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Resumo

Introducdo: aasma € um problema de saude global, com elevada prevaléncia, principalmente
na populacao infantil. Das criancas com esta enfermidade, cerca de 5-10% n&o responde
adequadamente ao tratamento medicamentoso, apresentando doenca ndo controlada,
mesmo com a melhor otimizacdo do manejo clinico, sendo entdo classificados como asma
grave resistente a terapia (AGRT). Sdo escassos o0s estudos clinicos com pacientes
pediatricos com AGRT. Objetivo: avaliar o perfil de inflamacéo das vias aéreas inferiores e
as caracteristicas da fun¢do pulmonar em criangas e adolescentes com AGRT, comparando
com criancas com asma leve a moderada (ALM). Métodos: Foram selecionados pacientes
com idade entre 6 e 18 anos, com o diagnostico de AGRT (n=28), seguidos por mais de trés
meses em um centro de referéncia, independentemente do tratamento prescrito, e com ALM
(n=75) de um estudo transversal em escolas publicas da mesma cidade. A classificagdo dos
pacientes, AGRT ou ALM, seguiu critérios internacionalmente estabelecidos. Foram avaliados
controle da doenca, testes de fungdo pulmonar e inflamagdo no escarro induzido.
Resultados: pacientes com AGRT ndo apresentaram um padrdo inflamatério diferente
daqueles com ALM, mas o grupo AGRT mostrou uma frequéncia significativamente maior de
exames de escarro sem inflamacgé&o (p=0,003). Foi encontrada uma correlagéo inversa entre
as variaveis de VEF; (r= -0,83, p=0,0007), CVF (r= -0,75, p=0,004) e FEF.s (r= -0,88,
p=0,0001) e o numero absoluto de neutréfilos, quando analisados pacientes (AGRT e ALM)
com funcdo pulmonar anormal. Por fim, observou-se mudanca no padrao inflamatoério dos
pacientes com AGRT que realizaram dois exames de escarro em 9/16 (56%) dos casos.
Concluséo: nossos achados mostram que pacientes pediatricos com AGRT nédo apresentam
um padrdo inflamatério diferente dos pacientes com asma mais leve, sugerem que a
inflamacao neutrofilica possa estar envolvida na piora da funcao pulmonar, e que a maior
parte dos pacientes com asma grave modifica com o tempo o padrédo de inflamacao das vias

aéreas inferiores.

Palavras-chave: Asma, asma resistente a terapia, asma infantil, funcdo pulmonar, escarro

induzido.



Abstract

Introduction: Asthma is a global health problem, with a high prevalence, especially in the child
population. Of the children with this disease, about 5-10% do not respond adequately to the
drug treatment, presenting no disease control, even with the best optimization of the clinical
management, and then classified as severe therapy-resistant asthma (STRA). There are few
clinical studies with pediatric patients with STRA.

Objective: to evaluate the lower airway inflammation profile and pulmonary function
characteristics in children and adolescents with STRA, compared to children with mild to
moderate asthma (MMA). Methods: Patients aged 6 to 18 years, with a diagnosis of STRA (n
= 28), followed for more than three months in a reference center, regardless of the prescribed
treatment, and with MMA (n = 75) were selected. a transversal study in public schools of the
same city were selected. The classification of patients, STRA or MMA, followed internationally
established criteria. Disease control, lung function tests, and inflammation in induced sputum
were evaluated. Results: patients with STRA did not present an inflammatory pattern
different from those with MMA, but the STRA group showed a significantly higher
frequency of sputum exams without inflammation (p = 0.003). An inverse correlation
was found between FEV1 (r=-0.83, p =0.0007), FVC (r=-0.75, p =0.004) and FEF25-
75 (r = -0.88, p = 0.0001) and the absolute number of neutrophils when analyzed
(STRA and MMA) with abnormal pulmonary function. Finally, there was a change in
the inflammatory pattern of patients with STRA who underwent two sputum exams in
9/16 (56%) of the cases. Conclusion: Our findings show that pediatric patients with
STRA do not present a different inflammatory pattern from patients with milder asthma,
suggest that neutrophilic inflammation may be involved in worsening lung function, and
that most patients with severe asthma modify the inflammation pattern of the lower

airways.

