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RESUMO

Introducdo: estudos de criangas com asma grave resistente a terapia (AGRT) sdo escassos
em paises desenvolvidos e ndo h& dados publicados sobre apresentacdo clinica e
caracteristicas desses pacientes em paises em desenvolvimento.

Objetivo: descrever as principais caracteristicas clinicas, funcionais, radiologicas e de
inflamacdo no escarro induzido de criancas com AGRT, provenientes de um centro de
referéncia do sul do Brasil.

Métodos: foram selecionadas retrospectivamente criangas entre 6-14 anos, acompanhadas por
pelo menos 6 meses em um centro de referéncia do sul do Brasil, com diagnostico AGRT
(asma ndo controlada, usando doses elevadas de corticoide inalatério associado a beta-2
agonista de acdo longa). A partir de dados coletados prospectivamente no seguimento clinico,
foram analisados controle da doenga, funcdo pulmonar, teste cutdneo para aeroalérgenos,
avaliacéo da inflamacéo no escarro induzido, tomografia de torax, e phmetria.

Resultados: 21 pacientes foram selecionados (média de 9,2 anos). Dezoito (86%) pacientes
sdo atdpicos. A maioria dos pacientes apresenta pouco controle da doenca, com funcédo
pulmonar basal sempre proxima do normal. Dois pacientes apresentaram escarro
paucigranulocitico, 4 eosinofilico e 7 neutrofilico, onde 67% que repetiram o exame
apresentaram mudanca no padrdo inflamatorio. 6/7 (86%) pacientes que utilizaram
omalizumabe (anti-IgE) apresentaram melhora importante da qualidade de vida, com reducao
importante das exacerbacoes.

Conclusdes: criangas com AGRT apresentam doencga dificil de controlar, funcdo pulmonar
proxima do normal e padrdo inflamatdrio das vias aéreas variavel durante seguimento clinico,
sendo em sua maioria atépicas. Esse perfil, diferente dos adultos, precisa ser melhor
entendido em relagdo aos mecanismos que resultam em sintomas ndo responsivos a terapias

medicamentosas otimizadas.




ABSTRACT

Introduction:  Studies of children with severe therapy-resistant asthma are scarce in
developed countries and there is no published data about clinical presentations and
characteristics of these patients in developing countries.

Objective: To describe the main clinical characteristics, lung function, radiological findings,
and inflammation of induced sputum of children with severe therapy-resistant asthma from a
reference center in southern Brazil.

Methods: Children between 6-14 years of age, followed by at least 6 months in a reference
center, with severe therapy-resistant asthma (uncontrolled asthma using elevated doses of
inhaled corticoid associated with long-acting beta-2 agonist) were retrospectively selected.
All subjects from the reference center had clinical data, disease control, lung function, skin
test reactivity to aeroallergens, inflammation of induced sputum, chest computerized
tomography, and pH esophageal monitoring results prospectively collected.

Results: 21 patients were selected (mean age: 9.2 yo). Eighteen patients (86%) were atopic.
Most patients presented uncontrolled disease during most visits, with nearly normal baseline
lung function parameters. The sputum of two patients were paucigranulocytic, 4 were
eosinophilic and 7 neutrophilic, where 67% of the children who repeated sputum exam
changed the inflammatory patterns. 6/7 (86%) of the children who were treated with
omalizumab (anti-IgE) showed improvement in quality of life, with an important reduction in
exacerbations and hospitalizations.

Conclusions: Most children with severe therapy-resistant asthma from a non-affluent
population were patients with difficult-to-control disease, with nearly normal lung function
and prone to change airway inflammatory pattern during follow-up, most of them atopics.
This profile, unlike adults, need to be better understood in relation to the mechanisms that

result in symptoms unresponsive to optimized drug therapies.
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1.1 INTRODUCAO

Durante o Gltimo ano de minha residéncia medica decidi que iria me envolver nas
atividades do grupo de Pneumologia Pediatrica da PUCRS e aprender um pouco mais sobre
pesquisa cientifica. Conversei entdo com meus preceptores e obtive um estimulo muito
positivo do Prof. Dr. Paulo Maércio Pitrez, meu entdo orientador de mestrado e agora
doutorado, fiz a inscri¢do para selecdo de Mestrado no Curso de Pediatria e Saude da Criancga
da PUCRS e, obtendo éxito na selecdo, comecei a cursa-lo ainda no meu ultimo semestre da
residéncia. Tive entdo meus primeiro contatos com camundongos, aprendi a manuseé-los, as
diferentes técnicas cirurgicas e ainda a utilizar alguns instrumentos do laboratério, obtendo

conhecimentos novos muito instigantes para mim.

Em meu trabalho de mestrado provamos que a eficiéncia de um protocolo de indugéo
de resposta inflamatéria eosinofilica pulmonar alérgica em camundongos BALB/c mais curto
(10 dias), utilizado em estudos de asma, era semelhante ao protocolo antigo em que
necessitdvamos de 28 dias, o que resultaria em menos tempo para testar novas terapias em
asma. Mostramos também que a utilizacdo de ovalbumina (OVA) por via subcutanea (SC) era
semelhante a utilizacdo de ovalbumina intraperitoneal utilizando alum como adjuvante no
modelo murino de asma (o alum potencializa artificialmente a resposta imune e a producgéo de

citocinas de caracteristica alérgica), tornando este modelo menos artificial.

Seguindo a mesma linha de pesquisa em modelos murinos, iniciei meu doutorado
pesquisando um lisado bacteriano, o OM-85, que compreende uma mistura de proteinas
acidas, peptideos e aminoacidos, além de componentes menores de lipopolissacarideos e
acido lipoteicdico, extraidos de oito bactérias patogénicas comuns ao trato respiratorio
superior: Haemophilus influenzae, Diplococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e
ozaenae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e viridans, Neisseria catarrhalis. O
OM-85 tem sido utilizado no mundo ha cerca de 20 anos para reduzir o numero de infecgdes
respiratérias agudas em adultos e criangas, através de potenciais atividades
imunomoduladoras. Nossa pesquisa tinha como objetivo verificar se 0 OM-85 inibe a resposta

inflamatdria pulmonar alérgica em camundongos.

Ao mesmo tempo, desde o final de minha residéncia, continuei acompanhando o
Ambulatério de Asma Infantil do HSL/PUCRS com o Prof. Pitrez, onde lidamos

rotineiramente com pacientes asmaticos e com os desafios do seu tratamento. Em uma das
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consultas nos chamou atencdo o fato de um dos nossos pacientes ter apresentado um quadro
de asma quase fatal, o que, juntamente com o caso de alguns pacientes asmaticos muito
graves, 0 levou a iniciar o primeiro Ambulatério de Asma de Dificil Controle (ADC) do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Assim, fomos buscar mais conhecimentos na literatura e na
prética, visitando Centros de referéncia em adultos e criangas. O Prof. Pitrez visitou a UFMG
em Belo Horizonte, onde ha um centro muito conceituado no tratamento de criangas com
ADC, e eu fui a Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Pavilhdo Pereira Filho, para
aprender como os pneumologistas adultos diagnosticavam e tratavam a ADC. Findado este
periodo de estudos, iniciamos nosso protocolo de atendimento, com divulgagdo do Centro,
recebendo criancas da rede publica e de outros colegas para tratamento. Iniciamos também
um protocolo de indicacdo e aplicacdo de omalizumabe (anti-1gE) nas criancas com ADC, nos
tornando centro pioneiro no pais para tratamento com esta nova terapia em asma grave na
crianca. O ambulatério infantil de ADC da PUCRS é hoje um centro de referéncia, recebendo
visitas de médicos especialistas do Brasil e América Latina para replicarem nosso protocolo.
Assim, este tema tornou-se parte central do meu doutorado, com identificacdo e descricdo
completa das principais alteragdes clinicas, funcionais, radioldgicas e de marcadores
inflamatorios, avaliando controle da doenca e qualidade de vida destas criangas. N&o
encontramos dados brasileiros publicados sobre ADC em crianga, nem mesmo em centros de

pacientes em desenvolvimento.

Deste modo, em meu doutorado, meus trabalhos foram concentrados na realizacdo de
dois artigos originais, apresentados a seguir, em asma: o primeiro estudando o efeito do lisado
bacteriano OM-85 na resposta inflamatoéria pulmonar alérgica em camundongos e o segundo

sobre asma de dificil controle na crianga, mostrando as caracteristicas destes pacientes.
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1.2 JUSTIFICATIVA
ARTIGO I

A asma ¢é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas inferiores cujo tratamento central
convencional é o corticoide inalatdrio de uso continuo®. No entanto, ndo existe ainda nenhuma terapia
ou fator protetor capaz de prevenir primariamente a doenca no inicio da vida ou fA&rmacos mais isentos
de eventos adversos. Pro-bidticos?*, prevencdo de infecgOes virais no inicio da vida®® e exposicdo
ambiental a produtos bacterianos como o lipopolissacarideo (LPS)7parecem reduzir o risco de
desenvolvimento de asma.

O OM-85 é um lisado bacteriano, imunoestimulante, que compreende uma mistura de
proteinas &cidas, peptideos e aminoéacidos, além de componentes menores de lipopolissacarideos e
acido lipoteicdico, extraidos de oito bactérias patogénicas comuns ao trato respiratorio superior sendo
utilizado no mundo ha cerca de 20 anos para reduzir o nimero de infeccGes respiratdrias agudas em
adultos e criangas®®, expressando diversas atividades imunomodulatérias?®.

Alguns estudo demostraram a reduc¢do da resposta inflamatdria TH, com o uso deste lisado,
em doses extremamente elevadas do ponto de vista translacional, se pensarmos na equivaléncia de
dose para humanos®t+12,

Com estes dados, como nosso grupo ja havia publicado alguns trabalhos com o uso do OM-
85, resolvemos organizar um estudo de forma a verificar se a resposta TH; era reduzida com o uso de

doses convencionais deste lisado.

