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1. INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 Revisao da literatura

A asma é uma doencga inflamatoria crbnica caracterizada por hiper-
responsividade das vias aéreas inferiores e limitacdo variavel ao fluxo aéreo,
reversivel espontaneamente ou com tratamento. E uma das doencas crénicas mais
prevalentes no mundo, responsavel por cerca de 240 mil ébitos por ano®. Afeta
mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e a falta de controle da doenca é
responsavel direta ou indiretamente por diversas despesas médicas e perdas
produtivas®. A frequéncia, gravidade e possibilidade de intervencdo personalizada
da asma para atingimento do controle dos sintomas, tém despertado o interesse por
estudos nesta area.

O Brasil é um dos paises com maiores taxas de prevaléncia de asma no
mundo. Estudos apontaram que a prevaléncia de asma entre adolescentes
brasileiros esta entre 13%® e 20%® e entre adultos a prevaléncia de diagndstico

médico de asma é de 4,4%0),

7

A asma é caracterizada pela histéria de sintomas respiratorios tais como
sibilos, dispneia, opressao toracica e tosse, que variam ao longo do tempo e em
intensidade, juntamente com variavel limitacdo do fluxo aéreo expiratério®. Os
sintomas e a limitagédo do fluxo de ar, caracteristicamente, variam ao longo do tempo
e na intensidade. Essas variacdes sao frequentemente desencadeadas por fatores

como exercicios, exposicdo a alérgenos ou irritantes, alteracfes climaticas ou

infecgdes respiratdrias virais®.

O diagnéstico da asma é clinico, baseado na presenca de sintomas
compativeis associado a limitagdo variavel do fluxo aéreo e demonstracdo de hiper-
responsividade das vias aéreas®). A espirometria, ou prova de funcdo pulmonar, é o
exame utilizado para a demonstragéo do disturbio ventilatorio obstrutivo, através da
relacdo da VEF1 (volume expiratorio forcado no primeiro segundo) / CVF
(capacidade vital forcada) menor que o limite inferior do previsto em individuos
normais. A limitacdo variavel do fluxo aéreo é demostrada pela reversibilidade da
obstrucédo, apds a administracdo de broncodilatador de curta acédo (salbutamol), na

dose de 200-400 ug. Essa reversibilidade é significativa diante do aumento do VEF:1



em 12% e 200 mL ou mais em relacdo ao valor basal ou 7% e 200 mL ou mais, em

relacdo ao valor de referéncia em individuos normais(”.

A asma é uma doenca heterogénea, caracterizada por diferentes fenétipos e
endotipos. Os fendtipos sdo o conjunto de caracteristicas clinicas observaveis,
resultantes da interacdo do gendtipo com o0 ambiente, enquanto que os endotipos
séo subtipos baseados em mecanismos patofisiol6gicos (celulares, moleculares) de
uma via biologica especifica que refletem a base da inflamacgdo das vias areas em
cada paciente® 9. Assim sendo, por definir uma etiologia ou um mecanismo
patogénico, o endotipo é uma classificacdo diferente do fenotipo, sendo que um
endotipo de asma pode abranger varios fenétipos, e um fenétipo especifico pode
estar presente em diferentes endotipos ©).

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

os fenotipos clinicos de asma mais comuns s&o(":

e Asma alérgica: O feno6tipo é mais facilmente identificado, pois se inicia
na infancia e se associa a historia familiar de doencas alérgicas.
Geralmente é associado a inflamacgéo eosinofilica e pessoas com esse
fenétipo em geral respondem bem aos corticoides inalados (Cl);

e Asma nao alérgica: Nao esta associada a alergia e ndo apresenta um
perfil inflamatorio especifico. Sdo pacientes que frequentemente néo
respondem bem aos CI;

e Asma de inicio tardio: Se inicia mais comumente em mulheres na
vida adulta. S&o pacientes geralmente ndo alérgicos e requerem altas
doses de Cl ou sao refratarios ao tratamento com corticoides;

e Asma com limitagcdo persistente ao fluxo aéreo: Alguns pacientes
com asma de longa duragao desenvolvem uma limitag&o persistente ao
fluxo aéreo, que pode estar relacionada ao remodelamento das vias
aeéreas;

e Asma associada a obesidade: Sao pacientes obesos com sintomas
respiratorios proeminentes e pouca inflamacéo eosinofilica das vias

aéreas.

Embora a alergia esteja entre os principais fatores da patogénese da

asma, é sabido que uma consideravel propor¢cdo de pacientes ndo é alérgica,



mesmo que apresentem inflamacdo eosinofilica. A presenca de alergia e
eosinofilia sdo Uteis no estabelecimento do fendtipo inflamatério, sendo os trés
fendtipos mais utilizados nessa classificacdo (1) a asma eosinofilica alérgica, (2)
a asma eosinofilica ndo alérgica e (3) a asma nao eosinofilica. Atualmente, dois

endotipos mais conhecidos permeiam esses fenétipos inflamatarios ¢ 19);

e Asma Tipo 2 (T2): Caracterizada pela mediacdo de células T-helper
tipo 2, quando associada a presenca de alergia, ou de células linfoides
inatas do tipo 2 (ILC-2), quando nao associada a alergia. A asma T2 é
identificada pela eosinofilia nas vias aéreas ou sistémica e a maioria
dos casos de asma grave tem expresséao T2;

e Asma nao T2: Caracterizada por auséncia de eosinofilia nas vias
aéreas ou sistémica. Sao pacientes que apresentam inflamacao
neutrofilica ou a auséncia de células inflamatorias nas vias aéreas

(perfil paucigranulocitico).

O principal beneficio esperado da divisdo de uma doen¢ca multidimensional
como a asma em fendtipos e endotipos distintos é um tratamento personalizado e
mais eficaz. Os objetivos do manejo adequado da asma sao alcancar bom controle
dos sintomas e manter a atividade da doenca em niveis normais, minimizando futuro
risco de exacerbacdes, limitacdo persistente de fluxo aéreo e efeitos colaterais(. No
controle da asma, o tratamento farmacoldgico e ndo farmacologico é ajustado em
um ciclo continuo que envolve avaliacdo, ajuste do tratamento e revisdo da resposta

ao tratamento (Figura 1).



Confirmagédo do diagnéstico
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Educagéo e treinamento de habilidades

Figura 1 - Ciclo de avaliacéo, ajuste e revisdo do tratamento da asma (adaptado da
GINA, 2021)™,

Segundo o documento da GINA®), na pratica clinica a escolha do tratamento
farmacolégico deve ser baseada no controle dos sintomas, fatores de risco,
preferéncias dos pacientes e questdes praticas, como: custo, habilidade para usar o
dispositivo e aderéncia. O tratamento é realizado por etapas, e a resposta deve ser
avaliada depois de 2 a 3 meses ou de acordo com a necessidade clinica. Apds a
avaliacdo, 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 estdo resumidas na

Figura 2.
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Figura 2 - Abordagem por etapas para controlar os sintomas de asma e reduzir 0s
riscos (Adapatado de Gina 2021)(". ICS: corticoides inalados; PRN: uso quando
necessario; SABA: Agonista betaz de curta duragdo; LABA: Agonista betaz de longa
duracdo; LAMA: antagonistas muscarinicos de longa duracdo; LTRA: anti-
leucotrieno; OCS: corticoide oral; HDM: acaros do p6 domeéstico; SLIT: imunoterapia
sublingual.

Os CI séo os principais anti-inflamatérios recomendados para o controle da
asma, usados isoladamente ou associados aos agonistas betaz de longa duracéo
(LABA), antagonistas de leucotrienos (LTRA), antagonistas muscarinicos de longa
duracdo (LAMA) ou teofilina®. Para a maioria dos pacientes com asma leve a
moderada, o controle da doenca pode ser alcancado com o0 uso desses
medicamentos, mas para pacientes com doenca mais grave, que apesar do
tratamento permanecem nao controlados e com exacerbacdes, a avaliacdo do
fenétipo inflamatério € importante para direcionar o uso de outra classe de drogas,
0s imunobiolégicos (omalizumabe, mepolizumabe, benralizumabe e dupilumabe),

que precisam ser prescritos de maneira personalizada(?,

No universo de pacientes com asma, ha um subgrupo de pacientes que
possuem a asma de dificil controle. S&o pacientes que utilizam altas doses de
medicamento para manter controle dos sintomas, porém possuem fatores que
dificultam o controle, tais como fatores comportamentais, baixa aderéncia, técnica
inalatoria incorreta, exposicdo ambiental ou ocupacional e presenca de
comorbidades’®. Um subgrupo menor desses pacientes sdo 0s pacientes com

asma grave.



A asma grave é identificada em pacientes com diagnostico 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 0s
fatores associados a falta de controle®?. Esses pacientes precisam utilizar Cl 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 doenca se mantenha
controlada ou que, apesar desse tratamento, permanece nao controlada®®. Esses
asmaticos sdo pacientes em que diagnosticos alternativos foram excluidos, as
comorbidades foram tratadas, os gatilhos foram removidos e a aderéncia ao

tratamento foi checada e representam de 1 a 4% da populacdo geral de asmaticos®*
15).

A caracterizacdo da asma em fendtipos inflamatérios possui ampla aplicacéao
nas intervencoes terapéuticas nesses individuos com asma grave. Isso permite uma
abordagem terapéutica individualizada e personalizada para terapia com O0s
imunobiologicos hoje disponiveis. Para isso, € importante a utlizacdo de
biomarcadores, capazes de identificar o mecanismo patofisiolégico especifico da
inflamacdo daquele paciente. Atualmente e alguns biomarcadores capazes de

auxiliar nessa classificacdo sdo descritos(9).

1.2 Biomarcadores em pacientes asméaticos

Biomarcadores sdo substancias rastreaveis que podem ser utilizados para
fornecer informacfes importantes sobre a fisiopatologia, o curso e a resposta ao
tratamento de uma doenca. De modo geral, os biomarcadores podem informar
presenca ou auséncia de determinada doenca, definir sua gravidade, fornecer
informacgdes sobre sua progressao, servir de orientacdo sobre a sobrevivéncia do
individuo afetado e, no caso da asma, ajudar a selecionar o tratamento mais eficaz.
Com a medicina de precisdo na vanguarda do atendimento ao paciente e o desejo
de selecionar os tratamentos mais eficazes, os biomarcadores sao instrumentos
importantes, que permitem que os medicos prevejam a suscetibilidade ou resposta

de uma dada doenca para um tratamento especifico®?.

O estabelecimento do fendtipo inflamatério e endotipo € uma maneira de

refinar o agrupamento da asma baseado no mecanismo fisiopatologico envolvido.



Essa identificacdo pode ser baseada no histérico do paciente, caracteristicas
clinicas, histopatologia, na resposta ao tratamento e especialmente na identificacao
de biomarcadores bioquimicos®. A GINA preconiza para o estabelecimento e
confirmagdo do fendtipo inflamatério T2 a identificacdo de um dos seguintes
achados: (1) Eosindfilo no sangue 2150 células/mm?3 e/ou (2) Fracdo exalada do
oxido nitrico (FeNO) =20 ppb e/ou (3) eosindéfilos no escarro 22% el/ou (4) asma
induzida por alérgeno e/ou (5) necessidade de manutencdo com CO, sendo sugerido
que se necessario, os valores de eosinoéfilos no sangue e FeNO sejam repetidos ao

menos 3 vezes, sob a menor dose possivel de CO),

A identificacdo da asma eosinofilica também pode ser realizada por
biomarcadores séricos, como a imunoglobulina da classe E (IgE) sérica total e pela
periostinall”, Tais biomarcadores sdo bem estabelecidos na literatura, e identificam
o endotipo de asma T2, que é o endotipo mais frequente na asma e para o qual

estdo disponiveis opcdes de imunobioldgicos para tratamento alvo especifico@®),

Abaixo estdo descritos o0s principais biomacardores utilizados para o

estabelecimento do fendétipo inflamatério e endotipo da asma e suas interpretacoes.

1.2.1 Citologia do escarro induzido

A contagem celular diferencial no escarro induzido € considerada a andlise
padrdo ouro para acessar a inflamacdo das vias aéreas na asma®®. A técnica de
coleta e andlise foi inicialmente descrita em 1992 por Pin e cols®® e se baseia na
inalacéo de solucédo salina nebulizada em concentragdes crescentes para liquefazer
0 escarro e facilitar a expectoracdo e obtencdo de material celular das vias aéreas
inferiores. O método € considerado pouco invasivo, mas de processamento

complexo e de dificil aplicacdo na rotina clinica®b.

Foram estabelecidos perfis inflamatorios distintos no escarro induzido de
asmaticos baseado nas porcentagens de eosinofilos e neutréfilos em relagédo ao total
de células no escarro. Nao ha até o momento um consenso absoluto na literatura em
relacdo aos valores de corte, mas ha quatro fenotipos inflamatérios identificados
baseados na contagem diferencial das células: eosinofilico (acima de 2%() ou

3%@), neutrofilico (acima de 40%©3 ou 70%(2), misto e paucigranulocitico®. O



aumento dos eosinofilos no escarro induzido esta associado ao endotipo T2 e maior

gravidade na asma®* 25),

A contagem de eosinéfilos no escarro induzido é maior em pacientes
asmaticos quando comparados a controles saudaveis®®. As diretrizes da American
Thoracic Society e European Respiratory Society (ATS/ERS) sugerem que o escarro
induzido pode ser usado para o0 manejo da asma grave em centros especializados?”
e o tratamento direcionado pela identificacdo de eosinofilos no escarro esta
associado a menos exacerbacfes e hospitalizacbes quando comparado ao manejo
baseado apenas na clinica®). A identificacdo de eosinéfilos no escarro acima de 2%
auxilia na identificacdo do endotipo T2 e associado a contagem de eosindfilos no
sangue acima de 150 células/mm? ou 300 células/mm?, reforca a indicacdo para o
tratamento com os imunobioldgicos mepolizumabe e benralizumabe em pacientes

com asma grave, respectivamente®),

A contagem de eosindfilos no escarro (EOes) é o principal método para
identificacdo da asma eosinofilica. Porém, devido as particularidades e
indisponibilidade do exame na prética clinica, diversas iniciativas tém sido propostas
para validar biomarcadores que possam atender a necessidade do estabelecimento
do fendtipo inflamatério, especialmente em relacdo a asma T2 da asma. Nesse
sentido, a associacao de varios biomarcadores descritos a seguir, poderia aumentar
a acuracia e substituir o EOes na identificacdo da asma fenétipo T2 de maneira mais

acessivel aos clinicos e pacientes®%-31),

1.2.2 Eosinofilos no sangue periférico (EOsg)

Os eosinodfilos desempenham um importante papel efetor, especialmente nas
inflamacdes alérgicas®?. Os eosindfilos encontrados nas vias aéreas de pacientes
asmaticos sdo provenientes da circulacdo sanguinea, uma vez que sao células
produzidas na medula 6ssea e que migram para as vias aéreas por diapedese®3,
Nas vias aéreas, os eosindfilos estdo envolvidos no estreitamento dos ductos aéreos
em processos agudos e no reparo e remodelamento dos ductos nos processos

cronicos®4,
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A contagem de eosindfilos no sangue periférico (EOsg) € uma analise
facilmente disponivel, ndo invasiva e quantificavel por todos os laboratérios clinicos,
o que reflete em sua ampla utilizagdo na pratica clinica e o grande namero de
estudos que a utilizaram como biomarcador na asma®9. E um bom biomarcador
para predizer resposta a terapia com imunobiol6gicos para asma T2G6 37) e existe
correlacdo entre os niveis de EOsg e EOes®®, Ha& também correlacdo entre os
niveis de EOsg e valores mais baixos de VEF1©% e com pior controle da asma

quando comparados a pacientes com EOsg em niveis normais“9.

A GINA define asma T2 quando a contagem de EOsg € maior do que 150
células/mm3(™, E possivel que a contagem fique reduzida pelo uso de corticoide
inalatério e oral®). Por isso, recomenda-se caso necessario, que a mesma seja
repetida, em pelo menos trés ocasifes diferentes, na menor dose possivel de

corticoide®,

Na asma T2, em um estudo que avaliou eficacia do mepolizumabe, pacientes
com EOsg maiores ou iguais a 150 células/mm? tiveram reducdo de exacerbacéo,
guando comparados com agueles com contagem menor que 150 células/mm?3, 72%
vs. 30%, respectivamente®%). Pacientes com valores acima de 500 células/mm?
apresentaram respostas ainda melhores ao mepolizumabe“?. Valores maiores ou
iguais a 300 células/mm?3 séo frequentemente reportados na literatura também para

identificac@o de bons respondedores a benralizumabe®®), omalizumabe®® e a CI“9),

1.2.3 Fracdo exalada do 6xido nitrico (FeNO)

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula abundante nos sistemas, respiratorio e
cardiovascular e foi descoberto por sua importancia na sinalizagcéo de vérias funcdes
biolégicas, como na neurotransmissdo, regulacdo da pressdo sanguinea,
mecanismos de defesa imunoldgica e inflamacdo das vias aéreas®® 4"). No sistema
respiratorio é produzido por células epiteliais e auxilia na regulacdo do fluxo

sanguineo pulmonar, atividade ciliar e secrecdo do muco“®).

O NO € um produto da oxidagéo da L-arginina realizada pela NO sintetase
induzida, expressa em células epiteliais e macréfagos em resposta ao estimulo de

citocinas pro inflamatoérias e, por essa razdo, € encontrado em maiores niveis no
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sistema respiratorio de pacientes asmaticos®?). E medido pela determinacdo da
fracdo exalada do Oxido nitrico (FeNO) que é indicada como biomarcador de asma
T2 e pior prognéstico, com comprometimento da funcdo pulmonar a longo prazo e

aumento de risco de exacerbacées e descontrole dos sintomas®9.

A guantificacdo da FeNO é realizada a partir de uma expiracdo isolada e a
forma mais comum de ser medida € através de um dispositivo portatil com sensor
eletroquimico de facil manuseio, composto por um sistema de amostragem e
acondicionamento de gas, um sensor de NO e uma interface para a interpretacao do
resultado®®. Apesar de ser simples o manuseio, alguns detalhes devem ser
observados para garantir a padronizacdo dos resultados. Para esse fim, foi
publicado em 2005 as recomendacdes do ATS/ERS para a determinagédo da FeNO,
no qual é indicado um preparo adequado do paciente em relacdo a nao fazer
exercicio e consumir alimentos e cigarro, uma hora antes do procedimento e manter

um fluxo expiratério de 50 mL/s por 6 a 10 segundos para a coleta®?.

Héa correlacédo entre a FeNO e a presenca de EOes, observada em diversos
estudos, porém ndo de maneira absoluta, fato que indica, que tais biomarcadores se
relacionam a diferentes vias da asma T2*"). Estudos em pacientes com asma grave
mostraram que a FeNO tem menor acuracia para identificar asma eosinofilica do que
a contagem de EOsg, porém o aumento de niveis da FeNO foi associado a boa
resposta aos Cl, CO, anti-IgE, anti-IL-4 e anti-IL-13(254),

N&o ha ainda consenso absoluto na literatura, em relacdo ao ponto de corte
da FeNO em pacientes adultos e pediatricos, porém, alguns valores de importancia
clinica sdo conhecidos. Valores acima de 20 ppb séo considerados indicativos de
inflamagé&o eosinofilica das vias aéreas, podem refletir asma n&do controlada e

predizer exacerbacdes(”.

A recomendacdo da ATS sugere que valores entre 25 e 50 ppb para
pacientes adultos e 20 e 35 ppb para pediatricos sédo valores intermediarios, que
devem ser interpretados com cautela, a luz dos achados clinicos, enquanto que
valores considerados altos (acima de 50 ppb para adultos e 35 ppb para criancas) é
que sugerem inflamacdo eosinofilica®®. Esses valores séo preditores de resposta a

tratamentos, como valores acima de 25 ppb para identificacdo de bons
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respondedores ao dupilumabe®”) e 50 ppb para identificacdo de bons respondedores
a CI62),

A FeNO néo é um biomarcador especifico da asma e pode estar aumentado
em outras doencas inflamatdrias como sinusite e infeccdo viral do trato respiratorio
superior, mas pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), néo
apresentam niveis elevados da FeNO®®, contribuindo para um diagndstico

diferencial nesse ultimo caso.

Apesar de ser um equipamento portatil de simples manuseio, a utilizacdo da
FeNO no Brasil ainda € restrita a centros especializados, na maioria dos casos
envolvendo projetos de pesquisas, pois € um teste de custo elevado com limitacdes
de validades curtas para 0s insumos, 0 que muitas vezes acarreta a nao utilizacédo

na pratica clinica.