Key words: Asthma, therapy-resistant asthma, childhood asthma, lung function, induced

sputum.
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1 Introducéao

A asma é uma doenga inflamatéria crénica das vias aéreas inferiores, caracterizada
por hiperresponsividade bronquica e limitacdo varidvel do fluxo aéreo, que resulta em
episédios recorrentes de dispneia, tosse e sibilancia.! Segundo dados da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), mais de 330 milhGes de pessoas no mundo sdo portadoras da
doenca, com importante comprometimento da qualidade vida, e indice de mortalidade mundial
de 250.000 pessoas/ano.! E uma doenca de elevada prevaléncia na populacdo infantil em
muitos paises, sendo considerada uma das doencas de maior causa de hospitalizagbes no
mundo. Falta de controle da doenca, em muitos pacientes, e dificuldade de acesso ao
tratamento, em alguns paises, sdo importantes fatores para esses indices de
morbimortalidade.* 2

Em relacdo a gravidade da doenca, sugere-se que seja classificada em leve,
moderada e grave, baseado nos sintomas e quantidade de tratamento.* Considera-se asma
leve, pacientes com o diagndstico de asma que estejam com a doenca controlada apenas
com uso de baixas doses de corticoide inalado (etapas 1 e 2 do tratamento segundo critério
da Global Initiative for Asthma - GINA). Para asma moderada, considera-se pacientes com
diagnostico de asma que estejam utilizando baixas doses de corticoide inalado em associa¢céo
com broncodilatador de longa acéo (etapa 3 do tratamento segundo a GINA). E finalmente,
para a asma grave, os critérios sdo: diagnostico de asma com prescri¢cdo de doses elevadas
de corticoide inalado (= 800 pg de budesonida ou similar), associado a mais um medicamento
de controle e ou uso continuo de corticoide sistémico, antimuscarinico inalatério ou
imunobioldgicos (etapas 4 e 5 do tratamento da GINA). Mesmo com todo esse aporte
medicamentoso, o paciente ainda apresenta, em muitas vezes, doenca nédo controlada.*

Estima-se que entre 5 e 10% dos asmaticos apresentam um quadro de asma grave.*
4 Embora criangas com asma grave sejam uma parcela reduzida de todos os asmaticos, estes
sdo responsaveis por cerca de 50% dos custos com a doenca.® Esses pacientes necessitam
de doses elevadas de medicamentos profilaticos, como corticoide inalatério, com resposta
variavel a terapia medicamentosa.® O espectro da asma em criangas mais grave é a asma
grave resistente a terapia (AGRT).” Esta é caracterizada por criangas com asma grave que
ndo respondem adequadamente ao tratamento e apresentam a doenca ndo controlada,
mesmo com a otimizacdo do manejo clinico.® & ° Estes pacientes foram pouco estudados até
0 presente e sdo, além disso, a parcela de asmaticos com maior comprometimento da
qualidade de vida e maior custo para a sociedade.> ° Criangas com AGRT costumam

apresentar sibilos recorrentes, tosse, dispneia, dificuldade para realizar esforco fisico, sono
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prejudicado pelos sintomas, importante limitacdo das atividades fisicas, perda escolar, uso
continuo de medicacgdes, visitas constantes em salas de emergéncia e hospitaliza¢des, que
sdo fatores determinantes para uma ma condigdo de qualidade de vida.®

As caracteristicas clinicas destes individuos foram pouco estudadas e variam entre as
populacdes.'? ¥ O diagnéstico de AGRT em crianca é definido por auséncia de controle da
doenca por mais de 3 meses, com necessidade de uso de altas doses de corticoide inalatério
(maior ou igual a 800pg/dia de budesonida ou equivalente) em associagdo com
broncodilatador de longa acéo.® Estudos relatam que ha aumento de células inflamatérias em
criancas com AGRT, no lavado bronco alveolar e bidpsia brénquica,’* > porém estas sédo
metodologias muito invasivas de coleta de amostras e conferem risco ao paciente.