ARTIGO Il

A asma é uma doenca cronica das vias aéreas inferiores que acomete cerca de 300
milhdes de pessoas em todo mundo®. Atualmente, um dos fatores mais impactantes da asma é
o importante comprometimento da qualidade vida do paciente?® . A asma de dificil controle
na crianga representa o maior desafio clinico, com prevaléncia estimada em 0,5% da
populacdo escolar (aproximadamente 5% das criangas com asma)*. Criangas com asma de
dificil controle apresentam exacerbacGes frequentes com sintomas diarios, piorando, assim,
sua qualidade de vida, com grande impacto em atendimento médico, perda escolar,
hospitalizacBes e custos financeiros para a familia e sociedade. A doenca é caracterizada por
sintomas continuos, exacerbagdes e necessidade frequente de uso de beta-2 agonistas de curta
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acdo a despeito de uma dose didria de pelo menos 800ug de budesonida, por no minimo 6

meses®.

Dentro deste grupo de pacientes, a apresentacdo clinica mais delicada é a do paciente
com asma grave resistente a terapia farmacoldgica (AGRT), que necessita de uma abordagem
sistematica. Assim, criangcas com AGRT, para realizacdo deste diagndstico, necessitam de
uma avaliagdo sistematica para exclusdo de outras doencas (fibrose cistica, imunodeficiéncias,
entre outras), e manejo de ma técnica inalatoria, ma adesdo ao tratamento, co-morbidades
relevantes e fatores ambientais importantes®. Existem poucos trabalhos descrevendo
especificamente as caracteristicas clinicas de criancas com AGRT’® e analisando em maior
detalhe os mecanismos responsaveis por esta apresentacio tdo grave da doenca®'%!!, Além
disso, ndo existem estudos descrevendo a asma grave resistente a terapia em criancas de
paises em desenvolvimento, apesar de se saber que paises de tamanho continental como o
Brasil apresentam elevada prevaléncia de asma grave 1213,

Visto o quadro apresentado, eu e meu orientador resolvemos dedicar um ambulatorio
especifico para atendimento destes casos, tanto para otimizar o tratamento quanto para estudar

as caracteristicas destes nossos pacientes.
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1.3 OBJETIVOS
ARTIGO |

O objetivo deste artigo é avaliar especificamente a eficacia do lisado bacteriano OM-
85 na prevencdo de inflamacdo de vias aéreas em um modelo murino de inflamacéo
eosinofilica de vias aéreas inferiores, realizando uma primeira fase com protocolos de dose-
resposta, compativel com doses humano-equivalentes, com posterior teste de eficacia mais

detalhado utilizando somente uma dose.

ARTIGO Il

O objetivo do estudo com pacientes com asma grave resistente a terapia é descrever as
principais caracteristicas fenotipicas, funcionais, radiologicas e de inflamacéo das vias aéreas
de criancas e adolescentes com este diagndstico, acompanhados em nosso ambulatério de

asma no Hospital Sdo Lucas da PUCRS.
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RESUMO

Introducdo: apesar do tratamento convencional, ndo existe ainda nenhuma terapia ou fator
protetor capaz de prevenir primariamente a asma no inicio da vida. Pro-bioticos, prevencéo de
infeccbes virais no inicio da vida e exposi¢cdo ambiental a produtos bacterianos como o
lipopolissacarideo (LPS) parecem reduzir o risco de desenvolvimento de asma. O OM-85 é
um lisado bacteriano, imunoestimulante, que tem se mostrado eficaz na reducéo do nimero de
infeccBes em vias aéreas inferiores.

Objetivo: avaliar especificamente a eficacia do lisado bacteriano OM-85 na prevencédo
primaria de asma de caracteristica eosinofilica em um modelo murino.

Meétodos: na primeira fase de nosso estudo 32 animais receberam doses de 0,5 ug, 5 ug e 50
ug de OM-85 (Paxoral®, Farmasa, Brasil), por gavagem, durante 5 dias (dias -10 a -6 do
protocolo), 10 dias antes do inicio da sensibilizacdo com ovalbumina (OVA), para avaliarmos
0s resultados dos protocolos de dose-resposta. Uma dose (5 pg) foi escolhida para
verificarmos em maior detalhe o efeito do OM-85 sobre a resposta pulmonar alérgica. O
experimento foi entdo repetido com grupos controle positivo e negativo (no total de 20
animais), sendo avaliados funcdo pulmonar, contagem total/diferencial de células e citocinas
no lavado broncoalveolar, IgE especifica para OVA, e analise histopatoldgica.

Resultados: 0 OM-85 ndo reduziu a resposta pulmonar eosinofilica, quando comparado ao
controle positivo, independente da dose utilizada. Na segunda fase, usando 5 pg/animal de
OM-85, ndo encontramos também diferenca de efeito do OM-85 na resposta pulmonar
eosinofilica, de citocinas Th2/Thl e IgE especifica para OVA no LBA, nas alteragdes
histopatoldgicas e na resisténcia das vias aéreas.

Conclus6es: o0 OM-85, administrado no inicio da vida em camundongos, em doses humano-

equivalentes, ndo inibe o desenvolvimento da resposta pulmonar alérgica em camundongos.

Descritores: OM-85, lisado bacetriano, asma, camundongo.
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ABSTRACT

Background: Despite conventional treatment, there is no current therapy or protective factor
that are able to primarily prevent asthma in early life. Probiotics, prevention of viral infections
early in life and environmental exposure to bacterial products such as lipopolysaccharide
(LPS) appear to reduce the risk of developing asthma. The OM-85 is an immunostimulant
bacterial lysate, which has been proven effective in reducing the number of infections in the
lower airways.

Objective: To assess the efficacy of the bacterial lysate OM-85 in primary prevention of a
murine model of asthma.

Methods: in the first phase of our study the 32 animals received doses of 0.5 ug, 5 ug and 50
pug of OM-85 (Paxoral®, Farmasa, Brazil) by gavage for 5 days (days -10 to -6 of the
protocol), 10 days prior to starting the sensitization with ovalbumin (OVA), in order to
evaluate the results of dose-response protocols. In additional, a 5 pg dose was chosen in order
to verify in detail the effect of OM-85 on the pulmonary allergic response. The experiment
was then repeated with positive and negative control groups (20 animals), and lung function,
total/differential cells and cytokines from bronchoalveolar lavage fluid, OVA-specific IgE
levels from blood, and lung histopathological analysis were evaluated.

Results: OM-85 did not reduce pulmonary eosinophilic response, compared to the positive
control group, regardless of the dose used. In the second phase, using 5 pg/animal of OM-85,
we did not show any difference among the groups studied, including Th2/Th1 cytokines and
OVA-specific IgE, lung histological findings and lung resistance.

Conclusions: OM-85, administered in early life in mice in human-equivalent doses, does not

inhibit the development of allergic pulmonary response in mice.

Key words: OM-85, bacterial lysate, asthma, mice.
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INTRODUCAO

A asma é uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas inferiores que acomete
cerca de 300 milhdes de pessoas em todo mundo, com elevada prevaléncia em criancgas (10-
30% da populacdo). Uma vez estabelecida a doenca, ha inflamagdo cronica associada a
hiperresponsividade brénquica, com sintomas de obstrugcdo das vias aéreas inferiores, que

respondem somente a tratamento continuo anti-inflamatorio (1).

O tratamento central convencional da asma é o corticoide inalatorio de uso continuo.
Sua utilizacdo, muitas vezes associada a outros farmacos, permite alcancar o controle da
doenca na maioria dos casos. No entanto, ndo existe ainda nenhuma terapia ou fator protetor
capaz de prevenir primariamente a doenca no inicio da vida ou farmacos mais isentos de
eventos adversos. Pro-bidticos (2-4), prevencdo de infeccdes virais no inicio da vida (5, 6) e
exposi¢do ambiental a produtos bacterianos como o lipopolissacarideo (LPS) (7) parecem

reduzir o risco de desenvolvimento de asma.

O OM-85 é um lisado bacteriano, imunoestimulante, que compreende uma mistura de
proteinas acidas, peptideos e aminoacidos, além de componentes menores de
lipopolissacarideos e acido lipoteicéico, extraidos de oito bactérias patogénicas comuns ao
trato respiratério superior: Haemophilus influenzae, Diplococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae e ozaenae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e viridans, Neisseria
catarrhalis, sendo utilizado no mundo héa cerca de 20 anos para reduzir o numero de infec¢des
respiratorias agudas em adultos e criancas (8, 9), expressando diversas atividades
imunomodulatorias (10). Em margo de 2012, em uma revisdo da Cochrane de 35 estudos
placebo-controlados, Del-Rio-Navarro e col. demonstraram que 40% dos pacientes menores
de 18 anos que fizeram uso de imunoestimulantes reduziram o ndmero de infecgdes em vias
aéreas inferiores quando comparados ao grupo placebo (11). Em 2010, Razi e col. partindo do
principio de que as infeccOes em vias aereas inferiores séo a principal causa de sibilancia em
criancas, e que o0 OM-85 pode reduzir o numero destas infecgdes em 25-50%, publicou um
estudo com 75 criancas sibilantes prévias entre 1 e 6 anos de vida, demonstrando reducdo de
37,8% nos episodios de sibilancia (9, 12).