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 mediacdo da resposta
alérgica na asma. Apesar de ndo se conhecer todos 0os mecanismos pelos quais a
IgE atua, sua mediacdo é conhecida nas doencas alérgicas desde 1967 e vem
sendo estudada desde ent&o, como possivel alvo terapéutico®”.

A IgE é produzida principalmente pelas células B no tecido linfoide e
normalmente esta presente em baixos niveis séricos, mas, pacientes com doencas
alérgicas apresentam niveis elevados IgE sérica especifica (slgE) para determinados
antigenos, que sdo gatilhos para a doenca®®. A ligacdo entre a sIgE e os
mastocitos, resulta na liberacdo de mediadores inflamatorios e citocinas que

desencadeiam as manifestagées clinicas da alergia®®).

A quantificagdo da IgE sérica total e especifica € realizada de forma rotineira
em laboratérios clinicos, por métodos automatizados bem estabelecidos. Tais
ensaios sdo baseados na reacdo antigeno-anticorpo em fase solida®%. A
importancia da quantificacédo de sIgE esta na identificacdo do fenotipo alérgico da
asma e da IgE total nas evidéncias epidemioldgicas, que indicam que existe

correlacdo direta entre a concentragdo seérica de IgE total e a prevaléncia de
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asma®b, hiperreatividade das vias aéreas®® e reducdo ou perda de funcio

pulmonar®3),

A IgE total é apontada como sendo um fator independente associado a
presenca de inflamacgédo eosinofilica®®. Em um estudo, Woodruff e cols verificaram
que o endotipo T2 foi caracterizado pelo aumento de IgE sérica®4. Valores de IgE
sérica total sdo elevados em pacientes asméaticos, quando comparados a
controles®. Valores acima de 150 Ul/ml estdo associados a asma alérgica
persistente e niveis séricos acima de 400 Ul/ml estdo associados a asma grave(®®), A
concentracdo sérica de IgE total, associada ao peso do paciente é utilizada para

estabelecer a dose de omalizumabe(: 67,

Niveis séricos elevados de IgE ndo sdo uma caracteristica especifica da
asma e podem variar dependendo da etnia, sexo e o habito de fumar®®, além de
fatores genéticos que predispbem a maior sintese de IgE, doencas parasitarias e
grau de estimulo do sistema imune como: frequéncia, dose e via de exposicdo a

alérgenos(®?),

Poucos estudos exploraram as associaces entre niveis de sIgE e outras
caracteristicas clinicas e laboratoriais na asma. Esses estudos apontam para uma
correlacdo negativa entre os niveis de sIgE e a funcédo pulmonar® e positiva com a
gravidade dos sintomas respiratérios nasais e como bom marcador sistémico de

alergia("- 72,

7

A asma alérgica € identificada pela presenca de slgE e/ou pelo teste de
puntura positivo!?. Apesar da IgE total geralmente ser mais alta em pacientes com
asma alérgica comparado a ndo alérgicos, a separacdo desses 2 fenoétipos nao pode
ser baseada apenas nos niveis de IgE total devido a sobreposi¢céo substancial entre

os dois grupos(3).

1.2.5 Periostina sérica

A periostina, ou fator 2 osteoblasto-especifico, € uma proteina matricelular
envolvida em diversas funcdes, em diferentes orgaos e tecidos. Pertence a familia
das fascilinas e se liga a receptores de superficie celular da familia das integrinas,

sinalizando processos como cicatriza¢ces de feridas de pele e, ao se depositar em
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locais de fibrose, ativa células imunes, iniciando um processo inflamatério(™®. Em
uma revisdo, Conway e cols atribuem como funcao principal da periostina a atuagao
no remodelamento tecidual de uma lesdo, exercida de maneira semelhante em
condicdes patoldgicas e fisioldgicas(”™. Essa observagdo levou ao interesse pela
periostina como biomarcador ou alvo terapéutico relacionados a processos

inflamatorios.

Varias doencas pulmonares resultam em fibrose do tecido pulmonar, mas
com padrdes histologicos diferentes. No caso da asma ocorre a remodelacdo das
vias aéreas, como consequéncia da deposicdo da matriz extracelular e da
proliferacdo de células do musculo liso ao redor dos ductos, estreitando e
restringindo o fluxo aéreo(®. A periostina é secretada por células do epitélio
brénquico e fibroblastos pulmonares sob influéncia das citocinas IL-13 e IL-4 e esta

amplamente depositada nas vias aéreas de individuos com asma(?”.

O gene que expressa a periostina € um dos mais frequentes na asma(® e
niveis séricos elevados em pacientes com asma T2 € um achado bastante reportado
na literatura®® 31 77. 79 A quantificacdo da periostina no soro é realizada em
plataformas imunoenzimaticas, utilizando anticorpos monoclonais e policlonais com
alta sensibilidade para o reconhecimento dessa proteina®. Dados obtidos na maior
parte dos estudos é realizado por metodologia de ELISA (Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay) do tipo sanduiche, com particularidades experimentais que exigem
expertise dos laboratérios clinicos e de pesquisas nas padroniza¢des envolvidas no

ensaio.

A literatura ainda € controversa em relacdo aos niveis séricos de importancia
clinica para a periostina. Um estudo que objetivava determinar um intervalo de
referéncia em individuos sem evidéncia de asma ou DPOC, encontrou uma mediana
de aproximadamente 50 ng/mL nesses individuos, sem observarem interferéncia de
sexo e idade nesses valores®), porém, essa mediana também foi encontrada em
outro estudo do mesmo grupo em pacientes asmaticos®. Também ha estudos que
utilizam 50 ng/mL como ponto de corte®Y, Valores de periostina maiores que 95 ©3)
e 97 ng/mL® se associaram a maiores limitacGes de fluxo aéreo e esse é um dos

pontos de corte mais utilizados hoje para determinacao de altos niveis séricos®>).
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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
asmaticos que tém a doenca descontrolada, que os pacientes com altos niveis de
periostina respondem melhor a lebrikizumabe (terapia anti-IL-13) comparado com
pacientes com baixos niveis de periostina®¥. Outro estudo com omalizumabe
mostrou maior reducédo da taxa de exacerbacfes em pacientes que apresentavam
niveis elevados de periostina®®. Também foi observada uma reducéo dos valores de

periostina em resposta ao uso de predinisolona oral e lebrikizumabe(®©8).

1.2.6 Leucotrieno E4 urinério

Os cysteinyl leucotrienos (cysLT) séo lipideos derivados do acido
araquidoénico, sinalizadores fundamentais na biologia humana, envolvidos no
processo inflamatério e na homeostase®). Sdo produzidos pela 5-lipoxigenase em
mondcitos, mastécitos e eosindfilos ativados®). O leucotrieno Az é o metabdlito
primario da formacéo dos cysLT e € sequencialmente convertido em leucotrieno Ca,
Ds e Ea dentro da célula ou por biossintese transcelular nas plaquetas ou
neutrdfilos® 89). O leucotrieno E4 (LTE4) € o metabdlito estavel, que circula na
corrente sanguinea em baixa concentracdo, mas se acumula na urina de forma

detectavel©9,

Os cysLT possuem potentes atividades biol6gicas, sendo seus principais
efeitos observados nos sistemas gastrointestinal, microvascular, respiratério e
leucocitario®). Sdo potentes  broncoconstritores® e mediadores pro-
inflamatorios®3. Dentre as acbes dos cysLT nas vias aéreas estdo o aumento da
permeabilidade vascular, constricdo do musculo liso brénquico e mediacdo da

hiperreatividade bronquica®.

Niveis aumentados de LTE4 na urina sdo maiores em asmaticos quando
comparados a controles saudaveis®>°’). Dados reportados pela iniciativa U-
BIOPRED (Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Disease
Outcomes) demostraram niveis elevados de LTEs4 em asméticos, comparados a
controles, sendo que pacientes com asma grave apresentavam niveis ainda mais
elevados®’). Nos leucdcitos, a liberacdo de cysLT é estimulada por citocinas do

endotipo T2 ® e se correlacionam com niveis elevados de EOsg, EOes e FeNO®),
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Além de auxiliar na identificacdo do endotipo T2, outras associacdes podem
justificar o uso do LTE4 como biomarcador na asma. Em uma revisao, Hagan e cols
estimaram a acuricia da determinacdo de LTEa urindrio, como biomarcador
potencialmente Util para identificar o risco de intolerdncia a aspirina, causa
subjacente a 15% dos asmaticos graves®®, Esses pacientes costumam n&o
responder aos CI®), Niveis aumentados de LTE4 na urina também estéo associados
a broncoprovocagdo com antigeno®), broncoespasmo induzido por exercicio®® e

pior fungdo pulmonar®?,

Os LTRA, antagonistas de leucotrieno, sdo drogas muito prescritas ha asma.
Essas drogas atuam bloqueando a ligacdo dos cysLT ao receptor, impedindo a
cascata de reacdes inflamatdrias que causam os sintomas®%? e sdo uma opcao
terapéutica para pacientes refratarios a corticoides1%, A GINA recomenda o uso de
monoterapia com LTRA nas etapas 1 e 2 como um alternativa ao aumento da dose
de ClI ou ao uso de SABA®. Altos niveis de LTE4 urinario se correlacionaram a
melhores respostas a LTRA em criancas menores de 10 anos®%4. Menores niveis de
LTE4 foram encontrados em pacientes que faziam tratamento com omalizumabe e

niveis nao foram alterados com o uso de prednisolona®”),

A possibilidade de quantificar um biomarcador na urina é a facilidade e néo
invasividade da coleta do material, porém com o desafio da variabilidade inter e intra
individuo em relagdo a amostragem, principalmente em relacdo a concentracédo dos
analitos%), O que se propde para a homogeneizagdo na comparacdo entre
pacientes é a normalizacdo pela concentracdo da creatinina, que reflete a proteinaria
da urina coletada em 24 horas(%), Atualmente os dois métodos principais para a
quantificacdo de LTE4 urinarios sdo ELISA®?) e cromotografia liquida, seguida por
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)1%) O método de ELISA é mais

acessivel aos laboratorios clinicos e mais amplamente usado nas publicagdes.

1.2.7 Citocinas na asma grave

O perfil de citocinas também pode ser um parametro usado na endotipagem
da asma, especialmente na identificacdo de vias do endotipo ndo T2, onde ha
escassas opcdes de biomarcadores199, 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 ThO (ou Th naive), a
depender dos antigenos que lhes forem apresentados e aos diferentes estimulos
recebidos por outras células, se diferenciaram em células Thl, Th2 ou Thl7 e
produzirdo 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 €
caracterizado pela presenca em maiores niveis das interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-
13119, Estudos apontam que os perfis Thl e Th17 séo identificadores de outras vias
inflamatorias, no caso da asma nao T2(10° 111) . Aumento da sintese da citocina pro-
inflamatdria interferon-gama (IFN-y) esté relacionada com o perfil Thl e a IL-17A
com o perfil Th17, que envolve o recrutamento de neutréfilos®1?. O fator de necrose
tumoral (TNF) e a IL-6 sédo alvos para terapia biolégica de doencas inflamatorias
cronicas e os niveis dessas citocinas estédo elevados no contexto da asma*?). |L-8
ja foi correlacionada positivamente com o0s niveis de neutréfilo em aspirado traqueal
de pacientes asmaticos®14). Ja a IL-10, tem o potencial de modulacdo negativa (ou
downregulation) do processo inflamatério dirigido por Thl e Th2, e os niveis
encontrados no contexto da asma sdo contraditérios*'%. A IL-2 ainda ndo foi muito
explorada em sua correlagdo com a asma, mas ela regula negativamente a

expressao de IL-17A, ligada a resposta Thl e Th17116),

A expressao de IL-4/IL-13 em asmaticos graves se correlaciona com
sintomas alérgicos associados e a niveis elevados de IgE sérica. Habitualmente
responsivos ao omalizumabe (anti-IgE) e dupilumabe (anti-IL4/IL-13)6), A 1L-13
estara relacionada com as manifestacbes da doenca e os seus efeitos séo
aumento da producdo de muco, hiperplasia de célula calciforme, producédo de
colageno por fibroblastos, contratilidade das células musculares lisas, trafego de
eosinofilos para tecidos, ativacao e recrutamento de mastocitos e basofilos, aumento
da producédo de FeNO, fibrose subepitelial e remodelamento brénquico. Ja a IL-4
esta mais envolvida na diferenciacdo das células Th2 levando a producdo de
citocinas Th2, troca da classe das células B e producéo de IgE, além de ativacao e
recrutamento de mastécitos e basofilos®). A IL-5 estd envolvida na producéo,
maturacdo e ativacdo dos eosindfilos e niveis elevados de IL-5 foram encontrados

nos pacientes em exacerbacdo®”). A boa resposta ao tratamento com anti-IL5 de
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pacientes com asma eosinofilica, suporta o importante papel dessa citocina na
asma(é2 118, 119)

1.3 Tratamento alvo-especifico na asma

A identificacdo de proteinas pro-inflamatérias que medeiam a resposta
inflamatoria associada a asma grave, resultou na estratégia de tratamento
direcionada contra estas vias moleculares com anticorpos monoclonais (ou
imunobioldgicos). Varias citocinas estdo envolvidas na fisiopatologia da asma e por
essa razao a maioria dos novos tratamentos imunobioldgicos disponiveis para asma
grave sdo anticorpos monoclonais diretamente contra alvos imunolégicos

especificos, em particular contra citocinas(®?),

Os imunobiolégicos séo direcionados para o tratamento da asma T2, mediada
pela presenca de eosindfilos e citocinas IL-4, IL-5 e 1L-13(29), e por essa raz&o a
utiizacdo dos biomarcadores €é fundamental para identificacdo de bons

respondedores a essas drogas.

No Brasil ha atualmente quatro imunobiolégicos aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e indicados na etapa 5 de tratamento da
asma: omalizumabe, mepolizumabe, benralizumabe e dupilumabe®. Esses

farmacos estédo descritos a seguir.

1.3.1 Anticorpo monoclonal anti-IgE (Omalizumabe)

O omalizumabe é um anticorpo monoclonal recombinante humanizado que
blogueia os receptores de IgE de alta afinidade (FceRIl) nos mastdcitos, basofilos,
eosindfilos e células dendriticas, inibindo assim a ligagdo de IgE livre e
consequentemente a liberacdo de mediadores inflamatérios*?V). Além disso,
promove “downregulation” desse receptores, diminuindo a quantidade de FceRI nas
células?, Em uma revisdo sistematica de 42 estudos de vida real, o0 omalizumabe
se mostrou efetivo na reducdo de exacerbacdes e sintomas, incluindo
hospitalizagGes e visitas ao pronto socorro, melhora no controle da asma e fungéo
pulmonar, melhora da qualidade de vida e proporcionando também a reducdo na
dose de corticoide(*?3),
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O omalizumabe é indicado para pacientes com asma grave alérgica nao
controlada. Para o calculo da dose de omalizumabe deve ser considerado o peso
entre 20 e 150 kg e o nivel de IgE sérica total (de 30 a 1500 UI/mL)®. EOsg*?4),
FeNO e periostina®® elevados sdo preditores de boa resposta ao omalizumabe, mas
nao ha informacdes soélidas a respeito de pontos de cortes de IgE determinantes

para boa resposta ao tratamento®?),

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

Os farmacos 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 ligacdo dos receptores nos eosinofilos,
bloqueando assim a inflamacéo eosinofilica, enquanto que o benralizumabe se liga a
cadeia alfa do receptor de IL-5, impedindo sua ligacdo e ao mesmo tempo,
promovendo apoptose dos eosinofilos, reduzindo seu nimero significativamente nas

vias aéreas, sangue e medula 6ssea?.

Os anti-IL-5 séo indicados para pacientes com asma grave eosinofilica ndo
controlada. Os preditores de resposta ao mepolizumabe sdo EOsg = 150
células/mm?3, exacerbacdes no ano anterior e polipose nasal, além do fenétipo de
asma de inicio tardio®? 30, Para o benzalizumabe existem evidéncias de maior
efetividade e resposta ao tratamento em pacientes com niveis de eosinofilos = 300
células/mms3, que fazem uso cronico de CO, tem polipose nasal, VEF1 inferior a 65%

do previsto e asma de inicio tardio2%),

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

A IL-13 e IL-4 sé&o interleucinas envolvidas na diferenciacdo e ativacdo de
células Th2, hiper-responsividade das vias aéreas, producado de muco e aumento da
producdo de IgE®" 18, O Dupilumabe se liga ao receptor alfa da IL-4 e inibe por
consequéncia a IL-13, exercendo assim seu efeito imunossupressor. O tratamento
com dupilumabe mostrou melhor controle dos sintomas reduzindo as doses de Cl e

LABA em pacientes com niveis altos de EOsg (= 300 células/mm?3)126),
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O dupilumabe ¢é indicado para pacientes com asma moderada a grave, nao
controlada. Os biomarcadores EOsg elevados (= 150 células/mm3) ou FeNO
aumentado (= 25 ppb) séo preditores de boa resposta ao tratamento. H& também
indicagéo para pacientes em uso de CO continuo, independente dos niveis de EOsg
e FeNOU®?, Os estudos clinicos mostraram que sua utilizacdo na asma grave
eosinofilica melhora o controle da asma, a qualidade de vida, a funcdo pulmonar,

reduz as exacerbacdes e a dose de manutencéo de CO®?),

1.4 Validagédo dos biomarcadores na prética clinica

Sado constantes as descobertas que associam biomarcadores a fenotipos,
escolha do tratamento e progndésticos na asma, o que indica a necessidade de que
meétodos laboratoriais sejam validados para essa finalidade. Nos Ultimos anos,
alguns estudos multicéntricos foram realizados avaliando a utilizagdo dos
biomarcadores na asma grave. Assessing biomarkers in a real-world severe asthma
study (ARIETTA) foi um estudo prospectivo que objetivou verificar as contribuicdes
da dosagem dos biomarcadores periostina, FeNO, EOsg e IgE e encontrou que
valores aumentados de EOsg e FeNO estavam associados a maiores taxas de
exacerbacbes, indicando utilidade prognéstica do acompanhamento desse
biomarcadores®Y, Outro grande projeto, Unbiased Biomarkers for the Prediction of
Respiratory Disease Outcomes (U-BIOPRED), em uma das analises mostrou que
altos valores da FeNO e EOsg apresentavam uma modesta capacidade de
identificar asma T2 e que a combinag&o dos dois biomarcadores aumentava o valor

preditivo®9),

Poucos estudos brasileiros exploraram a abordagem do uso dos
biomarcadores na endotipagem da asma. Recentemente, Cruz e cols. compararam
dados clinicos e demograficos de uma coorte de pacientes do Programa de Controle
de Asma na Bahia (ProAR) com os resultados encontrado pela U-BIOPRED. Dentre
as comparacg0Oes, foram encontrados maiores valores de IgE total e uma contagem
de EOsg similiar a coorte da U-BIOPRED®?"), Qutro estudo brasileiro investigou as
caracteristicas clinicas e fenotipos de uma populagédo brasileira com asma grave
avaliando o escarro induzido, IgE total e FeNO em uma casuistica de 74 pacientes.

Foram encontradas porcentagens significantemente maiores de eosindfilos no
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escarro de pacientes ndo atopicos e menores valores da FeNO naqueles com

eosinofilos no escarro negativo®28),

Os laboratorios clinicos que seguem o programa de certificacdo do Colégio
Americano de patologia (CAP) precisam validar seus métodos em rotina, seguindo
diretrizes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), uma organizacéo
sem fins lucrativos que desenvolve e publica protocolos padrbes que atendem ao
setor de saude. Tais documentos sdo desenvolvidos baseados em consensos
multiciplinares para uso pela comunidade global de laboratérios e sdo 0s recursos
mais amplamente reconhecidos para garantir e melhorar continuamente a qualidade,

seguranca e a eficiéncia dos testes oferecidos.

O documento da CLSI EP-24-A2(29 fala sobre a avaliacdo da acuracia
diagnodstica dos testes laboratoriais usando a curva caracteristica de operacdo do
receptor, conhecida por curva ROC, que deve ser realizada pelos laboratorios
clinicos. Esse documento descreve sobre a necessidade de estabelecimento dos
valores de sensibilidade e especificidade clinica ou diagnéstica dos métodos. A
sensibilidade clinica é a propor¢cdo de pacientes com uma desordem clinica bem
definida, cujos valores de exame sdo positivos ou excedem um limite de deciséo
definido, e a especifidade clinica na proporcdo dos pacientes que nado tem tal
desordem clinica especificada, cujos resultados dos exames estdo negativos ou

dentro de um limite de decisdo definido.