A utilizagdo do escarro induzido (El) para avaliagdo da inflamagé&o das vias aéreas, por
ser uma técnica bastante abrangente e pouco invasiva, tem proporcionado um grande avango
na compreenséo da fisiopatologia das doencas respiratérias, particularmente da asma.® No
entanto, a utilizacdo desta ferramenta diagndstica em criangas com AGRT ainda n&o é bem
definida. Criangas com AGRT apresentam padrdes inflamatérios de vias aéreas inferiores
distintos, muitas vezes sem a presenca de fenétipo inflamatério.t’- 8 Além disso, este padréo
parece variar com o decorrer do tempo. Com tudo, ndo existem estudos comparando o El de
criancas com ALM e AGRT, e as caracteristicas de padrdes inflamatérios, incluindo mudanca
de perfil ao longo do tempo, foram pouco estudadas, especialmente em criancas com AGRT.!®
Em relacdo a mudanca de perfil inflamatério ao longo do tempo, h& apenas um estudo que
mostrou haver mudanga de perfil inflamatério em criangas em repetidos exames de escarro.
Fleming e colaboradores demonstraram em seu trabalho, no qual avaliou 51 pacientes com
AGRT e 28 com ALM ao longo de um ano, que em 63% dos casos houveram pelo menos
duas mudancgas no perfil inflamatério das criancas examinadas.'®

Neste contexto, € necessario expandir o conhecimento em relagao as caracteristicas
clinicas, funcionais e de inflamacéo das vias aéreas nesse grupo de criangas. O presente
estudo tem como objetivo comparar o padrdo inflamatério e os parédmetros de funcgéo
pulmonar de criangas com ALM e AGRT, e verificar a manutencéo ou instabilidade do padréo
inflamatério ao longo do tempo, em uma amostra desta populacdo de um pais em

desenvolvimento.
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2 Revisao da literatura

2.1 Definicado de asma

A asma € uma doenca inflamatoria crénica, das vias aéreas inferiores, caracterizada
por hiperresponsividade brénquica, hipersecrecao de muco e limitacao variavel do fluxo aéreo,
0 gque pode levar a episédios recorrentes de tosse, dispneia e sibilancia. A limitacdo do fluxo
aéreo pode se resolver espontaneamente ou com o auxilio de broncodilatador de curta agéo,
na maioria dos casos. Em pacientes com doenca mais grave, pode ser necessario 0 uso
continuo de corticoides inalados associado ao broncodilatador de longa agao, para manter o
controle da doenca.l’ 2 Pacientes com a doenca ndo controlada sdo mais suscetiveis a
exacerbacdes, 0 que resultam em visitas frequentes as salas de emergéncia dos hospitais,
em alguns casos com internacdes hospitalares e até 6bito. E uma doenca de elevada
prevaléncia, morbidade, mortalidade e onerosa para a populacdo. Estima-se que a
prevaléncia de asma estaja entre 1% e 18% da populacdo, variando entre os paises,
chegando a um total de mais de 330 milhdes de individuos em todo o mundo, com um indice
de mortalidade de 250.000 pessoas/ano.! ? No Brasil, a prevaléncia de asma em criangas em
idade escolar, varia entre 15% a 24%, dependendo da faixa etaria e da regido.*®

Atualmente é considerada uma doenca complexa e heterogénea, podendo ser
desencadeada por fatores genéticos, ambientais, emocionais, induzida por exercicio e/ou
infecgbes virais.

A asma possui apresentacdo atOpica e ndo atOpica, com base na presenca ou
auséncia de imunoglobulina E (IgE) a alergenos ambientais comuns. Tanto a asma atopica
guanto a ndo atopica sdo caracterizadas por infiltragdo das vias aéreas por células T-helper
(Th).?2° Na asma atépica, esses linfocitos Th secretam citocinas predominantemente do tipo
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) de carater inflamatério, que sao responsaveis pela sintese de IgE,
recrutamento e ativacdo de eosindfilos, basofilos e mastécitos, e pela hiperplasia das células
caliciformes, que ocasionara aumento na producdo de muco e consequentemente a limitagéo
do fluxo aéreo. A IL-4 é responsavel, principalmente, pela retroalimentacdo positiva da
resposta Th2 e producgéo de IgE. A IL-5 se encarrega principalmente pelo recrutamento,
ativacao e proliferacao de eosindfilos. A IL-13 é responsavel pela hiperplasia das células
caliciformes, presentes no epitélio brénquico e que resultam em hipersecrecdo de muco,
possuindo também influéncia sobre a musculatura lisa das vias aéreas, induzindo a
hiperresponsividade bronquica.?® ?* H4 também o aumento de TNF, IL-11 e IL-17, que sédo
fatores pré-fibréticos, responsaveis pelo aumento da produgéo e depdsito de colageno tipo |
e tipo Il na via aérea.?°
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2.2 Gravidade da asma

