3) 18 1,5(0,4-3,125) 0,287 

T2/2B Presença de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores: EOes≥2% ou 
EOsg≥150mm3 ou FeNO≥20ppb 

IgE (kU/L) 14 337(66,5-623,25) 23 134(41-299) 0,130 

sIgE (kU/L) 14 15,7(6,575-24,25) 23 3,3(0,8-14,9) 0,033 

POTSN (ng/mL) 14 62,85(56,925-100,05) 23 53,1(39,6-67,2) 0,017 

LTE4 (pg/mgCr) 14 1404,5(1122,5-1667,75) 22 1340,5(913,75-1949,5) 0,835 

IL-2 (pg/mL) 13 0,4(0-0,7) 22 0,75(0,075-1) 0,371 

IL-4 (pg/mL) 14 1,45(0,675-2,3) 23 2,6(1,7-2,8) 0,026 

IL-6 (pg/mL) 14 3,5(2,725-7,55) 23 3,8(2,9-5,3) 0,793 

IL-8 (pg/mL) 13 21,2(15,1-40,3) 21 32,9(17,45-52,45) 0,309 

IL-10 (pg/mL) 13 1,5(0,7-2) 22 1,6(1,35-2,35) 0,257 

IL-17A (pg/mL) 13 0(0-24,65) 22 0(0-11,95) 0,578 

TNF (pg/mL) 13 2,1(1,2-2,9) 22 2,75(1,75-3,4) 0,302 

IFN-y (pg/mL) 13 0,1(0-3) 22 1,35(0,4-3,125) 0,149 

T2+/2B Presença de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores: EOes≥3% ou 
EOsg≥300mm3 ou FeNO≥35ppb 

IgE (kU/L) 8 505,5(238,5-2107,5) 29 126(45-327,5) 0,004 

sIgE (kU/L) 8 18,85(15-60,325) 29 3,4(0,95-14,8) 0,001 

POTSN (ng/mL) 8 65(58,05-107,1) 29 54,4(40,75-72,25) 0,043 

LTE4 (pg/mgCr) 8 1430(1314,5-1631,25) 28 1340,5(916,75-1888,75) 0,695 

IL-2 (pg/mL) 7 0,2(0-0,4) 28 0,75(0,125-1) 0,049 

IL-4 (pg/mL) 8 0,8(0,25-2,025) 29 2,3(1,7-2,8) 0,009 

IL-6 (pg/mL) 8 3,5(2,575-10,025) 29 3,8(2,85-5,45) 0,677 

IL-8 (pg/mL) 7 20,9(16,8-42,3) 27 29,8(15,4-52) 0,357 

IL-10 (pg/mL) 7 1,1(0,5-1,9) 28 1,6(1,25-2,275) 0,199 

IL-17A (pg/mL) 7 0(0-0) 28 0(0-12,45) 0,340 

TNF (pg/mL) 7 2(1,2-2,7) 28 2,65(1,8-3,4) 0,114 

IFN-y (pg/mL) 7 0(0-0,1) 28 1,65(0,4-3,175) 0,020 

IQR: Intervalo interquartil 25-75; T2: asma tipo 2; 2B: presença de 2 biomarcadores ou mais; FeNO: 
Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue periférico; EOes: eosinófilos no 
escarro induzido; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E específica para 
antígenos inalatórios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno E4 urinário; IL: Interleucina; 
TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-γ: Interferon-gama; a. Comparações entre os grupos por Mann-
Whitney; 

 

ANEXO 5. Valores dos biomarcadores e dados clínicos segundo o fenótipo 
inflamatório no escarro induzido 

Variáveis 

Mediana (IQR) 

Eosinofílico 
(n=3) 

Neutrofílico 
(n=2) 

Misto 
(n=5) 

Pauci-
granulocitico 

(n=3) 

Biomarcadores 
    

FeNO (ppb) 28(16-28) 8(8-8) 15(9-15) 13(8-13) 

EOsg (mm3) 5(2-5) 1,15(1-1,15) 6(4,5-6) 1(0-1) 
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IgE (kU/L) 52(31-52) 105,5(32-106) 275(12,5-275) 596(67-596) 

sIgE (kU/L) 2,9(1,7-2,9) 3,8(0,4-3,8) 2,8(0,4-2,8) 14,9(0,4-14,9) 

POTSN (ng/mL) 62,6(54,6-62,6) 42,8(39-42,8) 60,4(52,4-60,4) 61,7(48,1-61,7) 

LTE4 (pg/mgCr) 
1100(1098-

1100) 
1693,5(922-

1693,5) 
1474(1404,5-

1474) 
2098(750-

2098) 

IL-2 (pg/mL) 0,2(0-0,2) 0,65(0,4-0,65) 0,2(0-0,2) 0,3(0-0,3) 

IL-4 (pg/mL) 4,2(2,8-4,2) 2,05(1,4-2,05) 1,7(1-1,7) 2,8(0,8-2,8) 

IL-6 (pg/mL) 6(5,3-6) 3,35(2,9-3,35) 6(3,35-6) 3,6(2,6-3,6) 

IL-8 (pg/mL) 38,3(11-38,3) 37,3(37,3-37,3) 22,8(18,3-22,8) 23,65(8,6-23,7) 

IL-10 (pg/mL) 1,8(1,5-1,8) 1,9(1,5-1,9) 2,1(1,25-2,1) 1,9(1,5-1,9) 

IL-17A (pg/mL) 12,7(2,7-12,7) 11,5(0-11,5) 11,7(3,45-11,7) 0(0-0) 