Atualmente, sdo amplamente disponibilizados pelos servicos de rotina dos
laboratoérios clinicos a quantificacdo de IgE e EOsg, porém sem validacdes
metodoldgicas direcionadas ao contexto clinico da asma. Também nao ha servico
qgue disponibilize as quantificacdes da FeNO, periostina e LTE4 para uso na pratica
clinica. A quantificacdo de EOes é o exame ideal para identificacdo do fenotipo
inflamatorio, porém € um método de processamento complexo e de dificil aplicacao
na rotina clinica®?. A disponibilizacdo e acessibilidade aos demais biomarcadores é
essencial, ndo apenas visando a substituicdo do escarro induzido, mas também a
complementacao das informacgdes a respeito do fenotipo inflamatério dos pacientes.
Nesse sentido, um painel mais completo de biomarcadores podera ser (til4 29 31),
Para tanto, € fundamental que os laboratérios clinicos validem esses ensaios no
contexto clinico da asma, de forma a conhecer a performance analitica dos testes

para essa finalidade.
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No Brasil, ndo ha até o presente momento estudos que objetivaram a
validacéo e estabelecimento de valores de reféncia da EOsg, IgE total, sIgE e FeNO,
por laboratorios clinicos, nem ha estudos que analisaram valores de periostina, LTE4

e citocinas inflamatérias em pacientes asmaticos brasileiros.



2. OBJETIVO
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2 OBJETIVO

Avaliar o desempenho diagnostico de um painel de biomarcadores para
identificacdo do fendtipo inflamatdrio em pacientes asmaticos.

2.1 Objetivo primario

e Verificar o ponto de corte de melhor performance analitica dos
biomarcadores através da sensibilidade e especificidade estabelecidas
por curva ROC entre asméticos e controles;

2.2 Objetivos secundarios

e Verificar comorbidades como fatores de interferéncia de especificidade
dos biomarcadores em individuos controles;

e Verificar a aplicabilidade do painel para identificacdo do fenotipo
inflamatério de pacientes asmaticos;

e Verificar comportamento do painel de acordo com caracteristicas

clinicas dos pacientes asmaticos.



3. CASUISTICA E METODOS



26

3 CASUISTICA E METODOS

Trata-se de um estudo analitico observacional transversal devidamente
registrado na Plataforma Brasil sob o CAAE 73640917.8.0000.5479 e aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa da IRMANDADE DA SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE SAO PAULO e FLEURY S.A. Todos participantes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O desfecho priméario do estudo consistiu em avaliar o desempenho analitico
de um painel de biomarcadores, comparando os valores obtidos em pacientes
versus controles. Primeiramente, foi realizado um calculo amostral com base no
Teorema do Limite Central e das Leis dos Grandes Numeros de 180 participantes
(60 pacientes com asma grave e 60 controles), porém ndo foi possivel a obtencao
desse N amostral, devido aos impactos da pandemia de SARS-CoV-2 nos
atendimentos ambulatoriais e, consequentemente, nas coletas. Diante disso, um
novo célculo amostral para tal desfecho foi realizado através do levantamento de
estudos semelhantes(*3% 131) e de diretrizes do CLSI*?%), Foi estimado um N amostral
de 100 participantes, sendo 40 pacientes com asma grave e 60 controles. Ainda
assim, ndo foi possivel o acesso a 40 pacientes com asma grave e, por essa razao,
a casuistica foi composta por pacientes com asma grave e ndo grave, partindo-se do
pressuposto que apesar da utilizacdo dos biomarcadores ser indicada para
pacientes graves, os diferentes fenétipos inflamatérios da asma também podem ser
encontradas em pacientes com asma nao grave®. Ha também a vantagem desses
pacientes usarem medicamentos em menor nimero de associacdes e doses mais
baixas, diminuindo a interferéncia da terapia nos valores dos biomarcadores®d.
Ademais, ha um movimento da medicina de precisdo na asma e em outras doencas,
em se identificar pacientes através de biomarcadores que indicam evolugéao para um
pior prognaostico, permitindo uma intervencdo precoce, podendo assim, evitar o

agravamento do quadro de saude desses pacientes32-135),

Foi possivel a participacdo de 103 individuos, 37 pacientes com asma e 66
controles. Foi verificado que para os principais biomarcadores (FeNO, EOsg, IgE,
sIgE e periostina) o poder do estatistico para a presente amostragem esteve entre
85% e 99% de probabilidade.
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3.1 Casuistica
3.1.1 Critérios de inclusédo

Foram incluidos 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®"), acompanhados no ambulatério
de asma grave da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo e (2)
pacientes com asma ndo grave e individuos controles, colaboradores da empresa
Grupo Fleury. Pacientes e controles foram recrutados no periodo de fevereiro de
2019 a maio de 2021. Os pacientes foram orientados a ndo interromperem o
tratamento em uso no momento do estudo, uma vez que o presente estudo néo foi

intervencionista e ndo abordou um tratamento especifico.

A classificacdo 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 n&o controlada e pacientes em exacerbagéo foram:

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

consistentemente <20;

e Exacerbacbes graves frequentes: dois ou mais cursos de corticoide

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

e Exacerbacdes graves: pelo menos uma internacéo, internacdo na UTI
ou ventilagdo mecanica no ano anterior;

e Limitacdo do fluxo de ar: resultado de VEF1 pés-broncodilatador < 80%

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

previsto)

Para a inclusdo de pacientes com asma nao grave, foram aceitos aqueles
diagnosticados previamente por um especialista, que tiveram crises de asma na vida
adulta e que nao preenchessem os critérios para asma grave. A inclusdo dos

individuos controles foi determinada pelo pareamento de género com 0s asmaticos.



28

3.1.2 Critérios de exclusao

Foram condicdes excludentes para a participacdo pacientes e controles que
apresentassem sintomas de infec¢do respiratoria ativa, com menos de 15 dias de
sintomas. Pacientes e controles com condi¢des debilitantes, que impossibilitassem o
descolocamento fisico para a realizagcdo da coleta ndo foram contemplados. N&o

houve a ocorréncia de nenhum desses casos.

3.1.3 Dados clinicos e questionarios

Todos os participantes do estudo foram avaliados em relacdo a obesidade
pelo calculo do indice de massa corporal (IMC), alergia a antigenos inalatérios
(deteccéao de IgE especifica contra poeira doméstica, acaros, polens de gramineas,
epitélios e proteinas animais e/ou fungos). Todos foram questionados quanto a
infeccdo prévia pelo SARS-CoV-2 (COVID-19) e se relatavam a presenca das
seguintes comorbidades: (1) apneia do sono, (2) bronquiectasia, (3) dermatite
atopica, (4) urticaria cronica, (5) polipose nasal, (6) rinossinusite crénica, (7)

disfuncéo de cordas vocais ou (8) doencas autoimunes.

Os pacientes asmaticos foram também avaliados em relacdo aos
medicamentos em uso para categorizacado da etapa do tratamento segundo a GINA,
ao histérico da doenca para a classificacdo de se inicio precoce ou tardio, ao
controle da asma através do ACT e a funcdo pulmonar através da verificacdo dos
valores de CVF e VEF1 em relacdo 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(13), O ACT, CVF e VEF: foram determinados no momento da coleta para
0S pacientes com asma grave e em um periodo de até 2 meses para os demais

pacientes com asma nao grave.

Para a classificacdo da etapa GINA de tratamento, os pacientes foram
classificados de acordo com os medicamentos em uso e a dose diaria de CI
indicadas no “BOX 3-6” do documento da GINA(®), sendo altas doses de CI também
foram consideradas quando o paciente fazia uso de dois tipos diferentes de Cl em
doses médias. AssociacOes de altas doses de CI e tiotropio, além do uso de

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

Para as andlises, pacientes asméticos e individuos controles foram avaliados

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

da andlise. Essas avaliacGes, bem como 0s grupos e subgrupos formados para tais,

estao descritos abaixo:

1.

2.

3.

Analise comparativa dos valores obtidos dos biomarcadores entre
pacientes asmaticos e individuos controles: Primeiramente, os dois
grupos foram avaliados; asmaticos versus controles. Para a avaliagdo
da IL-6, os dois grupos foram estratificados em relagdo ao diagnostico
prévio de COVID-19, uma vez que é sabido, que pode haver alteracdo

desse parametro nessa condi¢do®3?;

Analise da interferéncia das comorbidades nos valores dos
biomarcadores: Foram considerados apenas os individuos controles,
estratificados, de acordo com 4 diferentes grupos de comorbidades, a
saber: (1) alergia, (2) obesidade, (3) infeccado pelo SARS-CoV-2 e (4)
presenca de uma ou mais comorbidades associadas a piores

progndsticos na asma,;

Aplicacdo do painel para determinacdo do fenotipo inflamatorio:
Foram avaliados apenas o0s pacientes asmaticos divididos em 3
grupos, a saber, (1) asma eosinofilica atdpica, determinada por slgE >
0,35 kU/L e um ou mais biomarcador de eosinofilia positivo, (2) asma
eosinofilica ndo atépica, determinada por slg < 0,35 kU/L e um ou
mais biomarcador de eosinofilia positivo e (3) asma nao eosinofilica,
determinada por nenhum biomarcador de eosinofilia positivo. O ponto
de corte de positividade sera determinado de acordo com a
descriminacdo entre pacientes e controles por curva ROC. Os
biomarcadores de eosinofilia para essa analise sdo: EOsg, IgE total,

FeNO e Periostina.
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4. Analise comparativa dos biomarcadores nos pacientes asmaticos

de acordo com as caracteristicas clinicas e fenétipos: Apenas 0s

pacientes asmaticos foram considerados nessa avaliagdo, sendo

estratificados em diferentes analises de acordo com as caracteristicas

clinicas 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,

Prova de func&o pulmonar: Em 2 andlises de 2 grupos,
segundo os valores obtidos de VEF1 e CVF, agrupados em cada
parametro se < 80% ou > 80%;

Atopia: Em 2 grupos, se presenca ou nao de alergia a
antigenos inalatérios determinados para positividade no teste de
slgE (> 0,35 kU/L);

. Inicio da doenca: Em 2 grupos, se asma de inicio tardio ou

precoce;
Obesidade: Em 2 grupos, se obesos (IMC =30) ou nao (IMC
<30);

Endotipo T2: Em 4 analises de 2 grupos, de acordo com a

presenca de biomarcadores de asma T2 ou ndo (Quadro 1).

QUADRO 1. Descricao dos critérios de classificacdo do endotipo T2.

Classificacdo

Descricao

Presenca de ao menos UM dos biomarcadores nos valores:

T2 EOes=2% ou EOsg=150mm?3 ou FeNO=20ppb

To+ Presenca de ao menos UM dos biomarcadores nos valores:
EOes23% ou EOsg=300mm? ou FeNO235ppb

T2/28 Presenca de ao menos DOIS dos biomarcadores no valores:
EOes22% ou EOsg=150mm?3 ou FeNO=20ppb

T9+/9B Presenca de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores:

EOes23% ou EOsg=300mm? ou FeNO=35ppb

EOes: Eosindfilos no escarro; EOsg: Eosindfilos no sangue; FeNO: Fracdo exalada do 6xido nitrico;
T2: asma tipo 2; 2B: presenca de 2 biomarcadores ou mais.

3.2 Protocolos dos biomarcadores avaliados

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

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

tetraacetic acid) potassico 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 18°C. Para as dosagens
de periostina sérica e citocinas, o soro foi separado em aliquotas em tubos secos e
congelados a -80°C até a realizagdo dos ensaios. Da mesma forma, a urina foi
aliguotada em tubos secos, uma aliquota foi encaminhada para a dosagem de

creatinina e outra foi congelada a -80° C até a realizacdo da dosagem de LTEa.

3.2.1 Fracao exalada do 6xido nitrico (FeNO)

A FeNO foi medida pelo dispositivo portatil com sensor eletroquimico NIOX-
MINO® (Circassia AB), de acordo com as recomendacdes da ATS/ERS®D. Os
individuos foram instruidos a evitar a ingestao de alimentos, exercicio e cigarro uma
hora antes do teste. Eles foram mantidos sentados e instruidos 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 nivel dos olhos. O resultado foi
instantaneo e a medig&o foi expressa em parte por bilhdes (ppb), sendo que o limite

de deteccéo era de 5 ppb.

3.2.2 Escarro induzido

Inducdo do escarro: Os pacientes foram pré-tratados com 200g de
salbutamol para evitar complicagées como o broncoespasmo. O escarro foi induzido
por inalacdo de solucdo salina hipertbnica, através de nebulizador ultrassénico,
utilizando o método de Pizzichini e cols(*38 139 O método consistiu em inalar a
solucédo salina hipertdnica, em concentra¢cdes aumentadas gradativamente de 0,9%,
3%, 4% e 5%, cada solucdo inalada durante 5 min, até que houvesse escarro
suficiente para analise ou até uma queda de VEF:1 igual ou superior a 20% em
relacdo ao valor basal. A amostra foi recolhida num frasco estéril e examinada

dentro de 2 horas.

Uma amostra de escarro adequada para analise foi definida como aquela que
continha material expectorado com viabilidade celular superior a 50%, com uma
contaminacdo com células escamosas da orofaringe inferior a 20% e que fosse

suficiente para a contagem diferencial de 400 células.



32

Citologia do escarro induzido: A amostra de escarro e saliva foram
transferidas para uma placa de Petri e 0 peso e as caracteristicas macroscoépicas da
amostra foram registradas. Todas as por¢cdes selecionadas que macroscopicamente
apareceram livres de contaminacéo salivar foram colocadas em tubo Falcon® de 15
mL. A amostra foi tratada 4 vezes com solucdo salina de 1,4-Dithiothreitol (DTT)
(Sygma) fresca diluida a 0,1% em agua ultrapura, para que fosse dissociado o muco.
A mistura foi homogeneizada vigorosamente por 15 segundos e gentilmente
aspirada com auxilio de pipeta Pasteur para garantir a mistura. O tubo foi colocado
sob agitacdo por 15 min. Para interromper o efeito do DTT na suspensao de células,
foram adicionados quatro volumes de solugdo salina tamponada fosfatada
Dulbecco's (D-PBS) e agitados por mais 5 min. A suspensao foi filtrada em filtro de
nylon (Falcon® 40 pum, Cell Strainer) a fim de remover células, detritos e muco. A
suspensao limpida 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 pL, dependendo do
tamanho do pellet e da contagem total de leucdcitos) e foi realizada uma contagem
total de leucocitos e viabilidade celular no equipamento Countess™ (Invitrogen),
pelo método de excluséo de azul de tripan. A concentracao celular foi ajustada para
1x108/mL e 75 pL foram citocentrifugados a 450 rpm por 6 min em citocentrifuga
(Thermo Fisher), cada paciente em 2 laminas. Apds secar, as laminas foram coradas
por May-Grunwald-Giemsa. Foram contadas quatrocentas células ndo-escamosas e

os resultados foram expressos em porcentagem relativa de células ndo escamosas
(138)

Foram definidas porcentagens maiores ou iguais a 2% de eosinéfilos como
perfil eosinofilico e maiores ou iguais a 50% de neutréfilo como perfil neutrofilico®49),
sendo casos com os dois resultados chamados de mistos e na auséncia desses

resultados, paucigranulocitico.

3.2.3 Eosinéfilos no sangue periférico (EOsQ)

A contagem de eosindfilos periféricos foi realizada em linhas de automacao

como item do hemograma. O material foi analisado em até 3 horas apés a coleta. A
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metodologia utilizada foi citometria de fluxo fluorescente e impedancia e
eventualmente o estudo morfolégico em esfregacos corados no SP1000i
(automatizado), Corador (Hemogram) ou método manual (Leishman). Quando
aplicavel, a analise morfologica foi realizada no digital (Cellavision) ou pelo método
tradicional (microscopia manual). Os resultados sdo expressos em quantidade de

célula por milimetro ctbico (mm3).

3.2.4 IgE séricatotal (IgE) e especifica (slgE)

As dosagens foram realizadas em linhas de automag&do no equipamento
ImmunoCAP (Phadia, ThermoFisher), por ensaio imunofluorimétrico. Os valores
foram expressos em kilo unidades por litro (kU/L). Valores de sIgE para antigenos
inalatorios (poeira doméstica, acaros, polens de gramineas, epitélios e proteinas

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

3.2.5 Periostina sérica

A quantificacdo de periostina se baseou na montagem de um ensaio por
ELISA sanduiche utilizando o insumo Human Periostin/OSF-2 (R&D Systems). Esse
insumo prové 4 componentes: (1) anticorpos de captura contra a periostina humana,
(2) anticorpos de deteccgao contra a periostina humana, (3) um padrao de periostina
humana e (4) a enzima estreptavidina marcada com HRP (horseradish peroxidase).
Os dois anticorpos contra periostina humana reconhecem diferentes epitopos da
proteina, os de captura serdo grudados na placa de reacdo e irdo capturar a
periostina no soro do paciente. ApOs lavagem, os de deteccdo irdo se ligar ao
epitopo especifico livre da periostina capturada e por estarem marcados com biotina,
0s anticorpos de deteccdo que restarem apds nova lavagem poderdo ser revelados
pela adicdo da enzima estreptavidina-HRP, que formara uma reacéo de cor. Todas
as etapas necessitam de insumos e solugdes que nao sédo fornecidas no Human
Periostin/lOSF-2, e que devem ser testadas e padronizadas para que a reacgéo
aconteca de forma satisfatoria. A reacdo satisfatéria € avaliada pela testagem de
amostras com valores conhecidos. Ndo € possivel a pormenorizagdo de todas as
etapas dessa padronizacdo devido a sigilo comercial, porém o protocolo

generalizado sera descrito a seguir.
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Uma placa de poliestireno de 96 pocos (Costar) foi revestida com anticorpos
de captura contra periostina. Os padrfes e as amostras foram diluidos em solucéo
salina tamponada fosfatada (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM NazHPOa,
1.5 mM KH2POg4, pH 7.2-7.4, filtrado a 0.2 ym) acrescido de 1% de albumina de soro
bovino e 10% de soro fetal bovino e transferidos para os pocos. Ap6s o tempo de
incubacéo, foi realizada a lavagem dos pocos com solucdo de lavagem (PBS +
0.05% Tween® 20), para retirada de quaisquer substancias nao ligadas.
Posteriormente, foi adicionado um segundo anticorpo de detecg&o contra periostina
aos pocos e apods o tempo de incubacdo e lavagem, foi adicionado a enzima
estreptavidina-HRP aos pocos. Apds nova incubacéo e lavagem, que retira a enzima
nao ligada, o substrato 3,3'5,6Tetramethylbenzidine (TMB) (Siemens) foi
adicionado aos pocos e a cor desenvolvida em proporcao a quantidade de periostina
foi interrompida pela adicdo de acido sulfarico 2 normal (2N H2SO04). Apés o calculo
da curva padrdo, os valores das amostras foram determinados por interpolacdo e

expressos em nanogramas por mililitro (ng/mL) (7% 83, 86, 141),

3.2.6 Leucotrieno Es4 urinario (LTEa4)

A concentracdo de LTE4 foi determinada pelo ensaio competitivo de ELISA,
em duplicata, seguindo as instru¢cdes do kit comercial Leucotriene Es4 ELISA Kit
(Cayman Chemical). As amostras foram inicialmente diluidas a 1:3 e quando a
concentracdo excedia o limite superior da curva padrdao, a amostra era repetida em
outra diluicdo (1:5 ou 1:20). Os resultados foram normalizados pela concentracao de
creatinina sérica na mesma amostra®®, dosada por método cinético colorimétrico no
analisador quimico automatizado Cobas® (Roche Diagnostics), sendo os resultados

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

3.2.7 Citocinas inflamatorias

Cytometric Bead Array (CBA): O ensaio da deteccdo de citocinas foi
realizado pela metodologia BD™ Cytometric Bead Array Human (CBA) utilizando o
kit Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, que contemplava a quantificacdo das citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y 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 varios analitos soliveis utlizando beads de tamanho e
intensidade de fluorescéncia conhecidos, que serdo detectados por citometria de
fluxo. Cada bead é conjugada com um anticorpo especifico contra as citocinas
avaliadas e essa ligacdo sera lida por fluorescéncia apos a adicdo do reagente de
deteccdo, outro anticorpo especifico conjugado phycoerythrin (PE). O método
permite a deteccdo simultnea de varias citocinas. A concentracdo da citocina seré

proporcional a intensidade de fluorescéncia lida em PE.

As placas de 96 pocos com fundo redondo (Costar) foram preparadas com
iguais proporcdes de amostra diluida, mistura de beads e reagente de deteccdo. O
mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo da curva-padrdo. As placas
foram homogeneizadas e incubadas por trés horas, em temperatura ambiente, no
escuro. A reagédo foi analisada utilizando o citémetro de fluxo FACSCanto™Il (BD
Biosciences) e os resultados foram gerados em gréaficos e tabelas utilizando-se o
software FCAP Array Software v3.0 (Soft Flow Hungary Ltd). Os valores foram
determinados por interpolacdo de curva padrdo e expressos em picograma por

mililitro (pg/mL).