A Global Initiative for Asthma (GINA) foi criada em 1993 por sociedades médicas e
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Sua primeira publicacdo ocorreu em 1995 e foi
amplamente adotada, servindo como base para diretrizes de diversos paises,?? abordando a
definicdo, diagndstico e manejo da asma, e categorizando a doenca, conforme caracteristicas
clinicas dos pacientes.?® Porém, em 2006, a classificacdo da gravidade da asma passou a
considerar o controle da doenca (resposta ao tratamento), pois a gravidade da doenca é |abil
e muda conforme a resposta ao tratamento adotado. A versdo de 2018 da GINA classifica a
asma conforme o controle da doenca, dividindo o tratamento em cinco etapas (Etapas 1, 2, 3,
4 e 5).! Assim, sugere-se que a asma seja classificada em trés grupos: leve, moderada e
grave. Abaixo é descrita a definicdo dos niveis de gravidade da asma:

- Asma leve: pacientes que necessitam de tratamento nas etapas 1 e 2 da GINA, no
qual é possivel controlar a doengca com broncodilatador inalatério de curta agdo com ou sem
a utilizacéo de corticoide inalatério em doses baixas (200-400 pg de budesonida ou similar).!

- Asma moderada: pacientes que necessitam de tratamento na etapa 3 da GINA, no
qual além do broncodilatador inalatério de curta acdo, utiliza-se doses moderadas de
corticosteroide inalado (400-800 pg budesonida ou similar).

- Asma grave: necessita das etapas 4 e 5 do tratamento sugerido pela GINA. Séo
pacientes que necessitam de altas doses de corticoide inalatério (>800 ug de budesonida ou
equivalente), em associacdo com broncodilatador inalatério de longa agéo, antimuscarinico
ou imunobioldgicos. Em alguns casos, todo esse aporte medicamentoso néo é suficiente para
manter a doenc¢a do paciente controlada. Estima-se que cerca de 5 % a 10 % dos individuos

asmaticos possuam asma grave.!

2.3 Fenotipos

Por se tratar de uma doenca heterogénea, possui uma gama de apresentacdes
clinicas e fisiopatolégicas, com diferentes respostas aos tratamentos. Tendo em vista essa
heterogeneidade, surge-se o conceito de fenétipos da asma. Um fenoétipo é definido por
caracteristicas observaveis de um individuo, que sdo o produto da interagdo entre fatores
genéticos e os fatores ambientais. Esses fenétipos, quando identificados, podem ser Uteis
para a otimizacéo do tratamento medicamentoso dos pacientes.® Como exemplo de fenétipo
de asma, podemos citar a asma eosinofilica, de modo que a inflamacéo das vias aéreas

inferiores € resultado, predominantemente, do aumento da presenca de eosindfilos.
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2.4 Escarro induzido