Somando-se os achados desses estudos ao conceito de “mucosa comum do sistema
imune” (13), no qual a estimulacdo por um antigeno em uma mucosa leva a estimulacéo de
uma resposta imune em outra mucosa distante, torna atraente a hipdtese de que o OM-85

oferecido por via oral poderia modular o desenvolvimento de asma de origem alérgica.
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Assim, Navarro et al. utilizaram um modelo murino de resposta Tn2 induzida por ovalbumina
(OVA), onde demonstraram que o uso de OM-85 inibiu a hiperresponssividade bronquica,
inflamacéo pulmonar, hipersecre¢do de muco, eosinofilia em vias aéreas, e producdo de IgE
antigeno-especifica, reduzindo o numero de células Th2 inflamatorias, com reducdo de
citocinas, e aumentando o nimero de células Treg Na ldmina prépria intestinal e na mucosa das
vias aéreas. (14) Strickland et al. também demonstraram que o OM-85 por via oral pode
estimular resposta de celulas Treg @ distdncia em outro tecido, com inibicdo da resposta
alérgica pulmonar em ratos, reforcando a ideia deste tipo de terapia. (10) No entanto, as doses
utilizadas em ambos os estudos sdo consideradas extremamente elevadas do ponto de vista

translacional, se pensarmos na equivaléncia de dose para humanos. (15)

Nesse contexto, o objetivo deste artigo € avaliar especificamente a eficacia do lisado
bacteriano OM-85 na prevencdo de inflamagdo de vias aéreas em um modelo murino de
inflamagdo eosinofilica de vias aéreas inferiores, realizando uma primeira fase com
protocolos de dose-resposta, compativel com doses humano-equivalentes, com posterior teste

de eficdcia mais detalhado utilizando somente uma dose.

Métodos

Fase |
Animais

Foram utilizados 32 camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, em idade neonatal
(entre 3 e 4 semanas de vida), provenientes do biotério da instituicdo (CeMBE, PUCRS). Os
animais foram alimentados, antes e durante a fase de experimentacdo, com racao balanceada
para roedores e a&gua ad libitum. Criados em biotério convencional, os animais foram
mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro (6:00/18:00). Os animais foram agrupados de acordo com a dose do lisado bacteriano
(OM-85) recebida (0,5 ng, 5 ug e 50 pg), em 3 grupos de 8 animais cada. Um grupo controle
positivo (n=8) recebeu somente solugéo salina tamponada (DPBS) como placebo, no mesmo

volume que os animais tratados com OM-85.

Protocolo de asma e curva dose-resposta ao OM-85
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A dose utilizada para sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) foi de 20 ug, por via
subcuténea (SC), diluida em 200 uL de DPBS para todos os grupos. O desafio intranasal (IN)
foi realizado com uma dose de 100 ug de OVA, diluida em 50 uL de DPBS. Para permitir a
aspiracdo pulmonar, os animais foram anestesiados em uma camara anestesica, utilizando-se

isofluorano por cerca de 30 segundos.

Os animais receberam doses de 0,5 pug, 5 ug e 50 pg de OM-85 (Paxoral®, Farmasa,
Brasil), por gavagem, durante 5 dias (-10 a -6 dia do protocolo), 10 dias antes do inicio da
sensibilizacdo com OVA, que ocorreu nos dias 0 e 7 do protocolo. O desafio intranasal com
OVA foi realizado por 3 dias consecutivos, apos a sensibilizacdo (dias 14, 15 e 16 do
protocolo). Os grupos e protocolos sdo apresentados na Tabela 1 e Figura 1, respectivamente.
Mensuracédo de funcdo pulmonar e realizacdo de lavado broncoalveolar LBA foram realizados

no final do protocolo.

Tabela 1. Grupos do estudo de acordo com a fase e dose de OM-85 recebida.

Grupos NUmero de animais
Fase | n=32
OM-85 (0,5 ng) 8
OM-85 (5 ng) 8
OM-85 (50 pg) 8
Controle positivo 8
Fase Il n=20
OM-85 (5 ng) 8
Controle positivo 8

Controle negativo 4
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Figura 1. Protocolo utilizado para indugdo de resposta pulmonar alérgica aguda em camundongos
BALB/c e uso precoce de OM-85. OVA: ovalbumina; s.c.: subcutanea; i.n.: intranasal. O grupo
controle positivo recebeu somente solugdo salina tamponada (DPBS) como placebo ao invés de OM-
85 por gavagem e o controle negativo recebeu DPBS em todos os procedimentos (gavagem, inje¢ao
subcuténea e desafio intranasal), nos mesmos volumes que os animais tratados. OVA: ovalbumina;
s.c.: sub-cuténea; i.n.: intranasal.

Fase Il

A partir dos resultados dos protocolos de dose-resposta, uma dose foi escolhida para
verificarmos em maior detalhe o efeito do OM-85 sobre a resposta pulmonar alérgica. O
experimento foi entéo repetido (n=16), com grupos controle positivo (n=8) e negativo (n=4).
A sensibilizacdo e desafio intranasal (IN) com OVA foram realizados do mesmo modo que a
fase I. Os grupos e protocolos da Fase 1l sdo apresentados também na Tabela 1 e na Figura 1,

respectivamente.

Funcdo pulmonar

A funcdo pulmonar foi realizada na Fase Il, ap6s canulagdo da traquéia por
traqueostomia, com o animal anestesiado. O mesmo foi mantido em um ventilador (Harvard
Minivent, Hugo Sachs Elektronik, USA), por 5 minutos, antes do inicio do teste. Foram
realizadas seis medidas de técnica de oscilagdo forcada, durante pausa do respirador (6
segundos). Os dados coletados no teste de funcdo pulmonar foram analisados em software
especifico (WinLung, Hungria), com mensuracdo de resisténcia das vias aéreas e
propriedades elasticas (viscosidade e elasticidade) do pulmédo (Raw, G, H e G/H), através da
impedancia pulmonar (16).
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Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado em ambas as fases do estudo, através da canulacdo da traquéia
com agulha de ponta romba, ap06s anestesia com xilazina 2% e cetamina 5%, com propor¢ao
de 1:9 na solugéo (dose: 0,1 ml). Uma solugéo de DPBS (1 mL) foi instilada via intratraqueal,
e aspirada logo apos, por 3 vezes consecutivas. Apos o procedimento, os animais foram
sacrificados com doses letais dos farmacos utilizados para anestesia, em uma dose 3 vezes

maior, e descartados de acordo com as normas da instituicao.

Contagem total de células e exame citolégico diferencial no LBA

A amostra do LBA foi centrifugada a 2000 rpm, por 4 minutos. O precipitado foi
ressuspendido em 300 puL de DPBS. Foi realizada a contagem total de células (CTC) e o
calculo de viabilidade celular em 10 pL desta suspensdo, em todas as amostras, através do
método de exclusdo de azul de tripan, em camara de Neubauer (Boeco, Germany). Para a
anélise da citologia diferencial, 80 puL da suspensdo do precipitado foram colocados em
citocentrifuga (30g, por 5 minutos) e deixados secar a temperatura ambiente. As células foram
coradas com kit pandético rapido (Laborclin, Brasil) e analisadas de acordo com sua
morfologia. Os tipos celulares observados ao microscépio Optico foram expressos em

percentagem, apos a contagem de 400 células.

Analise histopatoldgica

Apos remocdo dos pulmdbes, na Fase Il, foi realizada perfusdo com formalina
tamponada a 10%, através de coluna de gravidade (20 mmHg). As laminas foram preparadas
a partir de cortes de 4 um de blocos de parafina de tecido pulmonar e corados com
hematoxilina-eosina (HE) para analise histopatoldgica em microscépio optico. Uma avaliagdo
qualitativa da presenca de resposta inflamatoria bronquica foi realizada, bem como contagem
do numero de eosinofilos em um campo, em 3 bronquios diferentes, para classificacdo de

gravidade da inflamacdao eosinofilica.
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IgE especifica para OVA

Foi analisada a sensibilizacdo a ovalbumina através da mensuracdo de IgE especifica
para OVA no LBA pelo método de ELISA (MD Biosciences, Inc.), segundo instrucdes do

fabricante.

Citometria de fluxo

Os sobrenadantes de LBA foram congelados a -80LJC, para posterior analise. Os
niveis de IL-4 e IFN-y foram entdo mensurados em citdmetro de fluxo (FACSCanto Il, BD,
USA) com a utilizacdo do kit Cytometric Bead Array (CBA) Flex SetTM, conforme

metodologia descrita pelo fabricante (BD Biosciences, USA).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS, versdo 17.0. Para
comparacgado entre cada grupo e o controle positivo, foi realizado teste t de student. O nivel de
significancia estabelecido foi de 0,05. Como desfecho principal, utilizamos a contagem
diferencial de células, com presenca de eosinéfilos no LBA dos animais, por ser a célula
efetora do sistema imune mais importante neste modelo experimental. Além da medida da IgE
sanguinea, dosagem das citocinas inflamatérias (IL-4 e IFN-y) e funcdo pulmonar nos

camundongos.

O célculo do tamanho amostral foi de 8 animais por grupo. Este célculo foi baseado
em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho
principal a contagem absoluta de eosinéfilos no LBA para uma média de 0,7 x 108 cél/ml,
com desvio padrdo de +0,34, um valor de p=0,05, e poder de 80%, com diferenca entre as

médias dos grupos estimada em 80%.
Aspectos éticos

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais, seguindo
0 preconizado pelo Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL),

preconizando a utilizacdo do menor nimero de animais e manejo da dor e sofrimento durante
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os procedimentos do estudo e eutanasia. Este estudo teve a aprovagdo da Comissdo de Etica
para 0 Uso de Animais (CEUA) da instituigéo.

Resultados

Utilizamos o lisado bacteriano OM-85 no inicio da vida para avaliar a capacidade de
um extrato bacteriano de inibir a resposta eosinofilica pulmonar em camundongos BALBI/c.
Inicialmente, realizamos uma primeira fase para tentar encontrar uma dose mais eficaz do
OM-85. A meédia do retorno do LBA de todos os animais foi de 0,69+0,12 ml, com
viabilidade celular média de 100%. A média de eosindfilos do LBA no grupo controle
negativo foi de 3,4+2,3 %, e no controle positivo foi de 71,39+6,8 %. Valores do volume de
retorno, viabilidade celular, e nimero de eosindfilos nos controles positivos e negativos

compreendem os valores esperados para este modelo.