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

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

3.3 Analise Estatistica

Todas as variaveis numeéricas continuas do presente estudo foram avaliadas
em relacdo a normalidade de distribuicdo dos dados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk, que testam a hipétese nula (Ho) que as amostras tem
distribuicdo normal. Todas as variaveis, exceto a contagem de neutroéfilos no escarro
e a dosagem da citocina TNF, apresentaram valores de p menores que 0,05,
rejeitando Ho e indicando distribuicdo ndo parameétrica (ou ndo normal) dos dados
(Anexo 1). Nenhuma amostra apresentou valor detectavel de IL-13 e apenas duas
amostras apresentaram valores detectaveis para IL-5, portanto essas varidveis nao
serdo consideradas nas analises estatisticas. Apesar das variaveis neutrofilos no

escarro e TNF apontarem para uma distribuicdo normal dos dados, os resultados
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para esses parametros serdo realizados por comparacdes nao paramétricas diante
do namero reduzido de casos da distribuicdo dos dados observadas nos graficos de
Box-Plot.

A curva ROC foi determinada como medida do desempenho dos testes como
discriminadores de pacientes e controles. Para comparacdo de dois grupos foi
utilizado o teste de Mann-Whitney e para a comparagao de 3 ou mais grupos, o teste
de Kruskal-Wallis. Para as variaveis categoricas, as comparacgdes entre frequéncias
foram realizadas pelo teste Qui-quadrado ou exato de Fisher. A inferéncia das
variaveis preditoras de diagndstico de asma e determinacdo do fendtipo inflamatério

foi realizada por Regresséao Logistica Bivariada, por método LR.

As andlises foram realizadas sob supervisdo da equipe de estatistica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo através do software
IBM SPSS Statistics (versdo 20.0). Os graficos foram confeccionados no software
GraphPad PRISM (versédo 5.01).

A representacdo grafica dos achados foi realizada majoritariamente por
graficos do tipo Box-Plot. A caixa vertical do gréfico 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 sdo os valores

minimos e maximos, excluindo os outliers, estes representados pelos pontos.
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4 RESULTADOS

Foi realizada a coleta de 103 individuos, sendo 37 (36%) pacientes asmaticos
e 66 (64%) controles, saudaveis ou com comorbidades. Dos 37 pacientes asmaticos,
15 (40,5%) eram pacientes com asma de dificil controle acompanhados pelo
Ambulatério de Asma Grave da Santa Casa de Sdo Paulo e 22 (59,5%) eram
pacientes com asma nao grave, colaboradores da empresa Grupo Fleury. Nenhum
paciente do Ambulatério de Asma Grave da Santa Casa de Sdo Paulo convidado
para o estudo se recusou a participar. No Grupo Fleury houve um convite para
voluntérios por divulgacao interna, onde os interessados se voluntariaram. Cinco
voluntarias do género feminino para o grupo controle, ndo foram aceitas na pesquisa
pela necessidade de pareamento de género com o grupo asma. Os resultados
estdo expostos na sequéncia em duas andlises principais, inicialmente a analise
comparativa dos biomarcadores entre os grupos de pacientes asmaticos e individuos
controles e posteriormente, a analise comparativa dos biomarcadores focada nos

pacientes asmaticos, de acordo com as caracteristicas clinicas e fenétipos.

4.1 Dados descritivos

Os dados demograficos dos grupos estdo descritos na Tabela 1. Os grupos
asma e controles foram compostos majoritariamente por individuos do género
feminino. Dos 103 individuos avaliados, 76 (74%) eram mulheres. Comparando a
distribuicdo do género, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,533).
Em relacéo a idade dos participantes, o grupo asma foi significativamente mais velho
gue o grupo controle (p<0,001), especialmente por interferéncia dos asmaticos
graves (Tabela 2). Quanto ao IMC, nao houve diferenca entre os grupos (p=0,119).
O grupo asma apresentou maior frequéncia de individuos alérgicos (p<0,001). N&o
houve diferenca entre os grupos em relagdo a presenca de uma ou mais
comorbidades (p=0,102), mas houve menor frequéncia de pacientes asmaticos com
infeccéo préevia pelo SARS-CoV-2 (p=0,029).
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TABELA 1. Dados demogréficos estratificados por grupo.

Variaveis Asma (n=37) Controles (n=66) Valor de p
Género (mulheres)? 27(73%) 49(74%) 0,888
Idade (anos)® 39(33,5-54,0) 33(27,8-38,3) <0,001¢
IMC (kg/m?)¢ 28(23-33) 25(23-29) 0,119
Alergia (slgE) @ 30(81%) 26(39%) <0,001°
Outras comorbidades 2 19(51%) 23(35%) 0,102°
COVID-192 4(11%) 20(30%) 0,029°¢

a. numero de casos/ frequéncia; b. Qui-quadrado; c. Mediana (Intervalo interquartis 25-75); d. Mann-
Whitney; e. Exato de Fisher; IMC: indice de massa corporal (quilogramas por metro quadrado); sIgE:
Imunoglobulina E especifica contra antigenos inalatérios; Outras comorbidades: rinossinusite cronica,
rinite alérgica, apnéia do sono, bronquiectasia, dermatite atépica, urticaria crdnica, polipose nasal,
disfuncéo de cordas vocais, doencgas autoimunes.

Para o grupo asma, os dados clinicos levantados estdo descritos na Tabela 2,
estratificados entre pacientes com asma grave e ndo grave. Os pacientes com asma
grave foram significativamente mais velhos (p<0,001), com menores valores de ACT
(p=0,017), mais exacerbac¢des no ultimo ano (p=0,017) e menores porcentagens de
VEF1 e CVF (p<0,001) que os pacientes com asma ndo grave. Os pacientes néo
diferiram em relacdo ao IMC (p=0,915), a frequéncia do género feminino (p=0,476), a
idade de inicio da doenca (p=0,908) e a frequéncia de individuos alérgicos
(p=0,154).

TABELA 2. Dados demograficos dos pacientes asmaticos estratificado por
gravidade.

Variaveis Asr(rr‘]i fg;’“’e Asm"’zn”jzozfra"e Valor de p
Idade (anos)? 58(39-65) 35(32-40) <0,001°
IMC (kg/m?)2 26(23-33) 29(23-33) 0,915°
Género (mulheres)°© 10(67%) 17(77%) 0,476¢
Inicio tardio (asma adulta)® 6(40%) 9(60%) 0,908¢
Atopia (SIgE)® 11(73%) 20(90%) 0,154¢
ACT? 17(11-20) 23(18-24) 0,017°
Exacerbacdes (Gltimo ano)® 7(47%) 2(9%) 0,017¢
CVF (% do predito)? 63(53-90) 93(89-107) <0,001°
VEF: (% do predito)? 45(34-80) 84(78-96) <0,001°
Etapas GINA 4 e 5° 14(93%) 3(14%) <0,001¢
Uso de CO° 4(27%) 0 -

a. Mediana (Intervalo interquatis 25-75); b. Mann-Whitney; c. Nimero de casos/ frequéncia; d. Qui-
quadrado; e. Exato de Fisher; -. distribuicdo de dados insuficientes para célculo estatistico.; IMC:
indice de massa corpérea (quilogramas por metro quadrado); sIgE: Imunoglobulina E especifica
contra antigenos inalatérios; ACT: Asthma Control Test; CVF: Capacidade vital forcada expiratoria;
VEF:1: Volume expiratério forcado no primeiro segundo; GINA: Global Iniciative for asthma; CO:
Corticoide Oral
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4.2 Analise comparativa dos biomarcadores em pacientes asmaticos e

individuos controles

4.2.1 Comparacao entre 0os grupos

Com o objetivo de avaliar os métodos analiticos utilizados para a
quantificacdo dos biomarcadores no contexto da asma de acordo com as diretrizes
do CLSI, valores obtidos em asmaticos foram comparados aos valores obtidos em
controles. A seguir, os graficos ilustram os resultados obtidos nas analises, bem
como as significancias estatisticas encontradas em cada comparacdo. No Grafico 1
sao apresentados os valores obtidos da FeNO e do EOsg, utilizados na identificacéo
da asma eosinofilica. As medianas encontradas no grupo asma para FeNO (18 ppb)
e EOsg (170 cél/mm?3) foram significativamente maiores, quando comparadas ao

grupo controle (12 ppb; p=0,001 e 105 cél/mm3; p=0,012, respectivamente).
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GRAFICO 1. Valores da FeNO (a) e dos eosinoficos no sangue (EOsg) periférico (b)
em pacientes asmaticos e individuos controles.

Em relacdo aos biomarcadores de atopia, na dosagem de sIgE os valores
inferiores a 0,35 kU/L ndo sdo quantificaveis pelo método utilizado e, portanto, ndo

foram considerados na andlise. Da mesma forma, medianas significativamente
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maiores de IgE total (179 kU/L) e slgE (12 kU/L) foram encontradas no grupo asma
qgquando comparadas ao grupo controle (52 kU/L; p<0,001 e 4,7 kU/L; p=0,004,
respectivamente) (Gréfico 2).
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GRAFICO 2. Valores de IgE total (a) e IgE especifica (sIgE) (b) em pacientes
asmaticos e individuos controles.

Dentre os biomarcadores ainda ndo utilizados na pratica clinica, foram
dosados no presente estudo a periostina sérica e o LTE4 urinario. Na comparacéao
entre os grupos, foi encontrada mediana significativamente maior de periostina na
asma (57,8 ng/mL) em comparacdo aos controles (45,3 ng/mL; p=0,005) e nédo
houve diferenca entre os valores de LTE4 urinario entre os grupos (1403 pg/mgCr
em asmaticos versus 1299 pg/mgCr em controles; p=0,353) (Grafico 3).
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GRAFICO 3. Valores de periostina sérica (a) e leucotrieno E4 (LTE4) urinario (b) em
pacientes asmaticos e individuos controles.

A interleucina-6 foi analisada em relacédo aos valores encontrados nos grupos
asma e controle por duas metodologias, CBA e ECLIA. Nessa analise, houve a
estratificacdo dos grupos em relagcdo ao diagnéstico prévio de COVID-19. No Gréfico
4 é possivel visualizar a distribuicdo dos valores encontrados, bem como a analise
estatistica, que demonstrou ndo haver diferenca das medianas de IL-6 por ECLIA
entre 0s 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 comparagéo global por Kruskal-Wallis).
Retirando o grupo asma com COVID-19 prévia devido ao baixo numero de

participantes, a semelhanca entre as medianas se manteve (p=0,413).
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GRAFICO 4. Valores de interleucina-6 (IL-6) por eletroquimioluminescéncia (ECLIA)
em pacientes asmaticos e individuos controles estratificados por diagnéstico prévio
de COVID-19.

Na comparacao pela técnica de CBA, a mediana de IL-6 foi significantemente
maior no grupo asma (3,8 pg/mL) em comparacdo com o0 grupo controle sem
infeccdo prévia pelo SARS-CoV-2 (1,4 pg/mL; p=0,002) e nao diferiram dos
controles diagnosticados préviamente com COVID-19 (4,2 pg/mL; p=0,100).
Também ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre controles
com e sem COVID-19 prévia (p=0,911) (Grafico 5).
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GRAFICO 5. Valores de interleucina-6 (IL-6) por Cytometric Bead Array (CBA) em
pacientes com asma e individuos controles estratificados por diagndstico prévio de
COVID-19.

4.2.2 Verificacdo da performance analitica dos biomarcadores

Para verificar os pontos de cortes de melhor performance analitica dos
métodos avaliados no contexto da asma, os biomarcadores que apresentaram niveis
significativamente maiores no grupo asma foram avaliados por curva ROC, para a
verificacdo dos valores de sensibilidade e especificidade. Foram desconsiderados
das analises os casos faltantes e para variaveis com limite de quantificacdo, como a
sIgE, foram considerados os menores valores detectaveis (0,35 kU/L). Os resultados
demonstraram uma curva estatisticamente significativa para todos os biomarcadores
analisados, com resultados de area sobre a curva, conhecida como AUC, superiores

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

Variavei AUC Erro Valor Intervalo de confianca 95%
aravels Padrdao dep 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 especifica (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: Fracdo exalada do oxido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue; IgE: Imunoglobulina E; IL:
Interleucina; CBA: Cytometric Bead Array

As curvas obtidas estdo representadas no Grafico 6, onde € demonstrado a

distancia entre a curva obtida e a referéncia diagonal, que corresponde a

probabilidade de 50% em relacdo a discriminac&o entre 0s grupos, isto €, a hipbtese

nula (probabilidade ao acaso).
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GRAFICO 6. Curva caracteristica de operacdo do receptor (Curva ROC) baseada
nos valores dos biomarcadores em asmaticos e controles. Cada curva é estimada

para um biomarcador.
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Na Tabela 4 estdo descritos os pontos de corte de melhor desempenho
analitico para cada biomarcador, considerando o melhor balanco entre o valor de

sensibilidade com especificidade acima de 90%.

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

Variavei Ponto d ¢ Performance analitica
ariaveis onto de corte =g Sibilidade 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 especifica(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: Fracdo exalada do 6xido nitrico; EOsg: Eosindfilos 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 inflamatoria da asma e para escolha do tratamento. Na
Tabela 5 estdo descritos os valores de sensibilidade e especificidade encontrada na
presente casuistica nesses pontos de corte de interesse clinico.

TABELA 5. Performance analitica dos biomarcadores considerando pontos de corte
de interesse clinico.

Variavei Ponto d ¢ Performance analitica
anavers onto de corte Sensibilidade Especificidade

FeNO (ppb)? >20 42,4% 84,9%
FeNO (ppb)® >25 42,4% 93,9%
FeNO (ppb) >35 30,3% 96,7%
FeNO (ppb) >50 21,2% 100%
EOsg (mm?3)° >150 56,8% 74.,2%
EOsg (mmd)be >300 27,0% 93,9%
IgE total (KU/L)® >100 62,2% 77,3%
IgE total (kU/L)f >400 27,3% 95,5%
Periostina (ng/mL)? >50 67,6% 57,6%
Periostina (ng/mL)" >95 13,5% 98,5%

FeNO: Fragédo exalada do Oxido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue; IgE: Imunoglobulina E; a.
Fenoétipo esinofilico™; b. Tratamento com dupilumabe®; c. Tratamento com mepolizumabe®®; d.
Tratamento com corticoide inalado®?; e. Fenétipo eosinofilico®#?; f. Associagdo com asma grave(©9);
g. Valor de referéncia em controles®b; h. Nivel relacionado a limitagdo de fluxo aéreo(®3,

Foi verificado por andlise de regressao logistica binaria se a associacdo dos
biomarcadores contribuiria para melhor sensibilidade dos biomarcadores na

descriminacdo entre asmaticos e controles. Para tanto, os biomarcardores foram
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categorizados de acordo com 0s 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 diagnéstico de asma [X?(1) =
21,282; p<0,001; R2negeikerke = 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, nao.

4.2.3 Andlise da interferéncia das comorbidades nos valores dos

biomarcadores

Para verificar condicbes de saude que pudessem representar fatores de
niveis elevados inespecificos, os biomarcadores foram analisados por estratificacéo
do grupo controle em relagdo a presenca das seguintes comorbidades: alergia,
obesidade, tabagismo, infeccdo por SARS-CoV-2 e presenca de uma ou mais
comorbidades também associadas a piores prognoésticos na asma (apneia do sono,
bronquiectasia, dermatite atdpica, urticaria crbnica, polipose nasal, rinossinusite
cronica ou disfuncado de cordas vocais). A comparacdo mostrou uma tendéncia a
maiores valores da FeNO em individuos alérgicos (p=0,052), mas nenhuma outra
caracteristica clinica apresentou valores significativamente maiores dos

biomarcadores estudados (Tabela 6).
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TABELA 6. Comparacdo dos biomarcadores no grupo controle de acordo com a
presenca ou auséncia de comorbidades.

Presenca de Auséncia de
Variaveis comorbidades comorbidades Valor de p?@
n Mediana(IQR) n Mediana(IQR)
Atopia
FeNO (ppb) 26 14(8-20) 40 11(8-14) 0,052
EOsg (mm?3) 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 (mm?3) 12 130(90-183) 54 95(58-153) 0,172
IgE(kU/L) 12 54(30-71) 54 49(27-95) 0,702
slgE (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 (mm?3) 20 105(70-158) 46 105(60-183) 0,737
IgE (kU/L) 20 39,5(27-84) 46 58(29-94) 0,414
slgE (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
Outras®
FeNO (ppb) 23 12(8-16) 43 11(8-14) 0,373
EOsg (mm?3) 23 100(50-150) 43 110(70-180) 0,496
IgE (kU/L) 23 51(29-77) 43 53(27-110) 0,762
slgE (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
LTE, (pg/mL) 23 1300(885-1806) 42  1222(984-1651) 0,800

FeNO: Fracao exalada do 6xido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue; IgE: Imunoglobilina E sérica
total; slgE: Imunoglobulina E especifica para antigenos inalatérios; LTE4: Leucotrieno E4 urinario; a.
Comparacdes entre os grupos por Mann-Whitney; b. Presenca de pelo menos uma das seguintes
comorbidades: apneia do sono, bronquiectasia, dermatite atépica, urticaria crénica, polipose nasal,
rinossinusite crénica ou disfuncéo de cordas vocais.

4.3 Aplicagcado do painel para determinacédo do fenétipo inflamatorio

Diante da determinacdo do ponto de corte de melhor balanco entre
sensibilidade e especificidade para cada biomarcador (Tabela 4), o grupo asma foi
avaliado de acordo com a frequéncia encontrada dos principais fendétipos
inflamatoérios®. Dos 37 asmaticos, 25 (68%) tinham asma eosinofilica atdpica
(AEA), caracterizada pela presenca de slgE (> 0,35 kU/L) somada a presenca de um
ou mais biomarcadores de eosinofilia (FeNO = 27 ppb, EOsg 2 275 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 trés biomarcadores e 2 (8%) para os quatro biomarcadores. Dois pacientes
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(5%) foram pacientes classificados com asma nédo alérgica eosinofilica, dos quais
um (21-JMDC) apresentava EOsg igual a 310 célulassrmm?® e o outro (8-CCB)
periostina igual a 105 ng/mL.

Foram classificados com asma nao eosinofilica 10 (27%) dos 37 asmaticos,
sendo que destes 6 (60%) apresentaram valores detectaveis de sIgE em niveis
variados (0,8 a 40,5 kU/L). Os dois asmaticos ndo eosinofilicos com valores acima
de 8 kU/L de slgE (ponto de corte na curva ROC com bom desempenho analitico na
categorizacdo entre asmaticos e controles) apresentaram baixos valores da FeNO,
porém valores intermediarios de EOsg, IgE total e periostina (pacientes 9-CAM e 22-
JPS). Dois dos 4 asmaticos ndo eosinofilicos restantes, com valores indetectaveis de
slgE, dois apresentaram valores elevados de IL-6, acima dos 6 pg/mL determinados
por curva ROC (5-ABN e 17-10D), um (28-MJC) apresentava valores intermediarios
de EOsg e IgE total e apenas um (26-MCNdS) ndo apresentou valores expressivo de
nenhum dos biomacarcadores. Esse Ultimo paciente € um paciente com asma grave,
acompanhado no ambulario de Asma Grave da Santa Casa de S&o Paulo, com
asma complicada desde a infancia, com diversas comorbidades e pouco controles
dos sintomas. Os resultados obtidos para um dos biomarcadores aqui avaliados nos

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

ID slgE FeNO EOsg IgE total  Periostina IL-6 CBA Fendtipo
Paciente (kU/L) (ppb) (/mm3) (kU/L) (ng/mL) (pg/mL) inflamatdrio

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
17-10D 0,4 8 30 67 48,1 33,3 ANE
18-ITdS 14,3 420 948 60,4 25 AEA
19-IDT 7,2 8 60 32 46,6 2,9 ANE
20-IT™M 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 11 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 31 AEA
30-PPP 34 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 31 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: Identifica¢@o do paciente; sIgE: Imunoglobulina E especifica; FeNO: Fra¢@o exalada do 6xido nitrico;

EOsg: eosindfilos no sangue; IL-6 interleucina 6; AEA: asma eosinofilica atdpica; AENA: asma eosinofilica

nao atépica; ANE: asma néo eosinofilica.