As técnicas para identificagdo de um fendtipo podem ser invasivas ou néo, tais como
biopsia brénquica ou lavado broncoalveolar (invasivas), ou eosinofilia e IgE dosados em
amostra de sangue periférico, escarro induzido ou fragéo exalada de 6xido nitrico (FeNO) (n&o
invasivas). Técnicas invasivas sdo raramente adotadas atualmente, devido aos riscos ao
paciente. Entre as técnicas ndo invasivas mais utilizadas, destaca-se o escarro induzido. E
considerada uma metodologia ndo invasiva e segura, com baixo risco ao paciente.
Usualmente, pode ocorrer queda no VEF;, 0 que é facilmente revertido com a administracao
de broncodilatador inalado de acdo curta, podendo ocasionar broncoespasmo, porem
raramente relatado, especialmente em criangas. E uma técnica validada e reprodutivel,
descrita por Pizzichini e colaboradores, no qual se obtém a amostra por meio de indug&o por
inalacdo de solugdo salina hiperténica, podendo ser utilizada em concentragdo fixa ou
crescente de acordo com a gravidade da doenca. E considerado um método seguro, pois, a
cada intervalo de inalagédo, totalizando 4 intervalos de 5 minutos de duracdo cada, o VEF; é
verificado e comparado com o VEF; basal (antes da indugdo). Se houver queda maior ou igual
a 15%, o teste é interrompido, para garantir a seguranca do paciente e evitar maiores
complicacées.?* Com o El é possivel saber qual o perfil inflamatério do paciente. Esse perfil é
definido pelo percentual das células inflamatdrias observado na amostra de escarro do
paciente, em crian¢as, podendo ser classificado em: eosinofilico, quando o percentual de
eosindfilo € maior ou igual a 2,5%; neutrofilico, quando o percentual de neutrofilos € maior ou
igual a 54%; misto, quando o percentual de neutréfilos e eosindfilos estdo acima do normal;
ou pauci-granulocitico, quando o escarro ndo apresenta aumento de eosindfilos e
neutréfilos.?® O El possibilita ainda a mensuragéo de marcadores como quimiocinas, citocinas
e fatores de crescimento, presentes na fase liquida do escarro.?* Portanto, o escarro induzido
pode ser uma importante ferramenta para avaliar a inflamacé&o das vias aéreas inferiores, de
forma ndo invasiva, e guiar a otimizagdo do tratamento medicamentoso. No entanto, foi
demonstrado que o perfil inflamatério de pacientes pediatricos com asma pode mudar com o
passar do tempo, na maioria dos casos.*® Fleming e colaboradores, realizaram o Unico estudo
em que é comparado mais de um exame de escarro induzido em um periodo curto de tempo
(12 meses), em que foram avaliadas 51 pacientes com asma grave e 28 com asma leve.
Constatou-se, neste estudo, que em 63% dos pacientes analisados , houve duas ou mais

mudancas de perfil inflamatério no exame de escarro induzido, no periodo de um ano.*®
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2.5 Espirometria

A espirometria é um exame de fundamental importancia em pneumologia, auxiliando
no diagnostico de obstrucdo pulmonar, na identificacdo de fatores de risco para doencas
pulmonares, acompanhamento do crescimento pulmonar, identificacdo da diminuicdo da
funcdo pulmonar, entre outras.? E utilizada para verificacdo da limitacdo do fluxo aéreo.?” Nao
€ essencial no diagnéstico da asma, porém uma vez diagnosticada a doenca, auxilia na
detecdo de risco aumentado de exacerbacgées futuras.?® Trata-se de um exame que depende
diretamente da compreensdo e colaboracdo do paciente, porém uma vez que 0 paciente
compreende o procedimento, é perfeitamente reprodutivel.?® A técnica de espirometria nos
permite mensurar os volumes expiratérios, inspiratérios e os fluxos respiratérios.?® Para essas
medidas, sdo adotadas algumas nomenclaturas especificas. As mais comumente utilizadas,
em pacientes pediatricos, sdo: capacidade vital forcada (CVF) corresponde ao volume de ar
que se pode espirar, tdo rapida e completamente, apoOs inspiracdo profunda; volume
expiratério forcado no primeiro segundo (VEF;) € uma medida obtida sobre a curva da CVF,
que limita a medida no primeiro segundo da expiragao; fluxo expiratério forcado nos percentis
25% e 75% (FEF 2s%.75%) Obtida também sobre a curva da CVF, registrando-se o fluxo
expiratorio médio na faixa de 25% a 75% da curva da CVF; razéo entre o VEF:/CVF mostra
de forma mais sensivel o padrdo ventilatério do paciente (obstrutivo vs restritivo).?

Para avaliacdo pulmonar do paciente com asma, é preciso se comparar as medidas
espirométricas do individuo, com as médias das medidas da populagdo higida, com as
mesmas caracteristicas fisicas, como peso, altura, sexo e idade. Por este motivo a importancia
dos valores espirométricos de referéncia. Existem inumeras publicacdes com equacgbes
preditivas baseadas em uma amostra da populagdo, mas geralmente sdo baseadas em
amostras reduzidas, ou em uma populagédo constituidas por apenas uma raga, ou ainda
baseadas em dados espirométricos coletados ha muitos anos. Nesse sentido, Quanjer e
colaboradores desenvolveram uma equacdo de predicdo, baseada em uma amostra da
populacédo higida, na qual foram avaliados mais de 31.000 homens e 42.000 mulheres.?® Essa
equacao, por ser baseada em uma amostra consideravel da populagdo, € a que atualmente

se utiliza para avaliacdo das caracteristicas da funcdo pulmonar de pacientes pediatricos.