A contagem total de células no LBA foi semelhante nos grupos controle positivo, 0,5
ug, 5 pug e 50 pg (p=0,96), ocorrendo 0 mesmo com o numero de linfocitos (p=0,42),
macrofagos (p=0,70), neutrdfilos (p=0,91) e eosindfilos (p =0,88). A resposta inflamatoria

celular no LBA da Fase | do estudo é apresentada na Figura 2.




Artigo Original 1 32

CTC Neutroéfilos

Eosinéfilos

100+ 301

80
20
60
404

201

N° de células no LBA (x104 céls/ml)

NO de células no LBA (x104 céls/ml)
NO de células no LBA (x10* céls/ml)

Linfécitos Macréfagos

201

T

& & > 3
QF %) o2

N R)(') \gb \&g,

o N O 5

g

N

NO de células no LBA (x10% céls/ml)
N° de células no LBA (x10% céls/ml)

Figura 2. Comparacdo da contagem total e diferencial no lavado broncoalveolar (LBA) entre os grupos
estudados na Fase I. Os grupos estudados foram: controle positivo (Controle +), OM-85 0,5 ug, OM-
855 ug e OM-85 50 pug. O grupo controle negativo ndo foi incluido nestas analises.

Ao verificarmos na Fase | que o0 OM-85 ndo reduziu a resposta pulmonar eosinofilica
guando comparado ao controle positivo, independente da dose utilizada, decidimos escolher a
dose intermediaria para a Fase Il (5 pg/animal), repetindo o experimento para comparacao
com o controle positivo e negativo, com o objetivo de comprovar que o0 OM-85 ndo inibe a
resposta inflamatdria eosinofilica pulmonar ou sistémica dos camundongos, ampliando os
desfechos de andlise. N&o houve diferenca na resposta pulmonar eosinofilica ente o grupo
controle positivo e 0 OM-85 5 ug. Nesta fase, os neutrofilos do grupo OM-85 pg mostraram-
se aumentados e os linfocitos reduzidos no LBA em relagdo ao controle positivo. Os

resultados da celularidade do LBA na Fase Il sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Comparacéo da contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA) entre os
grupos estudados na Fase Il. Os grupos estudados nessa fase foram: controle positivo (Controle +),
controle negativo (Controle -) e OM-85 5 nug. O Controle negativo foi utilizado para ilustracdo da
resposta celular inflamatéria do modelo murinho, mas ndo foi utilizado nos testes estatisticos.
*p<0,01.

O grupo com 5 ug e o controle positivo apresentaram IgE especifica para OVA (p<
0,0001) e IL-4 (p<0,001) mais elevados em relacdo ao controle negativo, mas semelhantes
entre eles (controle positivo versus OM-85) (Figura 4). Os niveis de INF-gama no LBA foram

todos inferiores aos niveis de deteccao.
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Figura 4. Niveis de IL-4 no lavado broncoalveolar (LBA) e de IgE especifica séricos para ovalbumina
(OVA) entre os grupos estudados. *p=0,04
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A resisténcia das vias aéreas medida por impedancia com o método de oscilagdo
forcada ndo mostrou diferenca entre o grupo OM-85 com 5 nug e o controle positivo (Figura
5).
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Figura 5. Resisténcia das vias aéreas medida por impedancia com o método de oscilacdo forcada. *p<0,037

Por fim, a andlise histoldgica entre os grupos demonstrou que o infiltrado celular
peribroncovascular intenso, com predominio de linfdcitos e eosinofilos, foi semelhante entre
0s grupos em que foi utilizado 5 ng de OM-85 e o controle positivo. O grupo controle
negativo apresentou anatomia preservada, sem alteracfes inflamatorias, caracteristico de

animais saudaveis (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo histologica entre os

grupos. Os camundongos que utilizaram OM-

85 e o controle positivo apresentaram

caracteristicas histopatolégicas semelhantes.

As setas vermelhas apontam o infiltrado

celular peribroncovascular intenso em ambos
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Figl]}a"{). C‘o?np racao h 51016?;11%5 e%g‘gkr’u pos. Os camundongos que utilizaram OM-85 e o controle
positivo apresentaram carateristicas histopatoldgicas semelhantes. As setas vermelhas apontam o
infiltrado celular peribroncovascular intenso em ambos 0s grupos.

Discussao

Verificamos que o extrato de lisado bacteriano OM-85 administrado no inicio da vida,
em doses humano-equivalentes, ndo inibiu o desenvolvimento da resposta pulmonar alérgica
em camundongos, em relacdo a contagem total de células, inflamagdo pulmonar, eosinofilia
pulmonar e sanguinea e producédo de IgE especifica para ovalbumina. Tivemos o cuidado de
testar trés doses mais proximas da equivaléncia para uso em humanos, ampliando desfechos
de andlise utilizando a dose intermediaria testada (Fase I1). Na fase Il, ndo encontramos
diferenca de efeito do OM-85 na resposta pulmonar eosinofilica, de citocinas Th2 e Thl no

LBA, nas alteracGes histopatoldgicas e na resisténcia das vias aéreas.

Os primeiros estudos com OM-85 datam da década de 90, onde foi relatado seu efeito
imunomodulatério na ativagdo de macrdfagos, células natural killer e producdo de citocinas
no combate a infecgdes (17-21). Desde entdo, seu efeito sobre a reducao de infeccdes do trato
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respiratério vem sendo estudado com resultados positivos em criancas e adultos (20, 22-25).

Sua eficacia em asma, no entanto, precisava ser melhor explorada.

Entdo, especificamente em asma, dois estudos mais recentes avaliaram o efeito do
OM-85 sobre a resposta alérgica pulmonar em roedores, analisando o aspecto mecanistico da
estimulagdo de linfdcitos Treg pelo OM-85 administrado pelo trato gastrointestinal. (10, 14).
Strickland et al. mostraram inibi¢éo da hiperresponsividade bronquica, inflamagdo pulmonar,
producdo de IgE especifica e de citocinas Th2 em um modelo de asma em ratos com OVA.
Mostraram também que apdés a inalacdo do aeroalérgeno, e antes de sua translocacdo as vias
aéreas regionais atraves da drenagem dos linfonodos, ocorre a ativacdo de células dendriticas
quiescentes da mucosa da via aérea (CDMVA) através da interacdo com células T de
memoria, levando ao aumento da expressdo de CD86 e aumento da atividade estimulatoria da
célula T através destas células dendriticas in situ. InteracBes subsequentes entre CDMVA e
células T de memdria transitoria resultam em ativacdo da resposta da célula Tw local, com
duracdo determinada pela atividade da célula regulatoria (Treg). A importancia da resposta Treg
no controle da hiperresponssividade brénquica e associacdo com doencas alérgicas podem
representar um novo tratamento para asma (10). Navarro et al., na mesma linha de
investigacdo, mostrou que o OM-85 inibe também a resposta pulmonar alérgica em
camundongos, estimulando a producdo de células Trg no pulmdo. (14) No entanto, nosso
estudo mostrou resultados diametralmente opostos, ndo encontrando inibicdo da resposta
pulmonar alérgica pelo OM-85 em modelo murino de asma, utilizando 3 doses do lisado
bacteriano. A explicacdo mais provavel para o nosso achado é que utilizamos doses muito
mais baixas do OM-85, que foram baseadas em célculo de dose humano-equivalentes. Se
considerarmos a conversdo da dose utilizada nos animais dos estudos de Strickland et al. e
Navarro et al., as doses humano-equivalentes de OM-85 para criangas (considerando um peso
de uma crianga de 10 kg) seriam de aproximadamente 96 mg/kg e 150 mg/kg,
respectivamente. Essas doses seriam extremamente elevadas para uso em criangas, tornando a
sugestdo translacional dos autores inviavel. As doses de 0,5 ug, 5 ug e 50 ug que utilizamos
de OM-85 em camundongos nos permitiriam realizar estudos clinicos em criangas, por
resultarem em doses humano-equivalentes de 0,002 mg/kg, 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg,
respectivamente. No entanto, nossas doses ndo mostraram efeito inibidor da resposta
pulmonar alérgica. Além disso, testamos previamente a dose de 700 ug (dose humano
equivalente de 2,85 mg/kg) de OM-85 no mesmo modelo, sem resultados positivos
(resultados ndo publicados).
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Na Fase Il do nosso estudo, encontramos alteracBes na contagem de neutréfilos e
eosindfilos no LBA. Nao conseguimos encontrar uma explicacdo para estes achados, e
acreditamos que eles ndo modificam as conclusdes do nosso estudo em relacdo a auséncia de

efeito do OM-85 na inibicdo da resposta pulmonar alérgica em camundongos.

Quanto aos niveis de citocinas no LBA encontrados neste estudo, mostramos que IL-4
estava elevada nos dois grupos de modelos de camundongos (controle positivo e OM-85),
sem aumento de IFN-y. Esta Gltima citocina mostrou-se elevada sistemicamente em modelo
murino de OVA tratado com OM-85 (26), mas Navarro et al. encontraram 0S mesmos
resultados do nosso estudo, sugerindo que 0 OM-85 n&o estimula a resposta Thl no pulmé&o.
Nossos achados negativos séo reforcados ainda pelo resultado de auséncia de reducdo pelo
OM-85 de IgE especifica para OVA no LBA, quando comprado ao controle positivo.