4.4 Analise comparativa dos biomarcadores nos pacientes asmaticos de

acordo com as caracteristicas clinicas e fenétipos

Para verificar as associacbes entre o0s valores encontrados dos
biomarcadores e os dados clinicos dos pacientes, o grupo asma foi analisado
separadamente com andlises comparativas por estratificagdo em grupos das
variaveis clinicas levantadas no estudo. Dados clinicos como a etapa GINA de
tratamento, controle da asma, limitacbes do fluxo aéreo definidas pela prova de

funcdo pulmonar (espirometria) e uso de corticoide oral foram avaliados por
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comparacao de grupos de forma categérica, de acordo com o ponto de corte de
interesse clinico. Em um segundo momento, a estratificacdo foi realizada de acordo
com os diferentes fenétipos clinicos e endotipo (atopia, obesidade, inicio da asma,
asma T2 e nao T2).

4.4.1 Biomarcadores segundo caracteristicas clinicas

Foram avaliadas associacdes entre etapa de tratamento e os biomarcadores.
Etapas mais altas de tratamento segundo a GINA foram diretamente proporcionais a
maiores niveis de IL-6 (p<0,001) e IFN-y (p=0,007) e etapas mais baixas com

maiores valores de EOsg (p=0,030). E possivel vizualizar as comparacées no grafico
7.
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GRAFICO 7. Valores de interleucina-6 (IL-6) (a) e interferon-gama (IFN-y) (b) e
niveis de eosindfilos no sangue (EOsQg) periférico (c) em pacientes asmaticos de
acordo com a etapa de tratamento da GINA.

Na avaliacdo categodrica dos valores dos biomarcadores de acordo com o
controle da asma, nao foram encontradas diferencas nos niveis entre asma
descontrolada (ACT<20) e controlada (ACT=20). Da mesma forma, foi verificado se
haveria diferenca na distribuicdo dos valores dos biomarcadores de acordo com
limitacGes do fluxo aéreo medidos pelos parametros 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-y se associaram a porcentagens menores de
CVF (p=0,002 e p<0,001, respectivamente) e IFN-y 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 analise estdo nos pormenorizados no Anexo 2 e as variaveis com diferenca

estatisticamente significante entre os grupos estao representadas no Grafico 8.
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GRAFICO 8. Valores das citocinas interleucina-6 (IL-6) (a), interferon-gama (IFN-y)
(b-c) e interleucina-10 (IL-10) (d) em pacientes asmaticos estratificado por
capacidade vital forcada expiratoria (CVF), volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF1) ou uso de corticoide oral.
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4.4.2 Biomarcadores segundo o fenétipo clinico

As analises seguintes verificam as associa¢cdes dos biomarcadores com os
diferentes fendtipos clinicos de asma alérgica e ndo-alérgica, asma de inicio tardio
(asma adulta) e asma associada a obesidade. No Anexo 3 podemos ver em detalhes
as comparagdes de cada biomarcador nos diferentes fenétipos e nos graficos abaixo
estdo representados aqueles que indicaram diferencas estatisticamente

significantes.

A asma alérgica, definida pela presenca de sIgE, apresenta valores
significativamente maiores da FeNO (p=0,008), enquanto que as citocinas IL-17A
(p=0,014) e IFN-y (p=0,044) estao presentes em valores significativamente maiores

na asma nao alérgica (Grafico 9).
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GRAFICO 9. Valores da FeNO (a), interleucina-17A (IL-17A) (b) e interferon-gama
(IFN-y) (c) em pacientes asmaticos estratificados por atopia.

Em relacdo ao fenotipo de asma de inicio tardio, novamente a FeNO foi o
biomarcador que apresentou diferenca entre os fendtipos, sendo que valores
significantemente menores foram encontrados na asma de inicio tardio (p=0,038).

Esse achado esta descrito no Grafico 10.
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GRAFICO 10. Valores da FeNO em pacientes com asma estratificado por inicio
precoce ou tardio da doencga.

Estratificando os pacientes de acordo com o fenétipo 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 € possivel

verificar Grafico 11.
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GRAFICO 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 analises segundo endotipo T2, valores da FeNO, EOes e EOsg foram
utilizados na estratificacdo dos grupos analisados. A fim de verificar associacdo dos
demais biomarcadores com o0 endotipo T2, quatro diferentes analises foram

realizadas de acordo com o descrito no Quadro 1 da secao Casuistica e Métodos.

Na andlise da classificacdo da asma T2 (presenca de ao menos um
biomarcador segundo o ponto de corte indicado pela GINA), foram observados
valores mais baixos de IL-2 em comparagdo a asma ndo T2 (p=0,021) e na
classificacdo da asma T2+ (presenca de ao menos um biomarcador em niveis
maiores do indicado pela GINA) valores mais baixos de TNF do que na asma nao

T2+ (p=0,049). Esses achados estado representados no Grafico 12.
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GRAFICO 12. Valores de interleucina-2 (IL-2) (a) e fator de necrose tumoral (TNF)
(b) no soro de pacientes asmaticos estratificados pelos fenotipos eosinofilicos T2 e
T2+,

O fendtipo inflamatorio também foi avaliado de acordo com a presenca de
dois ou mais biomarcadores (2B) de asma eosinofilica. Nessa compara¢édo, mais
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biomarcadores foram associados ao endotipo. Na asma T2/2B, a slgE (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 comparacéo a
asma nao T2/2B (Grafico 13).
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GRAFICO 13. Valores de IgE especifica (a), periostina (b) e interleucina-4 (IL-4) (c)
em pacientes com asma estratificado pelo endotipo tipo 2 com a presenca dois ou
mais biomarcadores (T2/2B).

Na andlise da estratificacdo dos grupos por asma T2+/2B e ndo 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 niveis elevados (p=0,004) na asma T2+/2B,
enquanto que IL-2 (p=0,049) e IFN-y (p=0,020) apresentaram valores menores em

comparacao a asma nao T2+/2B (Grafico 14).

Em todas as andlises comparativas dos fenoétipos inflamatérios com os
demais biomarcadores, nenhuma diferenca significante foi encontrada. Os dados

descritivos, bem como os resultados das analises estdo pormenorizados no Anexo 4.
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GRAFICO 14. Valores de IgE total e especifica (a-d), periostina (b) e interleucinas 2
e 4 (IL-2 e IL-4) (c-e) e interferon-gama (IFN-y) (f) em pacientes asmaticos
estratificados pelo fenétipo inflamatério T2+ com a presengca de dois ou mais
biomarcadores eosinofilicos.
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Foi realizada uma regressdo logistica binaria para verificar se o0s
biomarcadores emergentes avaliados sdo previsores da asma T2. O modelo
contendo a periostina foi significativo quando a asma T2 foi classificada como a
presenca de ao menos dois dos achados EOes22%, EOsg=150mm? e FeNO=20ppb
[(T2/2B) [X?(1) = 6,343; p=0,012; R2negelkerke = 0,214]. A periostina foi um previsor
significativo (OR = 1,038; IC 95% = 1,005 - 1,072), mas os demais biomarcadores,

nao.

4.5 Analise 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 eosinofilicos, 2 (15%) neutrofilico, 5 (39%)
mistos e 3 (23%) paucigranulociticos. Diante do pequeno numero de pacientes para
cada perfil, ndo foram encontradas diferencias estatisticamente significativas entre
os valores dos biomarcadores. Os dados descritivos dessa analise podem ser

encontrados no Anexo 5.

Para melhor distribuicdo dos dados, os pacientes também foram estratificados
de acordo com a porcentagem encontrada apenas de eosindfilos, sendo que 7
(54%) apresentam percentuais iguais ou acima de 2% de eosindfilos, porém
tampouco essa estratificacdo demonstrou diferenca entre os valores dos
biomarcadores. Também n&o foram encontradas diferencas entre frequéncias de
pacientes alérgicos, obesos, de inicio tardio, em uso de CO, que tiveram
exacerbacdes no ultimo ano, quanto aos valores de ACT, CVF, VEF1 e em relacdo a
etapa de tratamento da GINA. Todas essas andlises estdo pormenorizadas na
Tabela 8.
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TABELA 8. Comparacdes das variaveis segundo presenca de eosindfilo no escarro

. EO escarro 22% EO escarro <2% Valor de
Variaveis ; .
n Mediana(IQR) n Mediana(IQR) p
Biomarcadores
FeNO (ppb) 5 16(12-32) 4 13(8-25,5) 0,413
EOsg (mm?) 7 110(40-370) 6 95(25-215) 0,534
IgE (KU/L) 7 275(16-948) 6 123(47-874) 0,836
slgE (kU/L) 7 2,8(0,4-116) 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
Fendtipos
Inicio tardio 4 57% 2 40% 1,000
Obesidade 1 14% 4 67% 0,103
Atopia 5 71% 4 67% 1,000
Caracteristica clinicas
Uso de corticoide oral 1 14% 2 33% 0,559
Exacerbac¢des no dltimo 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: Fracao exalada do 6xido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue periférico; IgE: Imunoglobilina
E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E especifica para antigenos inalatérios; LTE4: Leucotrieno Es
urindrio; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral; IFNy: Interferon-gama; ACT: Asthma
Control Test; CVF: Capacidade vital forcada expiratéria; VEF1: Volume expiratdrio forcado 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 paucigranulocitico no

escarro, FeNO igual a 18 ppb, eosindfilos 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 eosinofilico,

FeNO igual a 32 ppb, eosindfilos periféricos de 40 mm? e IgE total de 356 kU/L.
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4.6 Dados faltantes e momentos da coleta

N&o foi possivel o levantamento e quantificacdo de todas as varidveis para
todas as amostras. Especialmente em relacdo ao escarro induzido, o teste foi
realizado em 13 dos 15 (86%) pacientes com asma grave, devido ao risco
ocupacional envolvido na coleta por formacdo de aerossoéis, com advento da
pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2. As 13 coletas foram prévias a dezembro
de 2019. Na ocasido das coletas de escarro induzido, ndo havia ainda a
disponibilidade dos insumos para a quantificacdo da FeNO e consequentemente,
ndo ha no presente estudo a coleta pareada de escarro induzido e FeNO. O tempo
entre a coleta do escarro e a medicdo da FeNO desses 13 pacientes variou de 18 a
27 meses e por essa razao, uma nova coleta de sangue foi realizada na ocasido da
medicdo da FeNO. Para sete pacientes foi possivel a obtencdo de uma nova coleta
de sangue, dois mediram somente a FeNO sem nova coleta de sangue, uma
paciente ndo conseguiu realizar a medicdo da FeNO apos varias tentativas e trés

pacientes ndo retornaram ao ambulatorio para a medicédo da FeNO.

Para os demais dados faltantes, limitacdes de volume e indisponibilidade de
amostra foram o0s principais motivos para a falta, porém essa perda ndo foi
impactante para nenhuma variavel. Em relacdo aos dados faltantes das citocinas em
controles, apenas para a IL-6 foram obtidos valores quantificaveis em todos os
participantes (asmaticos e controles). As interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-13
foram dosadas no grupo controle, mas devido ao grande nimero de individuos com
valores ndo detectaveis nenhuma analise péde ser realizada. As demais citocinas
(IL-17A, TNF e IFN-y) ndo foram dosadas no grupo controle por indisponibilidade de

reagente.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo primario validar a utilizagdo de um
painel de biomarcadores na pratica clinica, determinando a performance analitica de
testes ja utilizados e novos testes para identificacdo do fenotipo inflamatério da
asma. Isso é de suma importancia para meédicos e pacientes, especialmente no
contexto da asma grave, no qual a identificacdo do fendtipo inflamatério é
fundamental para introducdo de terapia alvo-especifica®). Diante desse obijetivo,
verificou-se uma performance analitica (sensibilidade e especificidade) modesta,
mas que sugere boa aplicabilidade clinica do oferecimentos dos biomarcadores
isoladamente, bem como beneficios do oferecimento de um painel mais amplo de
testes, que oferecem informacdes complementares sobre as caracteristicas

patofisioldgicas dos pacientes.

Corroborando soélidos estudos da literatura®® 31, valores de EOsg e IgE total
foram maiores em pacientes asmaticos comparados a individuos controles. Tais
biomarcadores sdo hoje amplamente utilizados na préatica clinica e auxiliam na
identificacdo do fendtipo inflamatério eosinofilico, porém ndo é realizada uma
validacdo analitica direcionada no contexto clinico da asma pelos laboratdrios
clinicos, limitando assim informacfes direcionadas dos resultados e conhecimento
do desempenho do exame oferecido. Menores valores de EOsg foram encontrados
em pacientes asmaticos nas etapas 4 e 5 da GINA, um possivel efeito das altas
doses de CI e uso de corticoides sistémicos por esses pacientes, resultando numa

supressao eosindfilica®y,

A FeNO é também um biomarcador, importante ndo s6 na identificacdo do
fendtipo inflamatério, mas como preditor de resposta ao tratamento com anti-1L-4/ IL-
13@7". Uma das formas de determinacdo da FeNO ¢é através de um dispositivo
portatil de facil manuseio“®, porém, que até pouco tempo n&o estava disponivel no
Brasil para utilizagdo clinica. Com a aprovagdo da utilizacdo desse teste pela
ANVISA, tornou-se possivel o oferecimento da FeNO como incremento ao manejo
de pacientes asmaticos no Brasil. Esse estudo corroborou os achados na literatura
em relacdo aos valores aumentados no contexto clinico da asma e trouxe luz as

suas caracteristicas analiticas em uma validacdo nacional. A correlacdo entre a
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FeNO e a asma alérgica e de inicio precoce, também sdo achados descritos na

literatura 143, que reforcam a correlagdo da FeNO com a asma T2.

Também foram avaliados biomarcadores atualmente ainda néo utilizados de
rotina na pratica clinica. A periostina sérica e o LTE4 urinario sdo biomarcadores
relacionados a asma T2(7 °) mas que muitas vezes mostram resultados
controversos na literatura em relacdo a sua aplicabilidade clinica®- 198, A periostina
é uma proteina matricelular, envolvida em diferentes fungdes biolégicas(™), que teve
seu papel identificado na asma, por atuar no remodelamento tecidual das vias
aéreas(™. A expressdo de periostina é induzida pela IL-13, citocina que
desempenha um papel central na resposta T2, envolvida na hiper-responsividade
nas vias aéreas®). A periostina é utilizada como biomarcador de asma T2 e ja foi
descrito seu papel na identificacdo de bons respondedores aos corticoides(™® e a
anti-IL-13%4), Esse estudo ndo sé corroborou os valores aumentados de periostina
no contexto clinico da asma, mas também reforgou seu papel complementar diante
do valor preditor de asma comparado a controles e de seus niveis elevados em

pacientes com EOsg e FeNO elevados (asma T2).

Vale a ressalva, que ainda ndo temos no Brasil, métodos para quantificacéo
de periostina registrados na ANVISA para uso clinico, fato que torna necessario
desenvolvimento interno e validacdo in house pelos laboratérios clinicos, com
rigoroso controle de qualidade, dificultando a ampla disponibilizacdo da

quantificacdo desse biomarcador em ambito nacional.

Em relacdo ao LTE4 urinario, ndo foram observadas diferencas entre os
valores obtidos em asmaticos e controles e nem em relacdo as caracteristicas
clinicas. Sua maior importancia na literatura esta descrita no contexto da
broncoprovocacdo com antigeno, isso €, em pacientes em exacerbacéo,
especialmente causadas pela sensibilizacdo a aspirina®® 109, O presente estudo néo
foi intervencionista e ndo era um objetivo a sele¢céo de pacientes em exacerbacéo, o
que pode ser uma explicacdo para o achado. Outra questdo € que a metodologia
utilizada de ELISA demostra valores divergentes na literatura utilizando diferentes
marcas de kits comerciais!*¥, além da diferenca entre os métodos de ELISA e
espectrometria de massas(!®) - mostrando limitacGes metodoldgicas ainda a serem

superadas para o futuro uso do LTEa4 na pratica clinica.
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Outro biomarcador investigado, a IL-6, apresentou maiores valores em
pacientes asmaticos comparado a controles e valores ainda mais elevados na asma
nao T2. Semelhante aos demais, a IL-6 pode estar elevada em diferentes condi¢des
clinicas, como na COVID-19137), De fato, controles infectados previamente pelo virus
SARS-CoV-2 nao apresentaram diferencas em relacdo a pacientes asmaticos, fato
explicado pela conhecida participacdo da IL-6 em processos inflamatorios
cronicos4), 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

relacdo com a gravidade da doenca.

Dados obtidos com a curva ROC mostraram pontos de corte de melhor
balanco entre sensibilidade e especificidade na asma. Esses pontos sdo maiores do
que os indicados pela GINA®), porém bastante proximos de pontos de cortes ja
discutidos na literatura e com aplicacdes clinicas solidas como valores da FeNO =25
ppb para indicacdo ao tratamento com anti-1L-4/1L13@7) e EOsg 2300 células/uL com
anti-IL-5 ou anti-receptor de IL-5(125 146) Foi verificada uma modesta sensibilidade
dos biomarcadores nos métodos analiticos utilizados para o contexto clinico da
asma. Essa modesta sensibilidade nao representa um problema em si, uma vez que
€ sabido que os biomarcadores atualmente utilizados estdo aumentados apenas na
asma eosinofilica®?, que representa a maioria, mas nao todos os casos de
asmal%), Da mesma forma, ndo é esperado que haja 100% de especificidade, pois
€ descrito para todos esses biomarcadores, alteracbes de valores em outras
condicdes clinicas®7-1%9), Ainda assim é possivel verificar algum grau de
distanciamento da linha de referéncia, o que sugere permirtir a maioria dos pacientes
poder se beneficiar de algum dos biomarcadores para fenotipagem e manejo da
doenca, e que pontos de cortes maiores se relacionaram ao aumento da

especificidade dos testes.

Idealmente, os pontos de corte obtidos com a curva ROC deverao ser
testados em casuistica independente para uma validacdo externa dos pontos de
corte encontrados, porém a aplicacéo pratica do painel foi realizada na casuistica do
presente estudo para uma visualizacdo preliminar. Como esperado, a maioria dos
asmaticos apresentavam asma eosinofilica atépica, o fendtipo inflamatorio mais

frequente na asma®®Y, 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 reforca o beneficio do oferecimento de um painel
mais amplo de biomarcadores para a identificagdo do fendétipo inflamatério. Alguns
pacientes foram identificados com asma nédo eosinofilica, porém a maioria destes
apresentaram valores positivos (> 0,35 kU/L) de sIgE. Na pratica clinica atual, a sIgE
é utilizada como biomarcador de alergia, mas nédo de eosinofilia™®. A curva ROC
realizada no presente estudo para sIgE demostrou que valores acima de 8 kU/L
apresentavam uma boa capacidade discriminativa entre asméaticos e controles e de
fato, ao analisar os casos de pacientes classificados como néao eosinofilicos, com
valores acima desse ponto de corte, foi verificado que os biomarcadores de
eosinofilia se apresentavam em niveis intermediarios, ndo 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
eosinofilica alérgica e que o ideal € a analise conjunta de todos os biomarcadores
para uma interpretacdo individualizada, a luz da clinica, dos valores dos
biomarcadores. Também € de extrema importancia que a verificacdo dos pontos de

cortes encontrados seja avaliada em casuistica independente da atual.

Para desafiar os testes em relacdo a especificidade foram selecionados
individuos controles, que apresentassem comorbidades que dificultam o controle da
asma, como: obesidade, apneia do sono, bronquiectasia, dermatite atdpica, urticaria
cronica, polipose nasal, rinossinusite cronica ou disfuncdo de cordas vocais. A
estratificacdo dos valores dos biomarcadores de acordo com a presenca de
comorbidades, ndo mostrou diferencas estatisticas que indicassem importante
interferéncia dessas condicbes nos valores dos biomarcadores. Apenas em
controles alérgicos, foi observada uma tendéncia a maiores valores de FeNO, porém

sem comprometer o ponto de corte de 20 ppb.

Ainda ndo h& consenso na literatura sobre a utilizagdo da dosagem das
citocinas no soro, mesmo que estudos tenham demonstrado sua importancia na
identificacdo do fenétipo inflamatério®>. Devido ao fato da maioria das amostras
apresentarem valores indetectaveis no método aqui utilizado para a maioria das
citocinas, especialmente no grupo controle, apenas a IL-6 foi analisada em relagéao a
comparacdo entre asmaticos e controles. Interessantemente, essa citocina foi

quantificada por 2 métodos diferentes, mostrando diferencas nos achados e



66

significancia estatistica entre eles. E importante ressaltar que, apesar do método
ECLIA ser um método automatizado e robusto, enquanto o CBA ainda é uma
metodologia utilizada em ambito de pesquisa, a analise dos biomarcadores em um
Unico ensaio, diminui variagdes entre ensaios que podem ocorrer sem impactar a
interpretacédo clinica daquele achado. Por essa razdo, ha vantagens e desvantagens
nas duas metodologias, mas a falta de concordancia entre elas demonstra ainda
uma fragilidade dessa quantificacdo na pratica clinica, ainda mais se ndo estiver em

contexto clinico direcionado.