2.6 Controle da doenca

Por se tratar de uma doenca cronica, o tratamento para asma busca atingir o pleno
controle da doenca.?® Por definicdo, segundo a GINA, controle da doenca é definido pelo
manejo eficaz das caracteristicas clinicas e sintomas da asma.! Entende-se por eficaz, a

menor dose possivel de medicacdo para obtencdo do controle da doenca, diminuindo ou
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evitando efeitos adversos da medicacédo ao paciente.?® Nesse sentido, foram desenvolvidos
alguns instrumentos para avaliar o nivel do controle da doenga, que sdo baseados em uma
série de perguntas direcionadas aos pacientes. As ferramentas mais comumente utilizadas
para avaliar o controle da doenga em pacientes pediatricos sdo: Global Initiative for Asthma
(GINA)*°; Asthma control test (ACT),?® para criangas com 12 anos ou mais e Children asthma
control test (C-ACT),® para criancas entre 6-12 anos, em que parte do questionario é
direcionado aos pais ou cuidadores.

O questionario GINA é um questionario curto, de simples compreensdo para o
paciente, e rapido de aplicar, geralmente aplicado pelo pneumologista em cada consulta, em
pacientes que estejam em acompanhamento ambulatorial. Possui apenas quatro perguntas
gque estéo relacionadas as Ultimas quatro semanas do paciente, com respostas dicotdmicas

“Sim” ou “Nao”, conforme a seguir:

1- Sintomas diurnos mais que duas vezes por semana?

2- Algum despertar noturno devido a asma?

3- Uso de medicacgéo de resgate mais de duas vezes por semana?
4- Alguma limitacdo de atividade fisica pela asma?

Quando todas as respostas do paciente forem “Nao”, entdo considera-se asma do
paciente controlada, porém no caso de alguma das respostas ter sido “Sim”, considera-se a
asma néo controlada.*°

O controle da doenca, so é efetivo se o tratamento medicamentoso estiver otimizado,
de acordo com as orientacdes das diretrizes internacionais, e se 0 paciente apresentar uma
efetiva adesdo ao tratamento.! Sem o comprometimento do paciente, e dos pais ou

cuidadores, para com o tratamento, dificilmente o controle da doenca ser& alcangado.
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3 Hipotese

O perfil inflamatério das vias aéreas inferiores das criancas e adolescentes com AGRT
é diferente do perfil inflamatério de criancas e adolescentes com ALM, variando o perfil ao

longo do tempo.

4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

Comparar o perfil de inflamacgdo das vias aéreas inferiores e as caracteristicas da
funcdo pulmonar, em criancas e adolescentes com AGRT, comparando com criangas e

adolescentes com ALM.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar 0s seguintes aspectos em criangas e adolescentes com AGRT, comparando
com criangas e adolescentes com ALM:

¢ Inflamacao das vias aéreas inferiores, por meio de exame de escarro induzido;

o Fluxos expiratérios e volumes expiratério através da espirometria;

e Correlagdo entre as variaveis do teste de espirometria e as variaveis de inflamacao
das vias aéreas inferiores;

e Comparacao de dois momentos de exame de escarro de um mesmo paciente do
grupo AGRT;

e Comparar o percentual de pacientes atOpicos entre 0s grupos.

5 Materiais e métodos

5.1 Delineamento

O presente estudo caracteriza-se por um estudo de caso controle, com uma coorte

aninhada para repeticdo de escarro induzido.
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5.2 Local

Ambulatério de Asma Pediatrica do Hospital Sdo Lucas (HSL) da PUCRS.