Uma das limitacdes do nosso estudo foi ndo avaliar o feito do OM-85 em relacdo ao
estimulo de células Treg N0 pulm&o. Porém, ao mostrarmos que 0 OM-85 ndo teve eficacia nos
nosso estudo pré-clinico em camundongos, utilizando os desfechos mais importantes desse
modelo (celularidade no LBA e achados histologicos), esta analise nos parece mais

secundaria do ponto de vista de aplicacdo dos nossos resultados.

Concluindo, nosso estudo demonstrou que o uso precoce de OM-85, em doses
humano-equivalentes, ndo exerce um papel de inibicdo do desenvolvimento da asma em
modelo murino. Nossos resultados ndo estimulam a exploracdo de estudos utilizando o0 OM-
85 em criancas com fatores de risco para desenvolvimento de asma de origem alérgica no

inicio da vida.
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RESUMO

Introducdo: estudos de criangas com asma grave resistente a terapia (AGRT) sdo escassos
em paises desenvolvidos e ndo hd dados publicados sobre apresentacdo clinica e

caracteristicas desses pacientes em paises em desenvolvimento.

Objetivo: descrever as principais caracteristicas clinicas, funcionais, radiologicas e de
inflamacdo no escarro induzido de criancas com AGRT, provenientes de um centro de

referéncia do sul do Brasil.

Métodos: foram selecionadas retrospectivamente criangas entre 6-14 anos, acompanhadas por
pelo menos 6 meses em um centro de referéncia do sul do Brasil, com diagnostico AGRT
(asma ndo controlada, usando doses elevadas de corticoide inalatério associado a beta-2
agonista de acdo longa). A partir de dados coletados prospectivamente no seguimento clinico,
foram analisados controle da doenga, funcdo pulmonar, teste cutdneo para aeroalérgenos,

avaliacéo da inflamacéo no escarro induzido, tomografia de térax, e phmetria.

Resultados: 21 pacientes foram selecionados (média de 9,2 anos). Dezoito (86%) pacientes
sdo atdpicos. A maioria dos pacientes apresenta pouco controle da doenca, com funcéo
pulmonar basal sempre proxima do normal. Dois pacientes apresentaram escarro
paucigranulocitico, 4 eosinofilico e 7 neutrofilico, onde 67% que repetiram o exame
apresentaram mudanca no padrdo inflamatorio. 6/7 (86%) pacientes que utilizaram
omalizumabe (anti-IgE) apresentaram melhora importante da qualidade de vida, com reducéo

importante das exacerbagdes.

Conclusoes: criancas com AGRT apresentam doenca dificil de controlar, fun¢do pulmonar
proxima do normal e padrdo inflamatorio das vias aéreas variavel durante seguimento clinico.
Esse perfil, diferente dos adultos, precisa ser melhor entendido em relagdo aos mecanismos

gue resultam em sintomas néo responsivos a terapias medicamentosas otimizadas.

Descritores: asma grave, atopia, escarro, fun¢dao pulmonar
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ABSTRACT

Introduction:  Studies of children with severe therapy-resistant asthma are scarce in
developed countries and there is no published data about clinical presentations and
characteristics of these patients in developing countries.

Objective: To describe the main clinical characteristics, lung function, radiological findings,
and inflammation of induced sputum of children with severe therapy-resistant asthma from a
reference center in southern Brazil.

Methods: Children between 6-14 years of age, followed by at least 6 months in a reference
center, with severe therapy-resistant asthma (uncontrolled asthma using elevated doses of
inhaled corticoid associated with long-acting beta-2 agonist) were retrospectively selected.
Most of the subjects from the reference center had clinical data, disease control, lung
function, skin test reactivity to aeroallergens, inflammation of induced sputum, chest
computerized tomography, and pH esophageal monitoring results prospectively collected.
Results: 21 patients were selected (mean age: 9.2 yo). Eighteen patients (86%) were atopic.
Most patients presented uncontrolled disease during most visits, with nearly normal baseline
lung function parameters. The sputum of two patients were paucigranulocytic, 4 were
eosinophilic and 7 neutrophilic, where 67% of the children who repeated sputum exam
changed the inflammatory patterns. 6/7 (86%) of the children who were treated with
omalizumab (anti-IgE) showed improvement in quality of life, with an important reduction in
exacerbations and hospitalizations.

Conclusions: Most children with severe therapy-resistant asthma from a non-affluent
population were patients with difficult-to-control disease, with nearly normal lung function
and prone to change airway inflammatory pattern during follow-up. This profile, unlike
adults, need to be better understood in relation to the mechanisms that result in symptoms

unresponsive to optimized drug therapies.

Key words: severe asthma, atopy, sputum, lung function
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INTRODUCAO

A asma é uma doenca cronica das vias aéreas inferiores que acomete cerca de 300
milhGes de pessoas em todo mundo, afetando criancas em 60% dos casos, e resultando em
elevados custos para a sociedade, com mais de 250.000 6bitos por ano no mundo.! Alguns
paises em desenvolvimento apresentam prevaléncias elevadas de asma na infancia,
particularmente na América Latina.?> Atualmente, um dos fatores mais impactantes da asma €
0 importante comprometimento da qualidade vida do paciente. Este fato ocorre
especificamente em individuos com doencga ndo controlada, e esta mais associado aos casos

de maior gravidade, com elevados custos para a sociedade.®*

A asma de dificil controle na crianca representa 0 maior desafio clinico, com
prevaléncia estimada em 0,5% da populacdo escolar (aproximadamente 5% das criangas com
asma)®, apesar da otimizacio do tratamento implantado. O diagnéstico erréneo ou méa adesio
ao tratamento podem mimetizar este quadro. Criancas com asma de dificil controle
apresentam exacerbacdes frequentes com sintomas diarios, piorando, assim, sua qualidade de
vida, com grande impacto em atendimento médico, perda escolar, hospitalizacGes e custos
financeiros para a familia e sociedade. Em criangas, € um termo amplo para definir aquele
paciente com asma que, mesmo com doses altas de corticoide inalatério associados a outros
medicamentos controladores, nio obtém controle da doenca. E caracterizada por sintomas
continuos, exacerbacOes e necessidade frequente de uso de beta-2 agonistas de curta acdo a

despeito de uma dose diaria de pelo menos 800ug de budesonida, por no minimo 6 meses.®

O impacto da morbidade da asma grave é importante, pois esses pacientes sofrem com
perdas escolares, inimeras consultas, hospitaliza¢cbes e comprometimento emocional. Dentro
deste grupo de pacientes, a apresentacdo clinica mais delicada é a do paciente com asma grave
resistente a terapia farmacoldgica (AGRT), que necessita de uma abordagem sistematica.
Assim, criancas com AGRT, para realizacdo deste diagnostico, necessitam de uma avaliacao
sistematica para exclusdo de outras doencas (fibrose cistica, imunodeficiéncias, entre outras),
e manejo de ma técnica inalatéria, ma adesdo ao tratamento, co-morbidades relevantes e
fatores ambientais importantes’ A partir desta avaliacdo sistematica é que se inicia 0 maior
desafio clinico, que € o de tentar melhor controlar a doenca com terapias mais especificas e
algumas com maiores eventos adversos, como 0 omalizumabe (anti-IgE) ou corticoide oral
continuo.®® Infelizmente, a AGRT em criancas é ainda muito pouco entendida, e parece ser
diferente da forma de apresentagdo em adultos.® Existem poucos trabalhos descrevendo
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especificamente as caracteristicas clinicas de criancas com AGRT!!1? ¢ analisando em maior
detalhe os mecanismos responsaveis por esta apresentacdo tdo grave da doenca.’*1° Além
disso, ndo existem estudos descrevendo a asma grave resistente a terapia em criancas de
paises em desenvolvimento, apesar de se saber que paises de tamanho continental como o

Brasil apresentam elevada prevaléncia de asma grave.®’

Neste contexto, 0 objetivo do presente estudo é descrever retrospectivamente as
principais caracteristicas clinicas, funcionais, radiologicas e de inflamacgéo das vias aéreas de
criancas e adolescentes com AGRT, acompanhados em um centro de referéncia do sul do

Brasil.

METODOS

Selecéo dos pacientes

Foram selecionados retrospectivamente criangas e adolescentes, entre 6 e 14 anos de
idade, acompanhados em um centro de referéncia de hospital terciario do sul do Brasil, com
diagnostico de ACRT.” Os pacientes deveriam estar em acompanhamento no centro de
referéncia por mais de 6 meses, em visitas mensais, sendo submetidos a uma avaligéo
sistematica para o diagnostico de AGRT. Os critérios de inclusdo foram: 1) criancas com
idade entre 6-18 anos com diagnostico de asma; 2) em uso de, no minimo, 800 pg de
budesonida ou equivalente, associado a beta-2 agonista de acdo longa; 3) com manejo
adequado das co-morbidades trataveis (particularmente, rinosinusopatia crénica e refluxo
gastro-esofagico) pela equipe médica; 4) técnica de inaloterapia adequada, checada em cada
consulta neste periodo inicial de 6 meses; 5) relato de boa adesdo ao tratamento pela equipe
assistencial; e, finalmente, 6) mantendo pelo menos um dos seguintes critérios de auséncia de
controle da doenca: a) sintomas crénicos (tosse, sibilos ou dispneia); b) 3 ou mais
exacerbacOes nos ultimos 12 meses; c) necessidade frequente de beta-2 agonista de curta
duracéo; d) funcdo pulmonar reduzida e nao reversivel a tratamento; ou e) necessidade de uso
de corticoide continuo. Foram excluidas criangas com: diagnostico de outras doengas (fibrose
cistica, bronquiolite obliterante pds-infecciosa, imunodeficiéncias, cardiopatias congénitas,
entre outras), ou alteragdo cognitiva importante que interfira nos resultados das provas de

funcdo pulmonar e escarro induzido.
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No inicio da avaliagdo clinica, todos os pacientes realizaram teste do suor e coleta de
sangue para solicitacdo de hemograma, plaquetas, imunoglobulinas, anti-HIV e IgE total.