A asma acomete majoritariamente mulheres, e por essa razdo houve a
preocupacdo no pareamento dos grupos em relagdo ao género®®3, O grupo de
pacientes asmaticos foi significantemente mais velho que o grupo controle,
especialmente por interferéncia do grupo de asma grave. Esse achado pode estar
relacionado a diferencas entre o perfil dos individuos nos dois locais de coleta,
representando um viés do presente estudo, mas que ndo acarretou em achados

inconsistentes que pudessem ser consequéncia dessa diferenca entre grupos.

Também foi analisado no presente estudo, associacfes dos biomarcadores
com carateristicas e fendtipos clinicos dos asméaticos. Essa analise apontou
diferencas, especialmente em relacdo as citocinas inflamatérias. Os principais
achados foram maiores valores de IFN-y em pacientes nas etapas mais elevadas de
tratamento, com menores CVF e VEF1 e ndo alérgicos, demostrando uma possivel
ativacdo imunoldgica mediada por células Th1l nesses pacientes! ). Além da IFN-y,
a IL-17A também foi diferente entre pacientes com asma alérgica e ndo alérgica,
sendo que maiores valores de IL-17A se associaram a asma nao alérgica, achado
que também reforca uma diferente via patofisiolégica nesses pacientes%9). Além
desses achados, a IL-10, citocina relacionada ao “downregulation” do processo
inflamatério dirigido por Thl e Th2(1 foi observada em maiores niveis nos
pacientes que faziam uso de CO. Ainda ndo existem estudos robustos que apontem
a utilizacdo dessas citocinas para uso prético, relacionando esses achados como
preditores de resposta ao tratamento desses pacientes, mas abre a possibilidade de

haver op¢cdes de biomarcadores ou alvos terapéuticos para asma néo T2.

A fim de verificar a associacao das citocinas com a asma T2 e ndo T2, quatro
tipos de andlises foram realizadas. Em uma primeira etapa, foram classificados

como asma T2 aqueles pacientes que apresentassem ao menos um dos parametros
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de classificacdo da GINA(). Posteriormente, foram classificados como asma T2+ se
0 paciente apresentasse ao menos um do mesmo conjunto de biomarcadores,
porém com valores maiores, a saber: EOes23% ou EOsg=300mm? ou FeNO=35ppb.
Nessa analise, algumas citocinas apresentaram diferencas entre grupos. Na analise
da classificacdo da asma T2, foram observados valores mais baixos de IL-2 em
comparacao a asma ndo T2 e na classificacdo da asma T2+ valores mais baixos de
TNF do que na asma né&o T2+, o que novamente reforca a possibilidade de
identificacdo de outra via fisiopatoldgica nesses pacientes(109),

A asma T2 também foi avaliada de acordo com a presenca de dois ou mais
biomarcadores (2B) de eosinofilia. Nessa comparacéo, mais biomarcadores foram
associados a identificacdo da asma T2, com o proposito de reforcar a importancia da
composicdo do painel. Na asma T2/2B, a sIgE e a periostina apresentaram valores
significativamente maiores. Ja analisando os grupos asma T2+/2B e ndo T2+/2B,
além da slgE e periostina, a IgE total também estava presente em niveis elevados e
a IL-2 e INF-y em niveis menores. De fato, a periostina e a IgE total ja foram
amplamente relacionadas a asma T2 na literatura®3 7"), também ha muitos estudos
gque demostram algum papel complementar desses biomarcadores utilizados
juntamente com EOsg e FeNO®® 3D, Os achados do presente estudo reforcam a
relevancia da periostina, bem como a importancia da quantificacdo de IgE na
determinacao da asma T2 e do papel complementar das citocinas na confirmacao de

diferentes endotipos.

Outro reforco a respeito do uso da periostina se mostrou na aplicacédo do
painel para identificacdo dos fendtipos inflamatérios, onde a periostina foi o Unico
marcador de eosinofilia para alguns pacientes, inclusive um paciente nédo alérgico.
Além disso, na analise de regressao logistica, observamos que, apds 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 presenca de pelo menos dois
biomarcadores de eosinofilia indicados na GINA, a periostina acrescentava maior
sensibilidade para essa identificagdo ao modelo, corroborando os estudos citados

acima.

E importante discutir sobre a falta de dados de duas citocinas importantes e j&
bastantes descritas ha asma T2, a IL-5 e a IL-13. A auséncia de valores detectaveis

dessas citocinas suficientes para a andlise estatistica prejudicou conclusdes
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robustas a respeito do uso delas no estabelecimento dos endotipos. Nenhum valor
detectavel foi obtido em relacdo a IL-13, mas interessantemente, a IL-5 foi detectavel
apenas nos dois pacientes que faziam uso de mepolizumabe. E uma possibilidade
que, devido ao mecanismo de agdo da droga que impede a ligacdo da IL-5 ao
receptor®®, essa interleucina passa a ter maiores valores séricos nesses pacientes e
pode assim ser detectada no método aqui usado. Esse dado indica cautela na
interpretagdo dos achados das citocinas em pacientes que ja usam um
imunobiolégico, porém, para que esse seja um parametro robusto e confiavel, ainda
se faz necessario a padronizacdo de métodos reprodutiveis, que possam ser usados
com confianca na pratica clinica. Em relacdo a IL-4, um achado ndo esperado foram
niveis menores de IL-4 na asma T2+/2B, fato que pode ser explicado por alguma
particularidade metodoldgica ndo identificada para todas as citocinas relacionadas
ao perfil T2.

As anadlises estatisticas utilizando o escarro induzido ndo mostraram
diferencas devido ao pequeno numero de pacientes em cada um dos perfis
eosinofilico, neutrofilico, misto e paucigranulocitico. Mesmo simplificando a analise
de acordo com a eosinofilia, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos nem em relacdo aos biomarcadores, nem em relacao aos fenotipos clinicos e

caracteristicas clinicas. Isso representou uma limitagéo desse estudo.

O estudo sofreu grande impacto com o advento da pandemia causada pelo
virus SARS-CoV-2, que teve seu primeiro caso no Brasil, em marco de 2020154,
Diante da suspensao de servi¢cos presenciais ndo essenciais, 0 acesso a pacientes,
especialmente individuos com doenca crbnica respiratoria, como a asma,
comprometeu significantemente a amostragem do presente estudo. Além do acesso
aos pacientes, mesmo com o0 arrefecimento dos casos e abertura de alguns
servigos, a coleta do escarro induzido permaneceu suspensa desde entédo, diante do
risco biolégico de aerossois causados pela nebulizacdo com salina, fundamental
para o desenvolvimento da técnica®3®). A falta de andlise do escarro induzido dos
pacientes representou um desafio ao desenho do estudo, pois € esse um dos
exames mais importantes na identificacdo do fenétipo inflamatério®® e como
preditor de boa resposta ao tratamento com alguns dos imunobioldgicos®¥. Por essa
razdo, um novo estudo em casuistica independente, com a adicdo do escarro

induzido, podera trazer mais forca aos achados do presente estudo. Além disso, o
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acesso a uma amostragem mais representativa de individuos com asma grave €&
importante para melhor avaliacado da aplicabilidade clinica desse painel, bem como a

desfechos relacionados a resposta ao tratamento.

Outro desafio foi 0 acesso aos insumos necessarios para a dosagem da
FeNO. Um primeiro processo de aquisi¢cao no inicio do projeto ndo pode ser utilizado
devido a perda da estabilidade dos insumos, que demoraram a ser recebidos diante
dos processos burocraticos envolvidos em sua importacéo, que até entdo so poderia
ser realizada para pesquisa cientifica, e que apresentavam estabilidade curta diante
do tempo necessario para 0 acesso aos pacientes. Com a necessidade de nova
importacao e longa demora do novo processo, 0s pacientes coletados previamente a
dezembro de 2020, data em que recebemos a nova importacdo, no momento da
coleta de escarro, ndo foram avaliados em relacdo a FeNO, ndo permitindo a
analise, mesmo que em uma amostragem pequena, da FeNO pareada com o

escarro induzido.

O oferecimento de um painel de biomarcadores como um teste Unico, com
informacBes técnicas laboratoriais a respeito da validacdo de cada exame, no
contexto clinico da asma € uma abordagem fundamental para auxiliar clinicos e
pacientes para um tratamento individualizado e efetivo. Os biomarcadores ja
consolidados na pratica clinica, juntamente com novos biomarcadores, oferecidos de
maneira conjunta, trardo informacdes sélidas e precisas para a determinacdo do
fenétipo inflamatério da asma, permitindo intervengdes direcionadas, que possam

antever sintomas graves e complicacdes relacionadas a asma.

Finalmente, diante da falta de estudos que objetivaram a avaliacdo de
periotina sérica, LTE4 urinario e citocinas inflamatérias em pacientes asmaticos
brasileiros, é fundamental que os dados aqui reportados em relacdo a tais
biomarcadores sejam avaliados e confirmados em casuisticas brasileiras

independentes da atual.
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6 CONCLUSOES

v" O painel de biomarcadores proposto para a identificagdo do fenétipo inflamatério
de pacientes asméaticos sugeriu performance analitica (sensibilidade e
especificidade) satisfatoria dos ensaios isolados, bem como beneficios do
oferecimento de um painel de testes, com mais informacfes sobre as
caracteristicas patofisiolégicas dos pacientes, exceto para o leucotrieno Eas

urinario;

v' Andlise por curva ROC mostrou modesto desempenho diagnéstico dos
biomarcadores utilizados isoladamente e aumento da sensibilidade quando
utilizados os biomarcadores periostina e IL-6 quantificada por CBA,;

v' Foi verificado que fatores como alergia e obesidade, bem como outras
comorbidades relacionadas ao pior controle da asma, néo influenciam o valor de

referéncia dos biomarcadores;

v' Foram evidenciados maiores valores da FeENO na asma alérgica e na asma de

inicio precoce;

v" Foi evidenciado relevante contribuicdo da periostina sérica na identificacdo da

asma eosinofilica;

v' Foram observados que maiores valores de IFN-y estiveram associados a piores
caracteristicas clinicas, como piores parametros de prova de funcédo pulmonar e
etapas mais altas de tratamento, e menores valores foram encontrados na asma

alérgica e nédo T2.
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7 ANEXOS

ANEXO 1. Andlise da distribuicdo dos dados das varidveis numéricas do estudo

Variaveis 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 especifica 103 <0,001 <0,001
IgE especifica 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-172 35 <0,001 <0,001
TNF 35 0,200* 0,839
IFN-y 35 <0,001 <0,001

na: N&o aplicavel devido aos valores serem indetectaveis; IMC: indice de massa corpérea; CVF:
Capacidade vital forcada expiratéria; VEF1: Volume expiratorio forcado no primeiro segundo; ACT:
Asthma Control Test; EO: Eosindfilo; NE: Neutréfilo; IgE: Imunoglobulina E; LTE4: Leucotrieno Ea
urinario; FeNO: Fracéo de oxido nitrico exalado; IL: Interleucina; CBA: Cytometric Beads Array;
ECLIA: Eletroguimioluminescéncia; TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-y: Interferon-gama.

ANEXO 2. Comparacdo dos biomarcadores segundo a presenga ou ndo das
caracteristicas clinicas ACT<20, CVF=<80, VEF1<80 e uso de CO.

Variavei Sim Nao valor
ariaveis - -
n Mediana (IQR) n Mediana (IQR) de p?
ACT<20
FeNO (ppb) 15 17(9-69) 18 18(9,75-37,25) 0,845
EOsg (mm?®) 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



IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)
IL-17A (pg/mL)
TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
CVF=80
FeNO (ppb)
EOsg (mm?3)
IgE (KU/L)
slgE (kU/L)
POTSN (ng/mL)
LTE4 (pg/mgCr)
IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)
IL-17A (pg/mL)
TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
VEF; = 80
FeNO (ppb)
EOsg (mm?3)
IgE (KUI/L)
slgE (kU/L)
POTSN (ng/mL)
LTE4 (pg/mgCr)
IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)
IL-17A (pg/mL)
TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
Uso de CO
FeNO (ppb)
EOsg (mm?3)
IgE (KUI/L)
slgE (kU/L)
POTSN (ng/mL)
LTE4 (pg/mgCr)
IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)

19
19
16
17
17
17
17

12
12
12
12
11
11
12
12

11
11
11
11

16
19
19
19
19
18
18
19
19
16
18
18
18
18

A OO~ 0101 O1TOTOTO1

2,2(0,8-2,7)
3,8(2,9-6)

21,05(17,075-39,975)

1,5(1,3-2,25)
0(0-10,2)

2,7(1,45-3,05)

1,5(0,05-3,2)

16(9-32)
130(32,5-335)
308,5(95-813,5)
2,85(0,575-14,75)

59,75(48,675-84,275)

1405(1100-2465)
0,4(0-0,9)
2,25(1,25-2,8)
5,65(3,8-11,225)
38,3(17,35-48)
1,6(1,2-3,2)
2,7(0-49,3)
2,2(1,3-2,8)
3,2(2-8,2)

25(15-54)
160(40-330)
299(59-596)

11,6(1,1-16,7)
59,1(50,4-83)

1430(1117,25-1979)

0,4(0,15-0,9)
2,2(1,2-2,8)
3,8(2,8-7,2)
24,95(17,075-50)
1,6(1,15-2,45)
0(0-14,525)
2,25(1,525-2,875)
2,55(0,1-4,05)

15(8-63,5)
60(30-335)
67(24-791,5)
7,2(0,4-54,25)
48,1(34-56,75)
922(720-2036)
0,8(0,325-0,975)
2,7(1,15-2,9)
4,2(3-48)
18,15(4,2-32,85)

28
32
32
32
32
31
31
32
32
30

2,45(1,375-2,8)
3,7(2,7-5,15)
31,35(12,8-57,05)
1,6(1,075-2,05)
0(0-14,45)
2,15(1,675-3,5)
0,95(0,075-2,425)

18,5(11,25-62,25)
170(110-320)
134(50,5-419)
11,9(3,2-27,3)

57,7(42,5-73,45)

1385(918,5-1690,5)

0,6(0,025-1)
2,2(1,05-2,8)
3,3(2,7-4,15)
23,8(14,4-47,2)
1,55(1,1-2,125)
0(0-8,075)
2,55(1,85-3,4)
0,4(0-1,65)

17(8-35,5)
190(117,5-335)
150(47-266)
7,35(3-17,675)

56,05(40,825-67,8)
1206(913,75-1756)

0,8(0-1,1)
2,25(1,175-2,8)
3,65(2,8-4,625)
27,35(14,3-49,1)
1,5(1,1-2,1)
0(0-10,7)
2,9(1,5-3,4)
0,4(0-1,5)

18(11,25-39,75)
170(110-325)

195,5(57,5-485,75)

9,55(2,725-17)

61,05(45,675-82,925)

1404(1098-1855)
0,4(0-1)
2,2(1,225-2,8)
3,8(2,8-5,275)

27,95(17,275-52,025)

0,284
0,328
0,313
0,525
0,807
0,832
0,858

0,392

0,267
0,227
0,095
0,713
0,325
0,472
0,761
0,002
0,618
0,371
0,152
0,283

<0,001

0,309
0,245
0,271
0,620
0,518
0,372
0,463
0,964
0,443
0,932
0,546
0,732
0,387
0,045

0,679

0,140
0,503
0,914
0,117
0,325
0,499
0,531
0,286
0,146
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IL-10 (pg/mL)
IL-17A (pg/mL)
TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)

4
4
4

4

2,75(2,225-7,775)
0(0-8,775)
3,05(1,875-3,4)
1,7(0,075-3,175)

31
31
31
31

1,5(1,1-1,9)
0(0-12,7)

2,3(1,3-3,1)

1,2(0,1-2,8)

0,005
0,599
0,437
0,958

IQR: Intervalo interquartil 25-75; ACT: Asthma Control Test; FeNO: Fragdo exalada do 6xido

nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE:

Imunoglobulina E especifica para antigenos inalatérios; POTSN: Periostina sérica; LTEa4:
Leucotrieno Ea4 urinario; IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-y: Interferon-gama;
CVF: Capacidade vital forcada expiratdria; VEF1: Volume expiratério forcado no primeiro
segundo; CO: Corticoide oral; a. Comparagdes entre 0s grupos por Mann-Whitney;
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ANEXO 3. Comparacdo dos biomarcadores segundo a presenca ou ndo dos
fendtipos clinicos alérgico, de inicio tardio e associado a obesidade.

o Sim N&o Valor
variaveis n Mediana (IQR) n Mediana (IQR) de p*
Alérgica

FeNO (ppb) 29 19(15-50) 4 8(5,75-13,25) 0,008

EOsg (mm°) 31 170(100-370) 6 135(45-250) 0,363

IgE (KUI/L) 31 227(69-515) 6 32,5(12-95) 0,003

sIgE (kUI/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
Inicio tardio

FeNO (ppb) 14 13(8-29) 19 32(15-69) 0,038

EOsg (mm®) 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 (mm°) 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
slgE (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
LTEs (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(2-3,9) 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: Fracao exalada do 6xido nitrico; EOsg: Eosindfilos no
sangue periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E especifica para
antigenos inalatérios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno Ea urinario; IL: Interleucina;
TNF: Fator de necrose tumoral; IFNy: Interferon-gama; a. Comparagdes entre 0s grupos por
Mann-Whitney;

ANEXO 4. Comparacao dos biomarcadores segundo a presenc¢a ou nédo do endotipo
T2, caracterizado pela presenca da FeNO, eosindfilos no sangue e no escarro.

o Sim Nao Valor
variaveis n Mediana(IQR) n Mediana(IQR) de p?
T2 Presenca de ao menos UM dos biomarcadores nos valores: EOes=2% ou

EOsg=150mm3 ou FeNO=20ppb
IgE (KUI/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/mgCir) 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+ Presenca 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



IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)

IL-17A (pg/mL)

TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
T2/2B

IgE (KUI/L)
slgE (kU/L)

POTSN (ng/mL)
LTE4 (pg/mgCr)

IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)

IL-17A (pg/mL)

TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)
T2+/2B

IgE (kU/L)
sIgE (kU/L)

POTSN (ng/mL)
LTE4 (pg/mgCr)

IL-2 (pg/mL)
IL-4 (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)
IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)

IL-17A (pg/mL)

TNF (pg/mL)
IFN-y (pg/mL)

17
17
17
17
17

14
14
14
14
13
14
14
13
13
13
13
13

~N N N N 00 00~ 0000 0o

~

23,8(15,1-43,15)
1,6(0,7-2,45)
0(0-14,05)
2(1,25-2,65)
0,4(0-3)

32,9(17,45-62,8)
1,55(1,175-2,225)
0(0-11,95)
2,95(1,95-3,4)
1,5(0,4-3,125)

EOsg=150mm? ou FeNO=20ppb

337(66,5-623,25)
15,7(6,575-24,25)

62,85(56,925-100,05)
1404,5(1122,5-1667,75)

0,4(0-0,7)
1,45(0,675-2,3)
3,5(2,725-7,55)
21,2(15,1-40,3)
1,5(0,7-2)
0(0-24,65)
2,1(1,2-2,9)
0,1(0-3)

23
23
23
22
22
23
23
21
22
22
22
22

134(41-299)
3,3(0,8-14,9)
53,1(39,6-67,2)

1340,5(913,75-1949,5)

0,75(0,075-1)
2,6(1,7-2,8)
3,8(2,9-5,3)

32,9(17,45-52,45)

1,6(1,35-2,35)
0(0-11,95)

2,75(1,75-3,4)

1,35(0,4-3,125)

EOsg=300mm3 ou FeNO=35ppb

505,5(238,5-2107,5)

18,85(15-60,325)
65(58,05-107,1)

1430(1314,5-1631,25)

0,2(0-0,4)
0,8(0,25-2,025)

3,5(2,575-10,025)

20,9(16,8-42,3)
1,1(0,5-1,9)
0(0-0)
2(1,2-2,7)
0(0-0,1)

29
29
29
28
28
29
29
27
28
28
28
28

126(45-327,5)
3,4(0,95-14,8)

54,4(40,75-72,25)
1340,5(916,75-1888,75)

0,75(0,125-1)
2,3(1,7-2,8)
3,8(2,85-5,45)
29,8(15,4-52)
1,6(1,25-2,275)
0(0-12,45)
2,65(1,8-3,4)
1,65(0,4-3,175)
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0,357
0,660
0,987
0,049
0,287

Presencga de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores: EOes=2% ou