5.3 Amostra

A selecdo das criancas e adolescentes com AGRT foi realizada por conveniéncia,
baseada no cadastro de pacientes do centro de referéncia do estudo, de acordo com o0s
critérios da diretriz internacional da ATS/ERS.® As criancas com ALM foram selecionadas no
mesmo ambulatério e em um banco de dados de outro estudo realizado anteriormente por

nosso grupo de pesquisa, de acordo com a classificacdo da GINA.* 2

5.4 Critérios de inclusdo

Criangas e adolescentes com idades entre 6 e 18 anos, de ambos os sexos, com 0
diagndéstico de AGRT seguidos por mais de trés meses no Ambulatério, independentemente
do tratamento prescrito e pacientes com diagndstico de ALM acompanhados no ambulatério
e incluidos em estudo anterior. Os pacientes foram classificados em AGRT® ou ALM de acordo
com os critérios estabelecidos na literatura.' 2 Os critérios para o diagnostico destes pacientes
foram:

- Grupo AGRT: asma que necessita de tratamento nas etapas 4-5 do GINA! (=800
mg/dia de budesonida ou equivalente, associado a LABA; uso de corticoide oral continuo; ou
Omalizumabe), apresentando doenca ndo controlada. A doenga ndo controlada €
caracterizada por: 1) sintomas persistentes ou ACT<20 (>3 meses); 2) exacerbacdes agudas
(com internacéo na UTI, pelo menos 2 internacdes, ou dois cursos de corticoide oral ao longo
dos ultimos 12 meses); ou 3) obstrucdo ndo reversivel da fungdo pulmonar, mesmo apés a
utilizacdo de tratamento com corticoide.

- Grupo controle (ALM): criangas com asma que nao preenchem os critérios para a

asma grave. Os critérios para o diagnostico de asma neste grupo foi: sintomas recorrentes de
falta de ar, tosse, chiado, aperto no peito ou anormalidades na funcédo pulmonar (VEF; e
relacdo VEF1/CVF reduzidos ou VEF: maior que 12% do valor basal ap6s o uso de bronco
dilatador). Além disso, os pacientes deste grupo deveriam estar com a doenca controlada nos

ultimos 3 meses, usando tratamentos das etapas 1 a 3 da GINA.*

55 Critérios de exclusédo
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Pacientes com limitagbes cognitivas/motoras ou outras doencas crdnicas (doencas
neurolégicas, anomalias cardiacas, congénitas ou imunodeficiéncias), que poderiam

comprometer a avaliacdo da asma, foram excluidos.

5.6 Visitas do estudo

Primeiramente, os pais ou responsaveis legais foram convidados a participar do
presente estudo e autorizaram a participacdo de seu filho(a) através do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), com assinatura de termo de assentimento (TA) pela
crianca ou adolescente. Todos os participantes receberam explicacdo sobre o protocolo de
visitas e procedimentos realizados durante o estudo pela equipe responsavel. Abaixo, segue

o0 protocolo das visitas propostas.

e Visita O (inclusdo no estudo): TCLE, TA, avaliagdo do controle da doenga (GINA) e
testes de fung&o pulmonar (espirometria).

e Visita 1: realizagdo dos testes de escarro induzido, avaliagdo do controle da doenca
(GINA), testes de funcéo pulmonar (espirometria) e teste cutaneo.

e Visita 2 (pelo menos 6 meses apds visita 1): Apenas em pacientes com AGRT,

avaliacdo do controle da doenca (GINA), exame de escarro induzido e testes de fungéo

pulmonar (espirometria).

5.7 Avaliagéo de controle da doenca

Para fins de controle da doenca, os pacientes asmaticos foram convidados a
responder um questionario curto, padronizado e bem estabelecido pela literatura, a cada visita

do estudo. Foi utilizado o questionario para avaliacdo do controle da doenca da GINA.*

5.8 Teste cutaneo

O teste cutaneo (Prick test) foi adotado para avaliagdo de sensibilizagcdo a alérgenos,
foi realizado na visita 0, através de método padronizado internacionalmente, reconhecido e
padronizado pelo nosso grupo de pesquisa,® na superficie volar medial do antebrago, onde
foram aplicados os extratos de alérgenos (gota Unica), utilizando-se o conta-gotas, a uma
distancia de aproximadamente 2 cm, em sequéncia pré-determinada (12 fila: histamina,
Dermatophagoides farinae, Dermatofagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis; e 22 fila:
diluente, céo, gato, gramineas, mofo, polen). Foi utilizada uma pequena lanceta (PUNTOR®,

com dispositivo plastico que limita o grau de penetracdo na pele) para cada alérgeno. Apds 3
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minutos, foi retirado o excesso de extrato com papel toalha, evitando-se “contaminar” os testes
vizinhos. A leitura foi feita entre 15 e 20 minutos apos a aplicacdo dos alérgenos. Na auséncia
de papulas no teste com o diluente, a presenca de papulas com didametro =23 mm indicava
teste positivo. O diagnostico de asma de origem atodpico era realizado naquele paciente com

pelo menos uma sensibilizacdo a alérgeno no teste cutaneo.