Analise da funcdo pulmonar

Espirometria com medidas de fluxos pulmonares foram realizadas em todas as
consultas, exceto quando os pacientes apresentavam exacerbac¢Ges com sintomas de infeccéo
respiratéria viral. Para critério de escolha e comparacdo, foram escolhidas a primeira
espirometria feita no centro de referéncia e outra repetida 6 meses ap0s otimizacdo do
tratamento, com o paciente sem sintomas de infecdes virais. Os procedimentos técnicos e 0s
critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade para a realizacdo dos exames de funcédo
pulmonar seguem as recomendagdes da American Thoracic Society e European Respiratory
Society (ATS/ERS).!® O espirdmetro utilizado foi o do modelo Koko (Ferraris, USA). Um
minimo de trés curvas aceitaveis da capacidade vital forcada (CVF) foram realizadas com o
objetivo de assegurar que o esforco maximo e a cooperacao da crianca fossem obtidos. Foram
entdo apresentadas as varidveis de CVF, volume expiratdrio forgado no primeiro segundo
(VEF1), VEF1/CVF e fluxo expiratério forcado entre 25-75% da curva (FEF25.75%), sob forma
de escore Z. Como valor de referéncia foram utilizadas as equacGes do Global Lungs
Initiative (GLI).%

Avaliacdo de hipersensibilidade imediata a alérgenos (teste cutaneo)

Todos os pacientes foram submetidos a realizacdo de teste cutaneo para aeroalérgenos,
com extratos alergénicos produzidos pela International Pharmaceutical Immunology (IPI-
ASAC, Madri, Espanha), no inicio da avaliagido clinica. O teste cutaneo foi realizado na
superficie volar medial do antebrago das criancas, com aplicacdo de uma gota, a uma distancia
de aproximadamente 2 cm, em sequéncia predeteminada (histamina, diluente do extrato,
Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis, cdo, gato, fungos e gramineas). O
extrato de Aspergillus fumigatus era incluido naqueles casos com IgE total maior do que 2.000
Ul/mL. Apos, era realizada uma picada com um dispositivo (PUNTOR®, dispositivo que
limita o grau de penetragdo na pele) para cada alérgeno. Ap6s 3 minutos, era retirado o
excesso de extrato. A leitura foi feita entre 15-20 minutos apds a aplicacdo dos extratos. Na
auséncia de papula o teste com o diluente do extrato era considerado negativo, a presenca de
papulas com diametro maior ou igual a 3 mm indicava um teste positivo. O paciente era

considerado atopico se apresentasse pelo menos um alérgeno com resposta positiva. O
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controle negativo era realizado com soro fisiologico, ndo havendo formacdo de péapula no

local.

Avaliaco da inflamacéo das vias aéreas

A inducéo do escarro foi realizada por fisioterapeuta capacitado e o processamento por
técnico especializado. Todas as criancas com asma realizaram escarro induzido no inicio do
acompanhamento, com repeticdo do procedimento apos 3-6 meses, conforme avaliagéo clinica
individualizada. O procedimento era iniciado ap6s uma espirometria pré e poés-
broncodilatadora. Eram realizadas quatro nebulizagdes com solugéo salina hipertonica (4,5%),
com duracdo de 5 minutos, conforme protocolo descrito anteriormente.? A inalagdo da
solucdo hipertbnica era seguida pela mensuracdo do VEFi, até completar 20 minutos ou até
que a queda do VEF; fosse igual ou superior a 20%. A crianca era instruida a tossir e depositar
0 escarro em um recipiente estéril, ao final de cada nebulizacdo. O escarro era processado

imediatamente apds coleta.

Os grumos de escarro eram entdo separados e diluidos em uma solucdo de DPBS e
DTT, e filtrados em filtro de 60 um. Apos centrifugacdo a 2.000 rpm, por 2 minutos, o
sobrenadante era removido, e o precipitado ressuspendido em 1 mL de DPBS. Dessa solucgéo,
era realizada a contagem total de células em camara de Neubauer. A viabilidade celular era
determinada através do método de exclusdo pelo azul de tripan. O exame citologico
diferencial era realizado apos citocentrifugacdo (500 rpm, em 5 minutos) em laminas coradas
com May-Grumwald-Giemsa. Eram contadas 400 células e os resultados foram expressos
como percentual das células. Amostras com contagem de células epiteliais escamosas > 20%
foram consideradas provenientes de vias aéreas superiores. Os escarros com menos de 20% de
células epiteliais escamosas foram classificados em: paucigranulocitico (<2% eosindéfilos e
<54% de neutrofilos), eosinofilico (>2% eosindfilos e <54% de neutrdfilos), neutrofilico (<2%

eosindfilos e >54% de neutrofilos), ou misto (>2% eosindfilos e >54% de neutrofilos).??
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Avaliagéo por imagem

Foram analisados os exames de TCAR daqueles pacientes que realizaram o exame
durante acompanhamento clinico, por indicacdo da equipe médica assistencial, por um médico

radiologista.

Avaliacdo da pHmetria esofagica

Exame de pHmetria esofégica foi solicitada por decisdo da equipe assistencial para
aqueles pacientes que tinham sintomas sugestivos de refluxo gastro-esofagico (regurgitacéo,
pirose, ou muitos sintomas respiratérios noturnos). Este procedimento ndo é realizado de
rotina pela equipe assistencial na avaliacdo de criancas com AGRT. Aqueles pacientes que
realizaram pHmetria tiveram seus laudos analisados no estudo por um gastroenterologista
pediatrico, sendo classificados como exame com refluxo gastro-esofagico patolégico ou ndo

patoldgico.

Aplicacdo de questionarios

Nas consultas médicas era aplicado o questionario de Asthma Control Test (ACT), para
aquelas criancas maiores de 12 anos. O ACT é um questionario autoaplicavel em pacientes
maiores de 12 anos, e possui cinco itens que dizem respeito aos sintomas, uso de medicagéo
de alivio e efeito da asma nas atividades diarias, sem a necessidade de medidas de funcdo
pulmonar.?® Foram incluidos os dados de ACT somente daqueles pacientes com mais de 5

avaliagcdes consecutivas em consultas clinicas.

Aspectos éeticos

Para inclusdo dos pacientes foram explicados os objetivos da pesquisa e solicitada
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pela crianga e pelos pais ou

responsaveis. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicéo.
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RESULTADOS

Foram selecionadas 21 criancas com AGRT, sendo 10 (47,6%) pacientes do sexo
masculino e idade média de 9,2 anos. As caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes
sdo apresentadas na Tabela 1. Dois (9,5%) pacientes estavam utilizando corticoide oral
continuo. Todos os pacientes incluidos apresentavam sintomas quase que diarios de asma
(incluindo noturnos e aos exercicios) e exacerbacoes frequentes, metade com histéria de mais
de uma hospitalizacdo pela doenca, com grande comprometimento da qualidade de vida do
paciente e dos familiares. Os niveis de IgE total séricos variaram bastante, com 12 pacientes
apresentando valores maiores de 500Ul/ml. O omalizumabe (anti-IgE) foi utilizado em 8
(33,3%) criancas, somente uma tendo sido suspensa mais de 12 meses apds por ndo parecer
ter apresentado resposta clinica. Todos os outros pacientes apresentaram melhora importante
da qualidade de vida, sem apresentar mais hospitalizacdes ou exacerbac6es frequentes. Nao
houve nenhum relato de evento adverso com o uso do omalizumabe nesses pacientes. Os
pacientes com AGRT do estudo que ndo utilizaram omalizumabe justificaram-se por serem
ndo atdpicos ou por apresentarem IgE total fora dos limites indicados em bula. Somente um
paciente do estudo utiliza macrolideo continuo. Este paciente € menor de 6 anos, ndao tem
indicacdo de uso de omalizumabe pela faixa etéaria, e mesmo com caracteristicas de asma de
origem atdpica, mostrou melhora importante do controle da doenca com teste terapéutico com

azitromicina continua em regime de trés vezes por semana.
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Tabela 1- Caracteristicas das criangas com asma grave resistente a terapia.

n=21
Sexo, masculino 10/21 (47,6%)
Idade, anos 9,2+2,98

Historia familiar de asma
Tabagismo domiciliar
Rinite alérgica
Dermatite atopica
Obesidade
Inicio dos sintomas, meses
Sintomas de RGE
Corticoide oral continuo
Uso de montelucaste
Histdria de hospitalizacéo
IgE sérica

<30

30-500

>500

Resposta ao broncodilatador

pHmetria esofagica

21/21 (100%)
8/21 (38%)
21/21 (100%)
4121 (19%)
5/21 (23,8%)
1,14+0,95

3/21 (14,3%)

5/21 (23,8%)

6/21 (25,6%)

11/21 (52,4%)

0/19 (0%)
7/19 (36,8%)
12/19 (63,2%)
6/21 (25,6%)

6/10 (60%)

- RGE: refluxo gastro-esofagico.

Vinte pacientes realizaram teste cutaneo. Em 16 (80%) criancas o teste mostrou-se
positivo para pelo menos um alérgeno. Os alérgenos mais frequentes foram para acaros da
poeira doméstica (D. pteronyssinus, D. farinae e B. tropicalis). Cdo e gato ndo parecem ser
alérgenos comuns nesse grupo de pacientes. O teste para Aspergillus fumigatus foi realizado
em 5 pacientes que a IgE total sérica foi maior que 2.000, nos quais todos foram negativos.