0,130
0,033
0,017
0,835
0,371
0,026
0,793
0,309
0,257
0,578
0,302
0,149

Presencga de ao menos DOIS dos biomarcadores nos valores: EOes=3% ou

0,004
0,001
0,043
0,695
0,049
0,009
0,677
0,357
0,199
0,340
0,114
0,020

IQR: Intervalo interquartil 25-75; T2: asma tipo 2; 2B: presenc¢a de 2 biomarcadores ou mais; FeNO:
Fracéo exalada do Oxido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue periférico; EOes: eosindéfilos no
escarro induzido; IgE: Imunoglobilina E sérica total; slgE: Imunoglobulina E especifica para
antigenos inalatorios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno E4 urinario; IL: Interleucina;
TNF: Fator de necrose tumoral; IFN-y: Interferon-gama; a. Comparacdes entre os grupos por Mann-

Whitney;

ANEXO 5. Valores dos biomarcadores e dados clinicos segundo o fendtipo
inflamatorio no escarro induzido

Mediana (IQR)

Variaveis Eosinofilico Neutrofilico Misto Pau0|_-_
(n=3) (n=2) (n=s5) OISO
Biomarcadores
FeNO (ppb) 28(16-28) 8(8-8) 15(9-15) 13(8-13)
EOsg (mm?) 5(2-5) 1,15(1-1,15) 6(4,5-6) 1(0-1)



IgE (kU/L)
slgE (kU/L)
POTSN (ng/mL)

LTE4 (pg/mgCr)

IL-2 (pg/mL)

IL-4 (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

IL-8 (pg/mL)

IL-10 (pg/mL)

IL-17A (pg/mL)

TNF (pg/mL)

IFNy (pg/mL)
Fenétipos

Inicio tardio

Obesidade

Atopia
Caracteristica
clinicas

Uso de corticoide
oral

Exacerbacoes
altimo ano

ACT <20

CVF <80

VEF; <80

Etapa 5 (GINA)

52(31-52)
2,9(1,7-2,9)
62,6(54,6-62,6)
1100(1098-
1100)

0,2(0-0,2)
4,2(2,8-4,2)
6(5,3-6)

38,3(11-38,3)

1,8(1,5-1,8)
12,7(2,7-12,7)

2,2(0,5-2,2)
27,5(5,4-27,5)

3
1
3

NN P

2
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105,5(32-106)  275(12,5-275)  596(67-596)

3,8(0,4-3,8) 2,8(0,4-2,8)  14,9(0,4-14,9)
42,8(39-42,8) 60,4(52,4-60,4) 61,7(48,1-61,7)
1693,5(922-  1474(1404,5-  2098(750-
1693,5) 1474) 2098)
0,65(0,4-0,65)  0,2(0-0,2) 0,3(0-0,3)
2,05(1,4-2,05)  1,7(1-1,7) 2,8(0,8-2,8)
3,35(2,9-3,35) 6(3,35-6) 3,6(2,6-3,6)

37,3(37,3-37,3) 22,8(18,3-22,8) 23,65(8,6-23,7)

1,9(1,5-1,9)  2,1(1,25-2,1)  1,9(1,5-1,9)
11,5(0-11,5)  11,7(3,45-11,7) 0(0-0)
3,1(2,8-3,1)  2,6(1,25-2,6)  2,7(1,3-2,7)
1,95(0,3-1,95)  3,1(0,8-3,1) 3,2(2,1-3,2)
0 2 1
1 1 2
1 3 2
1 1 1
1 2 3
2 5 2
1 5 2
1 5 2
2 5 2

IQR: Intervalo interquartil 25-50; FeNO: Fragdo exalada do éxido nitrico; EOsg: Eosindfilos no sangue
periférico; IgE: Imunoglobilina E sérica total; sIgE: Imunoglobulina E especifica para antigenos
inalatérios; POTSN: Periostina sérica; LTE4: Leucotrieno E4 urindrio; IL: Interleucina; TNF: Fator de
necrose tumoral; IFN-y: Interferon-gama; ACT: Asthma Control Test; CVF: Capacidade vital forcada
expiratdria; VEF1: Volume expiratério forgado no primeiro segundo; GINA: Global Inititive for asthma.




8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



80

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Peters SP, Ferguson G, Deniz Y, Reisner C. Uncontrolled asthma: a review of the prevalence,
disease burden and options for treatment. Respiratory medicine. 2006;100(7):1139-51.
2. To T, Stanojevic S, Moores G, Gershon AS, Bateman ED, Cruz AA, et al. Global asthma

prevalence in adults: findings from the cross-sectional world health survey. BMC public health.
2012;12:204.

3. Kuschnir FC, Gurgel RQ, Sole D, Costa E, Felix MM, de Oliveira CL, et al. ERICA: prevalence of
asthma in Brazilian adolescents. Rev Saude Publica. 2016;50 Suppl 1:13s.
4, Pearce N, Ait-Khaled N, Beasley R, Mallol J, Keil U, Mitchell E, et al. Worldwide trends in the

prevalence of asthma symptoms: phase Il of the International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC). Thorax. 2007;62(9):758-66.

5. Menezes AM, Wehrmeister FC, Horta B, Szwarcwald CL, Vieira ML, Malta DC. Prevalence of
asthma medical diagnosis among Brazilian adults: National Health Survey, 2013. Rev Bras Epidemiol.
2015;18 Suppl 2:204-13.

6. Pizzichini MMM, Carvalho-Pinto RM, Cancado JED, Rubin AS, Cerci Neto A, Cardoso AP, et al.
2020 Brazilian Thoracic Association recommendations for the management of asthma. Jornal
brasileiro de pneumologia : publicacao oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisilogia.
2020;46(1):€20190307.

7. Global Initiative for Asthma. Global Strategy for Asthma Management and Prevention. 2021.
8. Wenzel SE. Asthma phenotypes: the evolution from clinical to molecular approaches. Nature
medicine. 2012;18(5):716-25.

9. Campo P, Rodriguez F, Sanchez-Garcia S, Barranco P, Quirce S, Perez-Frances C, et al.

Phenotypes and endotypes of uncontrolled severe asthma: new treatments. Journal of
investigational allergology & clinical immunology. 2013;23(2):76-88; quiz 1 p follow

10. Brusselle G, Bracke K. Targeting immune pathways for therapy in asthma and chronic
obstructive pulmonary disease. Annals of the American Thoracic Society. 2014;11 Suppl 5:5322-8.
11. Berry A, Busse WW. Biomarkers in asthmatic patients: Has their time come to direct

treatment? The Journal of allergy and clinical immunology. 2016;137(5):1317-24.

12. Carvalho-Pinto RM, Cancado JED, Pizzichini MMM, Fiterman J, Rubin AS, Cerci Neto A, et al.
2021 Brazilian Thoracic Association recommendations for the management of severe asthma. Jornal
brasileiro de pneumologia : publicacao oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisilogia.
2021;47(6):€20210273.

13. Israel E, Reddel HK. Severe and Difficult-to-Treat Asthma in Adults. The New England journal
of medicine. 2017;377(10):965-76.

14. Holguin F, Cardet JC, Chung KF, Diver S, Ferreira DS, Fitzpatrick A, et al. Management of
severe asthma: a European Respiratory Society/American Thoracic Society guideline. The European
respiratory journal. 2020;55(1).

15. Kerkhof M, Tran TN, Soriano JB, Golam S, Gibson D, Hillyer EV, et al. Healthcare resource use
and costs of severe, uncontrolled eosinophilic asthma in the UK general population. Thorax.
2018;73(2):116-24.

16. Struss N, Hohlfeld JM. Biologics in asthma management - Are we out of breath yet?
Allergologie select. 2021;5:96-102.

17. Koczulla AR, Vogelmeier CF, Garn H, Renz H. New concepts in asthma: clinical phenotypes
and pathophysiological mechanisms. Drug Discov Today. 2016.

18. Stokes JR, Casale TB. Characterization of asthma endotypes: implications for therapy. Annals

of allergy, asthma & immunology : official publication of the American College of Allergy, Asthma, &
Immunology. 2016;117(2):121-5.



81

19. Simpson JL, Scott R, Boyle MJ, Gibson PG. Inflammatory subtypes in asthma: assessment and
identification using induced sputum. Respirology. 2006;11(1):54-61.

20. Pin I, Gibson PG, Kolendowicz R, Girgis-Gabardo A, Denburg JA, Hargreave FE, et al. Use of
induced sputum cell counts to investigate airway inflammation in asthma. Thorax. 1992;47(1):25-9.
21. Vijverberg SJ, Hilvering B, Raaijmakers JA, Lammers JW, Maitland-van der Zee AH,
Koenderman L. Clinical utility of asthma biomarkers: from bench to bedside. Biologics : targets &
therapy. 2013;7:199-210.

22. Schleich FN, Manise M, Sele J, Henket M, Seidel L, Louis R. Distribution of sputum cellular
phenotype in a large asthma cohort: predicting factors for eosinophilic vs neutrophilic inflammation.
BMC pulmonary medicine. 2013;13:11.

23. Adcock IM, Mumby SE. Neutrophilic Asthma. Archivos de bronconeumologia.
2018;54(4):187-8.

24. Bacci E, Cianchetti S, Bartoli M, Dente FL, Di Franco A, Vagaggini B, et al. Low sputum
eosinophils predict the lack of response to beclomethasone in symptomatic asthmatic patients.
Chest. 2006;129(3):565-72.

25. Green RH, Brightling CE, McKenna S, Hargadon B, Parker D, Bradding P, et al. Asthma
exacerbations and sputum eosinophil counts: a randomised controlled trial. Lancet.
2002;360(9347):1715-21.

26. Louis R, Sele J, Henket M, Cataldo D, Bettiol J, Seiden L, et al. Sputum eosinophil count in a
large population of patients with mild to moderate steroid-naive asthma: distribution and
relationship with methacholine bronchial hyperresponsiveness. Allergy. 2002;57(10):907-12.

27. Chung KF, Wenzel SE, Brozek JL, Bush A, Castro M, Sterk PJ, et al. International ERS/ATS
guidelines on definition, evaluation and treatment of severe asthma. The European respiratory
journal. 2014;43(2):343-73.

28. Pitrez PM, Giavina-Bianchi P, Rizzo JA, Souza-Machado A, Garcia GF, Pizzichini MMM. An
expert review on breaking barriers in severe asthma in Brazil: Time to act. Chronic respiratory
disease. 2021;18:14799731211028259.

29. Wagener AH, de Nijs SB, Lutter R, Sousa AR, Weersink EJ, Bel EH, et al. External validation of
blood eosinophils, FE(NO) and serum periostin as surrogates for sputum eosinophils in asthma.
Thorax. 2015;70(2):115-20.

30. Pavlidis S, Takahashi K, Ng Kee Kwong F, Xie J, Hoda U, Sun K, et al. "T2-high" in severe
asthma related to blood eosinophil, exhaled nitric oxide and serum periostin. The European
respiratory journal. 2019;53(1).

31. Buhl R, Korn S, Menzies-Gow A, Aubier M, Chapman KR, Canonica GW, et al. Prospective,
Single-Arm, Longitudinal Study of Biomarkers in Real-World Patients with Severe Asthma. The journal
of allergy and clinical immunology In practice. 2020;8(8):2630-9 e6.

32. Sonntag HJ, Filippi S, Pipis S, Custovic A. Blood Biomarkers of Sensitization and Asthma.
Frontiers in pediatrics. 2019;7:251.

33. Schleich F, Sophie D, Renaud L. Biomarkers in the Management of Difficult Asthma. Curr Top
Med Chem. 2016;16(14):1561-73.

34. Menzella F, Lusuardi M, Galeone C, Taddei S, Facciolongo N, Zucchi L. Mepolizumab for
severe refractory eosinophilic asthma: evidence to date and clinical potential. Therapeutic advances
in chronic disease. 2016;7(6):260-77.

35. Bush A. Pathophysiological Mechanisms of Asthma. Frontiers in pediatrics. 2019;7:68.

36. Pavord ID, Korn S, Howarth P, Bleecker ER, Buhl R, Keene ON, et al. Mepolizumab for severe
eosinophilic asthma (DREAM): a multicentre, double-blind, placebo-controlled trial. Lancet.
2012;380(9842):651-9.

37. Castro M, Corren J, Pavord ID, Maspero J, Wenzel S, Rabe KF, et al. Dupilumab Efficacy and
Safety in Moderate-to-Severe Uncontrolled Asthma. The New England journal of medicine.
2018;378(26):2486-96.



82

38. Hastie AT, Moore WC, Meyers DA, Vestal PL, Li H, Peters SP, et al. Analyses of asthma
severity phenotypes and inflammatory proteins in subjects stratified by sputum granulocytes. The
Journal of allergy and clinical immunology. 2010;125(5):1028-36 e13.

39. Nadif R, Siroux V, Oryszczyn MP, Ravault C, Pison C, Pin |, et al. Heterogeneity of asthma
according to blood inflammatory patterns. Thorax. 2009;64(5):374-80.

40. Volbeda F, Broekema M, Lodewijk ME, Hylkema MN, Reddel HK, Timens W, et al. Clinical
control of asthma associates with measures of airway inflammation. Thorax. 2013;68(1):19-24.

41. Lommatzsch M, Klein M, Stoll P, Virchow JC. Impact of an increase in the inhaled
corticosteroid dose on blood eosinophils in asthma. Thorax. 2019;74(4):417-8.

42. Ortega HG, Liu MC, Pavord ID, Brusselle GG, FitzGerald JM, Chetta A, et al. Mepolizumab
treatment in patients with severe eosinophilic asthma. The New England journal of medicine.
2014;371(13):1198-207.

43. FitzGerald JM, Bleecker ER, Nair P, Korn S, Ohta K, Lommatzsch M, et al. Benralizumab, an
anti-interleukin-5 receptor alpha monoclonal antibody, as add-on treatment for patients with severe,
uncontrolled, eosinophilic asthma (CALIMA): a randomised, double-blind, placebo-controlled phase 3
trial. Lancet. 2016;388(10056):2128-41.

44, Casale TB, Chipps BE, Rosen K, Trzaskoma B, Haselkorn T, Omachi TA, et al. Response to
omalizumab using patient enrichment criteria from trials of novel biologics in asthma. Allergy.
2018;73(2):490-7.

45, Fitzpatrick AM, Jackson DJ, Mauger DT, Boehmer SJ, Phipatanakul W, Sheehan WJ, et al.
Individualized therapy for persistent asthma in young children. The Journal of allergy and clinical
immunology. 2016;138(6):1608-18 e12.

46. Hemmingsson T, Linnarsson D, Gambert R. Novel hand-held device for exhaled nitric oxide-
analysis in research and clinical applications. Journal of clinical monitoring and computing.
2004;18(5-6):379-87.

47. Hoyte FCL, Gross LM, Katial RK. Exhaled Nitric Oxide: An Update. Immunology and allergy
clinics of North America. 2018;38(4):573-85.

48. Lane C, Knight D, Burgess S, Franklin P, Horak F, Legg J, et al. Epithelial inducible nitric oxide
synthase activity is the major determinant of nitric oxide concentration in exhaled breath. Thorax.
2004;59(9):757-60.

49. van den Berg MP, Meurs H, Gosens R. Targeting arginase and nitric oxide metabolism in
chronic airway diseases and their co-morbidities. Current opinion in pharmacology. 2018;40:126-33.
50. Ulrik CS, Lange P, Hilberg O. Fractional exhaled nitric oxide as a determinant for the clinical
course of asthma: a systematic review. European clinical respiratory journal. 2021;8(1):1891725.

51. American Thoracic S, European Respiratory S. ATS/ERS recommendations for standardized
procedures for the online and offline measurement of exhaled lower respiratory nitric oxide and
nasal nitric oxide, 2005. American journal of respiratory and critical care medicine. 2005;171(8):912-
30.

52. Price DB, Buhl R, Chan A, Freeman D, Gardener E, Godley C, et al. Fractional exhaled nitric
oxide as a predictor of response to inhaled corticosteroids in patients with non-specific respiratory
symptoms and insignificant bronchodilator reversibility: a randomised controlled trial. The Lancet
Respiratory medicine. 2018;6(1):29-39.

53. Hanania NA, Wenzel S, Rosen K, Hsieh HJ, Mosesova S, Choy DF, et al. Exploring the effects of
omalizumab in allergic asthma: an analysis of biomarkers in the EXTRA study. American journal of
respiratory and critical care medicine. 2013;187(8):804-11.

54, Corren J, Lemanske RF, Hanania NA, Korenblat PE, Parsey MV, Arron JR, et al. Lebrikizumab
treatment in adults with asthma. N Engl J Med. 2011;365(12):1088-98.

55. Dweik RA, Boggs PB, Erzurum SC, Irvin CG, Leigh MW, Lundberg JO, et al. An official ATS
clinical practice guideline: interpretation of exhaled nitric oxide levels (FENO) for clinical applications.
American journal of respiratory and critical care medicine. 2011;184(5):602-15.

56. Schneider A, Tilemann L, Schermer T, Gindner L, Laux G, Szecsenyi J, et al. Diagnosing asthma
in general practice with portable exhaled nitric oxide measurement--results of a prospective



83

diagnostic study: FENO < or = 16 ppb better than FENO < or =12 ppb to rule out mild and moderate
to severe asthma [added]. Respiratory research. 2009;10:15.

57. Johansson SG, Bennich H, Berg T, Hogman C. Some factors influencing the serum IgE levels in
atopic diseases. Clinical and experimental immunology. 1970;6(1):43-7.
58. Geha RS, Jabara HH, Brodeur SR. The regulation of immunoglobulin E class-switch

recombination. Nature reviews Immunology. 2003;3(9):721-32.
59. Galli SJ, Tsai M. IgkE and mast cells in allergic disease. Nature medicine. 2012;18(5):693-704.

60. Hamilton RG. Clinical laboratory assessment of immediate-type hypersensitivity. The Journal
of allergy and clinical immunology. 2010;125(2 Suppl 2):5284-96.
61. Burrows B, Martinez FD, Halonen M, Barbee RA, Cline MG. Association of asthma with serum

IgE levels and skin-test reactivity to allergens. The New England journal of medicine.
1989;320(5):271-7.

62. Peat JK, Toelle BG, Dermand J, van den Berg R, Britton WJ, Woolcock AJ. Serum IgE levels,
atopy, and asthma in young adults: results from a longitudinal cohort study. Allergy.
1996;51(11):804-10.

63. Sherrill DL, Lebowitz MD, Halonen M, Barbee RA, Burrows B. Longitudinal evaluation of the
association between pulmonary function and total serum IgE. American journal of respiratory and
critical care medicine. 1995;152(1):98-102.

64. Woodruff PG, Modrek B, Choy DF, Jia G, Abbas AR, Ellwanger A, et al. T-helper type 2-driven
inflammation defines major subphenotypes of asthma. American journal of respiratory and critical
care medicine. 2009;180(5):388-95.

65. Ahmad Al Obaidi AH, Mohamed Al Samarai AG, Yahya Al Samarai AK, Al Janabi JM. The
predictive value of IgE as biomarker in asthma. The Journal of asthma : official journal of the
Association for the Care of Asthma. 2008;45(8):654-63.

66. Davila |, Valero A, Entrenas LM, Valveny N, Herraez L, Group SS. Relationship between serum
total IgE and disease severity in patients with allergic asthma in Spain. Journal of investigational
allergology & clinical immunology. 2015;25(2):120-7.

67. Mummadi SR, Hatipoglu US, Gupta M, Bossard MK, Xu M, Lang D. Clinically significant
variability of serum IgE concentrations in patients with severe asthma. J Asthma. 2012;49(2):115-20.
68. Borish L, Chipps B, Deniz Y, Gujrathi S, Zheng B, Dolan CM, et al. Total serum IgE levels in a
large cohort of patients with severe or difficult-to-treat asthma. Annals of allergy, asthma &
immunology : official publication of the American College of Allergy, Asthma, & Immunology.
2005;95(3):247-53.

69. Kovac K, Dodig S, Tjesic-Drinkovic D, Raos M. Correlation between asthma severity and serum
IgE in asthmatic children sensitized to Dermatophagoides pteronyssinus. Archives of medical
research. 2007;38(1):99-105.

70. Rajendra C, Zoratti E, Havstad S, Nicholas C, Wegienka G, Cross MT, et al. Relationships
between total and allergen-specific serum IgE concentrations and lung function in young adults.
Annals of allergy, asthma & immunology : official publication of the American College of Allergy,
Asthma, & Immunology. 2012;108(6):429-34.

71. Ciprandi G, Comite P, Ferrero F, Fontana V, Bruzzone M, Mussap M. Serum allergen-specific
IgE, allergic rhinitis severity, and age. Rhinology. 2016;54(3):231-8.

72. Corsico AG, De Amici M, Ronzoni V, Giunta V, Mennitti MC, Viscardi A, et al. Allergen-specific
immunoglobulin E and allergic rhinitis severity. Allergy & rhinology. 2017;8(1):1-4.