TNF (pg/mL) 2,2(0,5-2,2) 3,1(2,8-3,1) 2,6(1,25-2,6) 2,7(1,3-2,7) 

IFNy (pg/mL) 27,5(5,4-27,5) 1,95(0,3-1,95) 3,1(0,8-3,1) 3,2(2,1-3,2) 

Fenótipos 
    

Início tardio 3 0 2 1 

Obesidade 1 1 1 2 

Atopia 3 1 3 2 

Caracteristica 
clínicas 

    

Uso de corticoide 
oral 

0 1 1 1 

Exacerbações 
último ano 

0 1 2 3 

ACT ≤20 1 2 5 2 

CVF ≤80 2 1 5 2 

VEF1 ≤80 2 1 5 2 

Etapa 5 (GINA) 2 2 5 2 

IQR: Intervalo interquartil 25-50; FeNO: Fração exalada do óxido nítrico; EOsg: Eosinófilos no sangue 
periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E específica para antígenos 
inalatórios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno E4 urinário; IL: Interleucina; TNF: Fator de 
necrose tumoral; IFN-γ: Interferon-gama; ACT: Asthma Control Test; CVF: Capacidade vital forçada 
expiratória; VEF1: Volume expiratório forçado no primeiro segundo; GINA: Global Inititive for asthma. 
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RESUMO 

BALDO, DC. Avaliação de painel de biomarcadores para estabelecimento do 

fenótipo inflamatório da asma. (tese). São Paulo: Faculdade de Ciências Médicas da 

Santa Casa de São Paulo; 2022. 

A asma é uma doença inflamatória crônica, sendo o Brasil um dos países com 

maiores taxas de prevalência no mundo. Para pacientes com doença grave, a 

fenotipagem por biomarcadores para definição do perfil inflamatório pode ser 

necessário para direcionar o tratamento, especialmente para asma tipo 2 (T2). 

Objetivo: Avaliar o desempenho diagnóstico de um painel de biomarcadores para 

identificação do fenótipo inflamatório de pacientes asmáticos em uma população 

brasileira. Métodos: Foram avaliados 103 indivíduos brasileiros, sendo 37 asmáticos 

e 66 controles não asmáticos. Pacientes e controles foram avaliados quanto aos 

níveis de eosinófilos no sangue periférico (EosS), fração exalada do óxido nítrico 

(FeNO), IgE sérica total, periostina sérica, leucotrieno E4 urinário e citocinas séricas. 

Resultados: Maiores níveis de EosS (p=0,012), FeNO (p=0,001), IgE total (p<0,001) 

e periostina (p=0,005) foram encontrados em asmáticos versus controles. Níveis de 

IL-6 foram maiores em pacientes com asma comparados a controles que não 

tiveram COVID-19. Análises dos biomarcadores por curva ROC demonstraram 

resultados de área sobre a curva superiores a 65%.  Periostina (OR: 12,550; IC95%: 

2,498–63,063) e IL-6 (OR: 7,249; IC95%: 1,737–30,262) foram previsores 

significativos de asma. EosS, FeNO, IgE, IL-6, TNF e IFN-γ mostram correlações 

com características clínicas de gravidade em asmáticos. A periostina apresentou 

maiores valores na asma T2 (p=0,006) e TNF na asma não T2 (p=0,029).  

Conclusão: O painel de biomarcadores proposto para a identificação do fenótipo 

inflamatório de pacientes asmáticos demonstrou bom desempenho e aplicabilidade 

clínica. A periostina é um novo biomarcador importante na identificação da asma T2.  
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ABSTRACT 

BALDO, DC. Evaluation of a panel of biomarkers for establishment of the 

inflammatory phenotype of asthma in a Brazilian population. (thesis).  São Paulo: 

Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo; 2022. 

Asthma is a chronic inflammatory disease, and Brazil is one of the countries with the 

highest prevalence in the world. For patients with severe disease, phenotyping by 

biomarkers to define the inflammatory profile may be necessary to guide treatment, 

especially for type 2 (T2) asthma. Objective: To evaluate the diagnostic performance 

of a panel of biomarkers to identify the inflammatory phenotype of asthmatic patients 

in a Brazilian population. Methods: We evaluated 103 Brazilian individuals, 37 

asthmatic individuals and 66 nonasthmatic controls. Patients and controls were 

evaluated for eosinophil levels in the peripheral blood, fraction of exhaled nitric oxide 

(FeNO), total serum IgE, serum periostin, urinary leukonine E4 and serum cytokines. 

Results: Higher levels of blood eosinophils (p=0.012), FeNO (p=0.001), total IgE 

(p<0.001) and periostin (p=0.005) were found in asthmatic patients than in controls. 

IL-6 levels were higher in asthma patients than in controls who did not have COVID-

19. The analyses of the biomarkers by ROC curve showed a good AUC greater than 

65%. Periostin (OR: 12.550; 95% CI: 2.498–63.063) and IL-6 (OR: 7.249; 95% CI: 

1.737–30.262) were significant asthma predictors. Blood eosinophils, FeNO, total 

IgE, IL-6, TNF and IFN-γ show correlations with clinical characteristics of severity in 

asthmatic patients. Periostin showed higher values in T2 asthma (p=0.006) and TNF 

in non-T2 asthma (p=0.029). Conclusion: The panel of biomarkers proposed for the 

identification of the inflammatory phenotype of asthmatic patients demonstrated good 

performance and clinical applicability. Periostin is an important new biomarker in the 

identification of T2 asthma.  
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