Cinco pacientes eram nao atépicos. (Figura 1)
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Testes cutaneos dos pacientes
100

100

Figura 1. Percentual de testes cuténeos positivos nas criangas com asma grave resistente a terapia e
distribuicéo da positividade em relagdo aos tipos de alergenos testados.

Em relacdo a funcdo pulmonar, observou-se que todos 0s pacientes apresentavam
curva fluxo-volume dentro dos limites da normalidade ou um distarbio ventilatorio obstrutivo
leve, sendo que esta variacdo foi também encontrada nos mesmos pacientes na segunda
avaliacdo de espirometria, aproximadamente 6 meses depois. Das variaveis de funcao
pulmonar, a CVF mostrou-se menor apos otimizacdo do tratamento. Ndo houve diferenca

significativa entre as variaveis mais relacionadas a doenca obstrutiva brénquica, entre as duas

medidas (Figura 2).
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Figura 2. Comparacéo da funcao pulmonar de criangas com asma grave resistente a terapia no inicio da
avaliacdo clinica e ap6s otimizacao do tratamento no centro de referéncia (variaveis expressas
em escore Z do valor de referéncia do Global Lungs Initiative; n=21). * p=0,015
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Foram realizadas 10 pHmetrias esofagicas. Seis exames mostraram refluxo gastro-
esofagico (RGE) patoldgico, mas apenas um paciente pareceu apresentar melhora clinica da

asma apos inicio do tratamento para RGE.

O escarro induzido foi realizado em 18 pacientes. Foi obtido com sucesso em 13
criangas no inicio da avaliagdo. Nos demais, nao foi possivel obter escarro ou por quantidade
de amostra insuficiente ou por amostra compativel com vias aéreas superiores. Em relacéo a
padrdes de inflamacdo do escarro, encontramos 2 paucigranulociticos, 4 eosinofilicos e 7
neutrofilicos. (Figura 3) De 6 criancas que repetiram o exame de escarro com sucesso, quatro
(67%) apresentaram alteracdo no padrdo de inflamacdo (eosinofilico para neutrofilico,
neutrofilico para paucigranulocitico, paucigranulocitico para neutrofilico, e eosinofilico para

misto). Nenhum paciente apresentou algum evento adverso relevantes na inducéo do escarro.

Pauci
11%

Sem sucesso
28% Eos

mmm—— 22%
e

Neut
39%

Figura 3. Taxa de sucesso de obtencdo de escarro induzido e distribuicdo dos padrdes de inflamagéo nas
vias aéreas inferiores das criangas estudadas com AGRT. Pauci: paucigranulocitico; Eos:
eosinofilico; Neut: neutrofilico. (n=18)

Dezesseis criangas realizaram tomografia computadorizada de térax. Em apenas um
exame foi encontrado presenca de bronquiectasias em pequena escala. Dez pacientes
apresentaram algcaponamento aéreo, atelectasias e brénquios de paredes espessadas. Padréo
em vidro fosco foi observado em 2 criangas e hérnia de hiato foi um achado ocasional em um

paciente. Trés (18,8%) criancas apresentaram exame sem alteraces.

Dos pacientes estudados 6 eram maiores de 12 anos e apresentaram mais de 5 coletas
consecutivas de avaliacbes do ACT. A Figura 4 ilustra o predominio de auséncia de controle

da asma (ACT<20) nas visitas médicas, mesmo com a melhor otimizacdo possivel do manejo
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da doenca no periodo.
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Figura 5. A) Mediana de escores do Asthma Control test (ACT) em visitas médicas consecutivas de
pacientes com asma grave resistente a terapia. B) Freqiiencia de episédios de doenga ndo
controlada (ACT<20) e controlada (ACT>20) em crian¢as com asma grave resistente a terapia.

DISCUSSAO

A asma grave tem sido amplamente estudada e discutida em adultos na ultima
década.®® Multiplos fendtipos/enddtipos tem sido descritos nesta faixa etaria, de
apresentacdo clinica complexa, e dificil manejo.?* Na crianca, a asma grave do adulto tem
sido chamada mais adequadamente de AGRT, mas somente mais recentemente criaram-se
alguns critérios mais consensuais sobre diagndstico e nomenclatura.® Mesmo assim, poucos
estudos tem sido publicados descrevendo as caracteristicas de criangas com AGRT,'? com
nenhum proveniente de populacdes de paises em desenvolvimento. Dos poucos mecanismos
de doenca estudados em criancas com AGRT, destacam-se reduzida resposta linfocitaria Th-
2, e expressdo aumentada e reduzida de IL-33 e IL-10, respectivamente.’*'® Nosso estudo
descreve o fendtipo clinico, pela primeira vez, de criangcas com AGRT provenientes de zonas

urbanas de uma grande metropole do sul do Brasil.

Nossa amostra de 21 criancas de idade escolar com AGRT tragca um perfil do paciente
com uma asma resistente as terapias farmacoldgicas, mesmo utilizando tratamentos das etapas
mais altas de tratamento das diretrizes internacionais e brasileira de asma, uma vez excluidas
ma técnica inalatoria ou adesdo ao tratamento e co-morbidades relevantes.” Nossos pacientes
mostraram geralmente ser de caracteristica atopica, com inicio precoce da doenga, e um
percentual de obesidade ndo desprezivel (Tabela 1). Criancas com asma grave parecem
apresentar um nimero menor de fenétipos distintos, quando comparados a adultos.'!1224

Aproximadamente 2/3 dos pacientes apresentaram teste cutaneo positivo para algum alérgeno,
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predominando muito a sensibilizacdo ao &caro nesta populacdo urbana de menor renda
(Figura 1). Sensibilizacdo a antigenos de gatos, animais e fungos mostraram-se pouco
frequentes nessa populacdo, ja demonstrado por nosso grupo em um estudo anterior de
criangas com asma, provenientes da mesma regido.?® As alteragdes de tomografia de térax nos
pacientes foram compativeis com doenca obstrutiva brénquica inflamatéria cronica. No
entanto, os achados mais interessantes do nosso estudo foram em relagdo a caracteristica da

funcdo pulmonar desses pacientes e do perfil inflamatdrio das vias aéreas.

As espirometrias dos pacientes estudados mostraram, em média, discretas alteracfes
obstrutivas, quando realizadas fora de exacerba¢Ges. A asma grave em adultos estd muito
associada a alteragdes importantes da funcdo pulmonar, que ndo séo observadas em criancas,
como ja foi descrito em estudos anteriores. Do ponto de vista da histéria natural da doenca,
parece que este comprometimento funcional comeca a ser mais relevante no inicio da idade
adulta.?®?” Isto ndo significa que alteracdes patoldgicas como remodelamento bronquico ndo
iniciem cedo na vida, a principio na idade pré-escolar, e ja presentes entdo na idade escolar e
adolescéncia, como demonstrado em estudos prévios com bidpsias transbrénquicas em
lactentes, pré-escolares e adolescentes.?®3 Considerando que esses pacientes costumam
manter sua doenga ndo controlada na maioria das vezes, mecanismos obstrutivos de doenga
devem ser melhor entendidos nesse grupo de pacientes, para podermos explicar melhor a
apresentacdo clinica e funcional e otimizar tratamento. Uma hip6tese para esse achado é que
criancas com AGRT apresentam uma labilidade de tdénus bronco-motor muito grande,

justificando espirometrias poucos alteradas com presenca de sintomas frequentes.

O escarro induzido, método ndo invasivo para avaliar inflamacdo das vias aéreas
inferiores, permite a avaliacdo da persisténcia do processo inflamatorio na asma através da
analise do padrdo de celularidade (perfil inflamatério), tendo sido explorado em pesquisas
com asma em criangas.?!*! Obtivemos amostras adequadas para analise em 72% dos casos,
com um perfil inflamatdrio bastante variavel, com maior percentual de escarro neutrofilico.
Além disso, ao contrario do que se costuma observar em adultos, nossos resultados, junto com
achados de outro estudo anterior,?? parecem mostrar que o perfil inflamatorio de criancas com
asma grave pode variar com o tempo. O fator mais comum nesta variagdo parece ser em
relacdo a inflamacao de neutrofilos, possivelmente secundaria ao maior nimero de infegdes
respiratorias virais nesta faixa etaria. Mais valorizado em adultos por apresentar
caracteristicas mais estaveis no seu perfil, o escarro induzido ndo tem sido um exame téo

indicado no manejo de criangas com asma grave,® mas pode ser uma ferramenta clinica (til
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em casos personalizados, particularmente naqueles que demonstrem um fen6tipo ndo atdpico

neutrofilico.