73. Schatz M, Rosenwasser L. The allergic asthma phenotype. The journal of allergy and clinical
immunology In practice. 2014;2(6):645-8; quiz 9.
74. lzuhara K, Nunomura S, Nanri Y, Ogawa M, Ono J, Mitamura Y, et al. Periostin in

inflammation and allergy. Cellular and molecular life sciences : CMLS. 2017;74(23):4293-303.

75. Conway SJ, lzuhara K, Kudo Y, Litvin J, Markwald R, Ouyang G, et al. The role of periostin in
tissue remodeling across health and disease. Cellular and molecular life sciences : CMLS.
2014;71(7):1279-88.



84

76. Trejo Bittar HE, Yousem SA, Wenzel SE. Pathobiology of severe asthma. Annual review of
pathology. 2015;10:511-45.

77. Johansson MW, Evans MD, Crisafi GM, Holweg CT, Matthews JG, Jarjour NN. Serum periostin
is associated with type 2 immunity in severe asthma. J Allergy Clin Immunol. 2016;137(6):1904-7 e2.
78. Woodruff PG, Boushey HA, Dolganov GM, Barker CS, Yang YH, Donnelly S, et al. Genome-
wide profiling identifies epithelial cell genes associated with asthma and with treatment response to
corticosteroids. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
2007;104(40):15858-63.

79. Parulekar AD, Atik MA, Hanania NA. Periostin, a novel biomarker of TH2-driven asthma. Curr
Opin Pulm Med. 2014;20(1):60-5.

80. Kii I. Practical Application of Periostin as a Biomarker for Pathological Conditions. Advances in
experimental medicine and biology. 2019;1132:195-204.

81. Caswell-Smith R, Hosking A, Cripps T, Holweg C, Matthews J, Holliday M, et al. Reference
ranges for serum periostin in a population without asthma or chronic obstructive pulmonary disease.
Clinical and experimental allergy : journal of the British Society for Allergy and Clinical Immunology.
2016;46(10):1303-14.

82. Fingleton J, Braithwaite |, Travers J, Bowles D, Strik R, Siebers R, et al. Serum periostin in
obstructive airways disease. The European respiratory journal. 2016;47(5):1383-91.
83. Kanemitsu Y, Matsumoto H, Izuhara K, Tohda Y, Kita H, Horiguchi T, et al. Increased periostin

associates with greater airflow limitation in patients receiving inhaled corticosteroids. The Journal of
allergy and clinical immunology. 2013;132(2):305-12 e3.

84. Takahashi K, Meguro K, Kawashima H, Kashiwakuma D, Kagami SI, Ohta S, et al. Serum
periostin levels serve as a biomarker for both eosinophilic airway inflammation and fixed airflow
limitation in well-controlled asthmatics. The Journal of asthma : official journal of the Association for
the Care of Asthma. 2019;56(3):236-43.

85. Izuhara K, Ohta S, Ono J. Using Periostin as a Biomarker in the Treatment of Asthma. Allergy,
asthma & immunology research. 2016;8(6):491-8.

86. Matsumoto H. Serum periostin: a novel biomarker for asthma management. Allergol Int.
2014;63(2):153-60.

87. Dennis EA, Norris PC. Eicosanoid storm in infection and inflammation. Nature reviews
Immunology. 2015;15(8):511-23.

88. Maclouf J, Antoine C, De Caterina R, Sicari R, Murphy RC, Patrignani P, et al. Entry rate and
metabolism of leukotriene C4 into vascular compartment in healthy subjects. The American journal
of physiology. 1992;263(1 Pt 2):H244-9.

89. Sala A, Voelkel N, Maclouf J, Murphy RC. Leukotriene E4 elimination and metabolism in
normal human subjects. The Journal of biological chemistry. 1990;265(35):21771-8.

90. Rabinovitch N. Urinary leukotriene E4. Immunology and allergy clinics of North America.
2007;27(4):651-64; vii.

91. Lipids as Energy Stores. Lipid Biochemistry2002. p. 93-126.

92. Dahlen SE, Hedqvist P, Hammarstrom S, Samuelsson B. Leukotrienes are potent constrictors
of human bronchi. Nature. 1980;288(5790):484-6.
93. Peters-Golden M, Henderson WR, Jr. Leukotrienes. The New England journal of medicine.

2007;357(18):1841-54.

94, Green SA, Malice MP, Tanaka W, Tozzi CA, Reiss TF. Increase in urinary leukotriene LTE4
levels in acute asthma: correlation with airflow limitation. Thorax. 2004;59(2):100-4.

95. Severien C, Artlich A, Jonas S, Becher G. Urinary excretion of leukotriene E4 and eosinophil
protein X in children with atopic asthma. The European respiratory journal. 2000;16(4):588-92.

96. Suzuki N, Hishinuma T, Abe F, Omata K, Ito S, Sugiyama M, et al. Difference in urinary LTE4
and 11-dehydro-TXB2 excretion in asthmatic patients. Prostaglandins & other lipid mediators.
2000;62(4):395-403.

97. Kolmert J, Gomez C, Balgoma D, Sjodin M, Bood J, Konradsen JR, et al. Urinary Leukotriene E4
and Prostaglandin D2 Metabolites Increase in Adult and Childhood Severe Asthma Characterized by



85

Type 2 Inflammation. A Clinical Observational Study. American journal of respiratory and critical care
medicine. 2021;203(1):37-53.

98. Hagan JB, Laidlaw TM, Divekar R, O'Brien EK, Kita H, Volcheck GW, et al. Urinary Leukotriene
E4 to Determine Aspirin Intolerance in Asthma: A Systematic Review and Meta-Analysis. J Allergy Clin
Immunol Pract. 2017.

99. The ENFUMOSA cross-sectional European multicentre study of the clinical phenotype of
chronic severe asthma. European Network for Understanding Mechanisms of Severe Asthma. The
European respiratory journal. 2003;22(3):470-7.

100. Kumlin M, Dahlen B. The challenge procedure influences the extent of allergen-induced
urinary excretion of leukotriene E4. Clin Exp Allergy. 2000;30(4):585-9.

101.  Reiss TF, Hill JB, Harman E, Zhang J, Tanaka WK, Bronsky E, et al. Increased urinary excretion
of LTE4 after exercise and attenuation of exercise-induced bronchospasm by montelukast, a cysteinyl
leukotriene receptor antagonist. Thorax. 1997;52(12):1030-5.

102. Leukotriene Receptor Antagonists. LiverTox: Clinical and Research Information on Drug-
Induced Liver Injury. Bethesda (MD)2012.

103.  Al-Azzam N, Elsalem L. Leukotriene D4 role in allergic asthma pathogenesis from cellular and
therapeutic perspectives. Life sciences. 2020;260:118452.

104. Rodriguez-Martinez CE, Sossa-Briceno MP, Castro-Rodriguez JA. Predictors of response to
medications for asthma in pediatric patients: A systematic review of the literature. Pediatric
pulmonology. 2020;55(6):1320-31.

105. Balgoma D, Larsson J, Rokach J, Lawson JA, Daham K, Dahlen B, et al. Quantification of lipid
mediator metabolites in human urine from asthma patients by electrospray ionization mass
spectrometry: controlling matrix effects. Analytical chemistry. 2013;85(16):7866-74.

106. Haider MZ, Aslam A. Proteinuria. StatPearls. Treasure Island (FL)2021.

107. Kumlin M, Stensvad F, Larsson L, Dahlen B, Dahlen SE. Validation and application of a new
simple strategy for measurements of urinary leukotriene E4 in humans. Clinical and experimental
allergy : journal of the British Society for Allergy and Clinical Immunology. 1995;25(5):467-79.

108. Lueke AJ, Meeusen JW, Donato LJ, Gray AV, Butterfield JH, Saenger AK. Analytical and clinical
validation of an LC-MS/MS method for urine leukotriene E4: A marker of systemic mastocytosis.
Clinical biochemistry. 2016;49(13-14):979-82.

109. Hudey SN, Ledford DK, Cardet JC. Mechanisms of non-type 2 asthma. Current opinion in
immunology. 2020;66:123-8.

110. Poon AH, Eidelman DH, Martin JG, Laprise C, Hamid Q. Pathogenesis of severe asthma. Clin
Exp Allergy. 2012;42(5):625-37.

111.  Zhu M, Liang Z, Wang T, Chen R, Wang G, Ji Y. Th1/Th2/Th17 cells imbalance in patients with
asthma with and without psychological symptoms. Allergy and asthma proceedings. 2016;37(2):148-
56.

112.  Agache |, Ciobanu C, Agache C, Anghel M. Increased serum IL-17 is an independent risk factor
for severe asthma. Respiratory medicine. 2010;104(8):1131-7.

113.  Choy DF, Arron JR. Beyond type 2 cytokines in asthma - new insights from old clinical trials.
Expert opinion on therapeutic targets. 2020;24(5):463-75.

114. Ordonez CL, Shaughnessy TE, Matthay MA, Fahy JV. Increased neutrophil numbers and IL-8
levels in airway secretions in acute severe asthma: Clinical and biologic significance. American journal
of respiratory and critical care medicine. 2000;161(4 Pt 1):1185-90.

115.  Kips JC. Cytokines in asthma. The European respiratory journal Supplement. 2001;34:24s-33s.
116. Laurence A, Tato CM, Davidson TS, Kanno Y, Chen Z, Yao Z, et al. Interleukin-2 signaling via
STATS constrains T helper 17 cell generation. Immunity. 2007;26(3):371-81.

117. Chung KF, Barnes PJ. Cytokines in asthma. Thorax. 1999;54(9):825-57.

118. Taille C, Chanez P, Devouassoux G, Didier A, Pison C, Garcia G, et al. Mepolizumab in a
population with severe eosinophilic asthma and corticosteroid dependence: results from a French
early access programme. The European respiratory journal. 2020;55(6).



86

119. Bagnasco D, Caminati M, Menzella F, Milanese M, Rolla G, Lombardi C, et al. One year of
mepolizumab. Efficacy and safety in real-life in Italy. Pulmonary pharmacology & therapeutics.
2019;58:101836.

120. Papi A, Brightling C, Pedersen SE, Reddel HK. Asthma. Lancet. 2018;391(10122):783-800.

121. Holgate S, Casale T, Wenzel S, Bousquet J, Deniz Y, Reisner C. The anti-inflammatory effects
of omalizumab confirm the central role of IgE in allergic inflammation. The Journal of allergy and
clinical immunology. 2005;115(3):459-65.

122.  Prussin C, Griffith DT, Boesel KM, Lin H, Foster B, Casale TB. Omalizumab treatment
downregulates dendritic cell FcepsilonRI expression. The Journal of allergy and clinical immunology.
2003;112(6):1147-54.

123.  MacDonald KM, Kavati A, Ortiz B, Alhossan A, Lee CS, Abraham |. Short- and long-term real-
world effectiveness of omalizumab in severe allergic asthma: systematic review of 42 studies
published 2008-2018. Expert review of clinical immunology. 2019;15(5):553-69.

124. Busse W, Spector S, Rosen K, Wang Y, Alpan O. High eosinophil count: a potential biomarker
for assessing successful omalizumab treatment effects. The Journal of allergy and clinical
immunology. 2013;132(2):485-6 el1.

125. Bleecker ER, Wechsler ME, FitzGerald JM, Menzies-Gow A, Wu Y, Hirsch I, et al. Baseline
patient factors impact on the clinical efficacy of benralizumab for severe asthma. The European
respiratory journal. 2018;52(4).

126. Wenzel S, Ford L, Pearlman D, Spector S, Sher L, Skobieranda F, et al. Dupilumab in persistent
asthma with elevated eosinophil levels. The New England journal of medicine. 2013;368(26):2455-66.
127. Cruz AA, Riley JH, Bansal AT, Ponte EV, Souza-Machado A, Almeida PCA, et al. Asthma
similarities across ProAR (Brazil) and U-BIOPRED (Europe) adult cohorts of contrasting locations,
ethnicity and socioeconomic status. Respiratory medicine. 2020;161:105817.

128. de Carvalho-Pinto RM, Cukier A, Angelini L, Antonangelo L, Mauad T, Dolhnikoff M, et al.
Clinical characteristics and possible phenotypes of an adult severe asthma population. Respiratory
medicine. 2012;106(1):47-56.

129.  CLSI. Assessment of the Diagnostic Accuracy of Laboratory Tests Using Receiver Operating
Characteristic Curves; Approved Guideline - Second Edition. Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI document EP24-A2.2011.

130. Silvestri M, Bontempelli M, Giacomelli M, Malerba M, Rossi GA, Di Stefano A, et al. High
serum levels of tumour necrosis factor-alpha and interleukin-8 in severe asthma: markers of systemic
inflammation? Clinical and experimental allergy : journal of the British Society for Allergy and Clinical
Immunology. 2006;36(11):1373-81.

131.  Hilvering B, Vijverberg SJH, Jansen J, Houben L, Schweizer RC, Go S, et al. Diagnosing
eosinophilic asthma using a multivariate prediction model based on blood granulocyte
responsiveness. Allergy. 2017;72(8):1202-11.

132. Baldo DC, Dellavance A, Ferraz MLG, Andrade LEC. Evolving liver inflammation in
biochemically normal individuals with anti-mitochondria antibodies. Auto- immunity highlights.
2019;10(1):10.

133. de Brito Rocha S, Baldo DC, Andrade LEC. Clinical and pathophysiologic relevance of
autoantibodies in rheumatoid arthritis. Advances in rheumatology. 2019;59(1):2.

134. Kaur R, Chupp G. Phenotypes and endotypes of adult asthma: Moving toward precision
medicine. The Journal of allergy and clinical immunology. 2019;144(1):1-12.

135. Tan WC. Insights into early treatment of mild asthma: do inhaled corticosteroids make a
difference? Paediatric drugs. 2007;9(4):219-26.

136.  Standardization of Spirometry, 1994 Update. American Thoracic Society. American journal of
respiratory and critical care medicine. 1995;152(3):1107-36.

137. Coomes EA, Haghbayan H. Interleukin-6 in Covid-19: A systematic review and meta-analysis.
Reviews in medical virology. 2020;30(6):1-9.



87

138.  Pizzichini E, Pizzichini MM, Efthimiadis A, Evans S, Morris MM, Squillace D, et al. Indices of
airway inflammation in induced sputum: reproducibility and validity of cell and fluid-phase
measurements. American journal of respiratory and critical care medicine. 1996;154(2 Pt 1):308-17.
139.  Pizzichini E, Pizzichini MM, Efthimiadis A, Hargreave FE, Dolovich J. Measurement of
inflammatory indices in induced sputum: effects of selection of sputum to minimize salivary
contamination. The European respiratory journal. 1996;9(6):1174-80.

140. Hastie AT, Mauger DT, Denlinger LC, Coverstone A, Castro M, Erzurum S, et al. Baseline
sputum eosinophil + neutrophil subgroups' clinical characteristics and longitudinal trajectories for
NHLBI Severe Asthma Research Program (SARP 3) cohort. The Journal of allergy and clinical
immunology. 2020;146(1):222-6.

141. Emprm V, Rajanandh MG, Nageswari AD. Periostin - A Novel Systemic Biomarker for
Eosinophilic Airway Inflammation: A Case Control Study. J Clin Diagn Res. 2016;10(2):0C01-4.

142. Tran TN, Zeiger RS, Peters SP, Colice G, Newbold P, Goldman M, et al. Overlap of atopic,
eosinophilic, and TH2-high asthma phenotypes in a general population with current asthma. Annals
of allergy, asthma & immunology : official publication of the American College of Allergy, Asthma, &
Immunology. 2016;116(1):37-42.

143.  Akar-Ghibril N, Casale T, Custovic A, Phipatanakul W. Allergic Endotypes and Phenotypes of
Asthma. The journal of allergy and clinical immunology In practice. 2020;8(2):429-40.

144.  Abd El-Motaleb GS, Abou Amer AA, Elawa GM, Abo Alsood Abd Elfattah M. Study of urinary
leukotriene E4 levels in children with acute asthma. International journal of general medicine.
2014;7:131-5.

145. Lopez-Mejias R, Gonzalez-Gay MA. IL-6: linking chronic inflammation and vascular
calcification. Nature reviews Rheumatology. 2019;15(8):457-9.

146.  Harrison T, Canonica GW, Chupp G, Lee J, Schleich F, Welte T, et al. Real-world mepolizumab
in the prospective severe asthma REALITI-A study: initial analysis. The European respiratory journal.
2020;56(4).

147. Yoon J, Choi Y], Lee E, Cho HJ, Yang SI, Kim YH, et al. Allergic Rhinitis in Preschool Children
and the Clinical Utility of FeNO. Allergy, asthma & immunology research. 2017;9(4):314-21.

148. Kuang FL. Approach to Patients with Eosinophilia. The Medical clinics of North America.
2020;104(1):1-14.

149. Luo J, Deng W. Serum Periostin Level is not a Predictor of Early Stage Bone Loss in Chinese
Postmenopausal Women. Clinical laboratory. 2019;65(11).

150. Moss RB. Allergic bronchopulmonary aspergillosis. Clinical reviews in allergy & immunology.
2002;23(1):87-104.

151. Romanet-Manent S, Charpin D, Magnan A, Lanteaume A, Vervloet D, Group EC. Allergic vs
nonallergic asthma: what makes the difference? Allergy. 2002;57(7):607-13.

152.  Regateiro FS, Botelho Alves P, Moura AL, Azevedo JP, Regateiro DT. The diverse roles of T cell
subsets in asthma. European annals of allergy and clinical immunology. 2020.

153.  Pignataro FS, Bonini M, Forgione A, Melandri S, Usmani OS. Asthma and gender: The female
lung. Pharmacological research. 2017;119:384-90.

154. Candido DS, Claro IM, de Jesus JG, Souza WM, Moreira FRR, Dellicour S, et al. Evolution and
epidemic spread of SARS-CoV-2 in Brazil. Science. 2020;369(6508):1255-60.

155.  Agache |, Akdis CA, Akdis M, Canonica GW, Casale T, Chivato T, et al. EAACI Biologicals
Guidelines-Recommendations for severe asthma. Allergy. 2021;76(1):14-44.



88

FONTES CONSULTADAS

1. NORMATIZACAO PARA APRESENTACAO DE DISSERTACOES E TESES.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO.

Séao Paulo. 2013.

MANUAL DO USUARIO. NIOX MINO.

MANUAL DO USUARIO. LEUCOTRIENO E4 CAYMAN. 2016

4. DuoSet® ELISA. DEVELOPMENT SYSTEM. Human Periostin/OSF-2. R&D
Systems

w N



89

RESUMO

BALDO, DC. Avaliacdo de painel de biomarcadores para estabelecimento do
fendtipo inflamatoério da asma. (tese). Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Séo Paulo; 2022.

A asma é uma doencga inflamatéria cronica, sendo o Brasil um dos paises com
maiores taxas de prevaléncia no mundo. Para pacientes com doenca grave, a
fenotipagem por biomarcadores para definicdo do perfil inflamatério pode ser
necesséario para direcionar o tratamento, especialmente para asma tipo 2 (T2).
Objetivo: Avaliar o desempenho diagnostico de um painel de biomarcadores para
identificacdo do fendtipo inflamatério de pacientes asmaticos em uma populagéo
brasileira. Métodos: Foram avaliados 103 individuos brasileiros, sendo 37 asmaticos
e 66 controles ndo asmaticos. Pacientes e controles foram avaliados quanto aos
niveis de eosinofilos no sangue periférico (EosS), fracdo exalada do éxido nitrico
(FeNO), IgE sérica total, periostina sérica, leucotrieno E4 urinario e citocinas séricas.
Resultados: Maiores niveis de EosS (p=0,012), FeNO (p=0,001), IgE total (p<0,001)
e periostina (p=0,005) foram encontrados em asmaticos versus controles. Niveis de
IL-6 foram maiores em pacientes com asma comparados a controles que nao
tiveram COVID-19. Andlises dos biomarcadores por curva ROC demonstraram
resultados de area sobre a curva superiores a 65%. Periostina (OR: 12,550; 1C95%:
2,498-63,063) e IL-6 (OR: 7,249; 1C95%: 1,737-30,262) foram previsores
significativos de asma. EosS, FeNO, IgE, IL-6, TNF e IFN-y mostram correlagdes
com caracteristicas clinicas de gravidade em asmaticos. A periostina apresentou
maiores valores na asma T2 (p=0,006) e TNF na asma ndo T2 (p=0,029).
Conclusao: O painel de biomarcadores proposto para a identificacdo do fenétipo
inflamatoério de pacientes asméaticos demonstrou bom desempenho e aplicabilidade

clinica. A periostina € um novo biomarcador importante na identificacdo 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). S&o Paulo:

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao 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-y 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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