Uma co-morbidade bastante discutida e valorizada em criangas com asma grave é o
RGE. Asma grave e doenca do RGE coexistem frequentemente.®3? Poucos pacientes nossos
apresentaram queixas especificas de RGE (14%), mas quando realizada pHmetria esofagica,
um ndmero maior parece apresentar RGE patoldgico. Tratar ou ndo esses pacientes com
medicamentos para RGE ainda € uma questdo ndo bem definida. No entanto, parece ndo haver
nenhuma melhora clinica respiratéria quando tratamento para RGE € implementado em

criangas com asma mais grave, e sua indicagdo tem sido pouco orientada.?>3

ApoOs instituicdo de tratamento adequado, com controle das co-morbidades e boa
adesdo dos pacientes, aqueles que ndo alcancaram um aceitavel nivel de controle nas etapas 4
e 5 das diretrizes do GINA podem ser considerados como pacientes com AGRT.%° Esse
pacientes, sdo um grande desafio clinico, por apresentarem alta taxa de ndo controle da
doenca no seu dia-a-dia (Figura 5). Nestes individuos, devemos alcancar o melhor nivel de
controle possivel, minimizando os potenciais efeitos adversos das medicacBes, sempre
lembrando que devido as caracteristicas heterogéneas da doenca, 0 sucesso terapéutico é
individualizado.! Os pacientes com AGRT apresentam uma reposta pobre aos corticoides e
necessitem doses mais elevadas que as doses rotineiramente utilizadas na maioria dos
pacientes. Uma alternativa que surgiu nos ultimos anos para uso nessas criancas € 0
omalizumabe, anticorpo anti-lgE monoclonal humanizado e recombinante, que blogueia um
dos dominios da cadeia pesada da porcdo Fc da IgE livre. Esta alta afinidade a porcdo Fc da
IgE compete com os receptores celulares (mastdcitos, basofilos etc.), inibindo a resposta
inflamatoria especifica.®%3 O omalizumabe demonstrou ser em adultos uma terapia segura e
efetiva em melhorar o controle da asma e reduzir a necessidade de corticoides inalados e
orais.>* Em uma revisdo da Cochrane de 2006, 15 ensaios clinicos foram incluidos e revisados
sobre tratamento de omalizumabe, em um total de 3.143 pacientes estudados. Esta reviséo
demonstrou que pacientes tratados com omalizumabe reduzem a necessidade de uso de Cl e
tem um menor risco de apresentar exacerbacfes.3> Em criancas, 0s resultados sdo
semelhantes, melhorando bastante a qualidade de vida, com reducdo significativa das
exacerbacOes. Na nossa amostra de pacientes, 7/8 (88%) criangas apresentaram uma resposta
clinica bastante exuberante, reducdo importante das exacerbacGes e auséncia de
hospitalizacbes apds inicio do tratamento. Ndo houve nenhum evento adverso relativo a

aplicacdo do omalizumabe nesses pacientes durante o periodo estudado. Nessa linha de
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experiéncia clinica, um estudo multicéntrico de vida real francés mostrou que criangas com
asma grave em uso de omalizumabe reduziram as exacerbacdes em aproximadamente 72%.%
Alguns pacientes do nosso estudo sem indicacdo de omalizumabe (por faixa etaria, nivel de
IgE ou auséncia de sensibilizacdo a alergenos), quando sem alternativas terapéuticas para
controle da doenca, se submeteram a teste terapéutico com macrolideo (azitromicina)
continuo. Somente um paciente apresentou uma sugestiva resposta clinica a este regime de
tratamento. Nenhum tipo de terapia alternativa é utilizada pelo nosso centro de referéncia, tal
como anti-fangicos, imunomoduladores ou medicamentos citotoxicos. A diretriz mais recente
internacional de asma grave em adultos e criancas ndo recomenda o uso de macrolideos ou

outros farmacos mais alternativos como os mencionados.'®

A limitacdo maior do nosso estudo é sua caracteristica retrospectiva. No entanto, para
0 objetivo de descrever pela primeira vez uma amostra de criangas com AGRT proveniente de
uma populacdo de pais em desenvolvimento, acreditamos que ndo seja uma limitagdo tdo
relevante, particularmente porque todos os dados e variaveis sempre foram coletados

prospectivamente em um banco de dados pelos autores durante as visitas médicas.

Assim, concluindo, nosso estudo pela primeira vez descreve uma amostra de criancas
com AGRT de uma populacdo de pais em desenvolvimento. Suas caracteristicas clinicas séo
semelhantes as de criancas de paises desenvolvidos, mas 0s mecanismos e fatores de risco
para as formas mais graves devem ser melhor estudadas, particularmente os aspectos de
funcdo pulmonar, inflamacdo brénguica e mecanismos de doenca, em estudos longitudinais e
multicéntricos. Finalmente, destacamos que, apesar da AGRT comprometer um percentual
menor da populacdo de criangcas com asma, esse grupo de criangas apresenta um importante
comprometimento da qualidade de vida, com elevados custos para a sociedade, justificando a

concentragéo de futuros investimentos em pesquisa nesse grupo de criancas.
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4.1 CONCLUSOES

ARTIGO |

Verificamos que o extrato de lisado bacteriano OM-85 administrado no inicio da vida,
em doses humano-equivalentes, ndo inibiu o desenvolvimento da resposta pulmonar alérgica
em camundongos, em relacdo a contagem total de células, inflamacdo pulmonar, eosinofilia
pulmonar e sanguinea e producdo de IgE especifica para ovalbumina. Tivemos o cuidado de
testar trés doses mais proximas da equivaléncia para uso em humanos, ampliando desfechos
de analise utilizando a dose intermediaria testada (Fase Il). Na fase Il, ndo encontramos
diferenca de efeito do OM-85 na resposta pulmonar eosinofilica, de citocinas Th2 e Thl no

LBA, nas alteracGes histopatoldgicas e na resisténcia das vias aéreas.

Nosso estudo demonstrou que o uso precoce de OM-85, em doses humano-
equivalentes, ndo exerce um papel de inibicdo do desenvolvimento da asma em modelo
murino. Nossos resultados ndo estimulam a exploracdo de estudos utilizando o OM-85 em
criangas com fatores de risco para desenvolvimento de asma de origem alérgica no inicio da

vida.

ARTIGO II

Nossa amostra de 21 criangas de idade escolar com AGRT traga um perfil do paciente
com uma asma resistente as terapias farmacoldgicas, mesmo utilizando tratamentos das etapas
mais altas de tratamento das diretrizes internacionais e brasileira de asma, uma vez excluidas
ma técnica inalatoria ou adesdo ao tratamento e co-morbidades relevantes. Nossos pacientes
mostraram geralmente ser de caracteristica atopica, com inicio precoce da doenga, € um
percentual de obesidade ndo desprezivel.

Aproximadamente 2/3 dos pacientes apresentaram teste cutaneo positivo para algum
alérgeno, predominando muito a sensibilizacdo ao &caro nesta populacdo urbana de menor
renda. Sensibilizacdo a antigenos de gatos, animais e fungos mostraram-se pouco frequentes
nessa populagdo. As alteracdes de tomografia de tdrax nos pacientes foram compativeis com

doenca obstrutiva bronquica inflamatoria crénica. No entanto, os achados mais interessantes




Conclusées 62

do nosso estudo foram em relacéo a caracteristica da funcdo pulmonar desses pacientes e do
perfil inflamatdrio das vias aéreas, pois as espirometrias dos pacientes estudados mostraram,
em média, discretas alteracdes obstrutivas, quando realizadas fora de exacerbacdes.
Obtivemos amostras adequadas de escarro para analise em 72% dos casos, com um perfil
inflamatorio bastante variavel, com maior percentual de escarro neutrofilico.

Na nossa amostra de pacientes, 7/8 (88%) criangas apresentaram uma resposta clinica
bastante exuberante ao omalizumab com reducdo importante das exacerbacdes e auséncia de
hospitalizacBes apds inicio do tratamento. Ndo houve nenhum evento adverso relativo a
aplicacdo desta droga nesses pacientes durante o periodo estudado.

Alguns pacientes do nosso estudo sem indicacdo de omalizumabe (por faixa etéria,
nivel de IgE ou auséncia de sensibilizacdo a alergenos), quando sem alternativas terapéuticas
para controle da doenca, se submeteram a teste terapéutico com macrolideo (azitromicina)
continuo. Somente um paciente apresentou uma sugestiva resposta clinica a este regime de
tratamento. Nenhum tipo de terapia alternativa é utilizada pelo nosso centro de referéncia, tal
como anti-fungicos, imunomoduladores ou medicamentos citotdxicos.

Assim, concluindo, nosso estudo pela primeira vez descreve uma amostra de criancas
com AGRT de uma populacdo de pais em desenvolvimento. Suas caracteristicas clinicas sdo
semelhantes as de criancas de paises desenvolvidos, mas 0s mecanismos e fatores de risco
para as formas mais graves devem ser melhor estudadas, particularmente os aspectos de
funcdo pulmonar, inflamacéo brénguica e mecanismos de doenca, em estudos longitudinais e
multicéntricos. Finalmente, destacamos que, apesar da AGRT comprometer um percentual
menor da populacdo de criangcas com asma, esse grupo de criangas apresenta um importante
comprometimento da qualidade de vida, com elevados custos para a sociedade, justificando a

concentragéo de futuros investimentos em pesquisa nesse grupo de criancas.
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Continuagio do Parecer: 826.860

delineamento da pesquisa.

Quanto as consideragdes finais do investigador principal do projeto gostariamos de destacar a maneira
como assumimos nosso papel como membro deste conceituado CEP de acordo com a legislagao vigente.
RESOLUCAQ N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012.

VIl - DO SISTEMA CEP/CONEP

E integrado pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/CNS/MS do Conselho Nacional de
Salde e pelos Comités de Etica em Pesquisa — CEP - compondo um sistema que utiliza mecanismos,
ferramentas e instrumentos préprios de inter-relacdo, num trabalho cooperativo que visa, especialmente, a
protecao dos participantes de pesquisa do Brasil, de forma coordenada e descentralizada por meio de um
processo de acreditacio....

VII.1 - Pesquisas envolvendo seres humanos devem ser submetidas a apreciagéo do Sistema CEP/CONEP,
que, ao analisar e decidir, se torna corresponsavel por garantir a protecao dos participantes.

VII.2 - Os CEP sao colegiados interdisciplinares e independentes, de relevancia publica, de carater
consultivo, deliberativo e educativo, criados para defender os interesses dos participantes da pesquisa em
sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padroes éticos:
VII.4 - A revisao ética dos projetos de pesquisa envolvendo seres humanos devera ser associada a sua
analise cientifica.

Segundo Gracia (2000) pode-se estabelecer como um principio geral que todo estudo tecnicamente
incorreto também o é eticamente, porém o contrario ndo é certo, pois um estudo tecnicamente correto
podera nao ser eticamente bom.

Gracia D. Medicina baseada en la evidencia:aspectos éticos. Bioética/Conselho Federal de Medicina 2000:8
(1):79-87.
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