5.9 Espirometria

Os procedimentos técnicos e os critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade para a
realizacdo dos exames de func¢ao pulmonar seguem as recomendacdes da American Thoracic
Society — European Respiratory Society (ATS/ERS).% ° Todas as medidas foram corrigidas de
acordo com a pressao barométrica local e com a temperatura do dia em que foram realizados
os testes. As espirometrias foram realizadas em cada visita. Os seguintes parametros foram
avaliados: capacidade vital forcada (CVF), volume expiratorio forcado no primeiro segundo
(VEF1), relagdo da razdo VEF:/CVF e o fluxo expiratorio forcado entre 25% e 75 % da
capacidade vital forcada (FEF2s.75%). A espirometria € realizada individualmente, na posi¢do
sentada e com uso de clipe nasal, através do espirdbmetro Vmax Encor 22-Sensormedics (San
Diego, California, USA). Todos os participantes realizaram no minimo trés manobras de
expiracao forcada e a escolha da melhor curva é realizada pelo préprio software ou pelo
técnico quando pertinente. Apés, os pacientes receberam 400 ug de salbutamol inalado, com
uso de espacador, e aguardaram 15 minutos para repetir novamente as curvas espirométricas
(no minimo trés manobras), visando avaliar a resposta ao uso de broncodilatador.®® Para
melhor visualizacdo dos resultados, os valores espirométricos sdo expressos em valores
absolutos e escore-z.?® Desta forma, foram considerados normais os valores de VEF1, CVF e

VEF1/CVF maiores de -1,645 (expressos em escore-z).

5.10 Escarro induzido

O exame de El foi realizado uma na visita 1 em todos os pacientes, e no final do estudo
apenas nos pacientes com AGRT. O escarro foi processado de acordo com a técnica
adaptada descrita por Pizzichini et al.?*. Resumidamente, o procedimento foi iniciado 15
minutos apos a administracdo de 400 pyg de salbutamol inalado. As amostras sdo obtidas
através da inalacéo de solucéo salina, em uma concentracao de 4,5%, com 4 repeticdes de 5
minutos de inalagdo, sucessivamente, até a obtencdo do escarro. Para a nebulizagdo da
solucdo salina utilizou-se um nebulizador ultrassénico de alto débito (Ultra-Neb 2000,

DeVilbiss-Sunrise Medical, S4.10omerset, Pennsylvania, USA). Apés cada periodo de
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inalacdo, o VEF: foi verificado para garantir a seguranca do teste. O procedimento era
interrompido se houvesse uma queda de VEF; = 15% em relacdo ao valor basal da
espirometria. O El era repetido nos pacientes com AGRT com pelo menos 6 meses de

intervalo apds o primeiro exame.

5.11 Analise do escarro

No escarro foi realizada a contagem celular total de leucdcitos, utilizando-se uma
Camara de Neubauer espelhada (Boecco, Germany). As laminas para exame citolégico
diferencial foram citocentrifugadas a 500 rpm, por 5 minutos. Entdo, 400 células foram
contadas por um examinador experiente.?* Os resultados foram expressos como percentual
do tipo de célula contada. As amostras obtidas foram consideradas adequadas se a contagem
celular total apresentasse contaminacgéo por células escamosas da orofaringe inferior a 20%
no exame citolégico diferencial. Os escarros com células epiteliais escamosas <20% foram
classificados como: pauci-granulocitico (<2,5% eosindfilos e <54% de neutréfilos), eosinofilico
(22,5% eosindfilos e <54% de neutrofilos), neutrofilico (<2,5% eosindfilos e 254% de

neutrdfilos), ou misto (22,5% eosindfilos e 254% de neutrdfilos).

5.12 Andlise estatistica

Para analise descritiva, os dados categ6ricos foram apresentados através de
frequéncias absolutas e relativas. As descricde das variaveis continuas foram apresentadas
por média e desvio padrao ou mediana e intervalo interquartil, conforme sua distribuicdo. A
comparacédo das variaveis entre 0s grupos ou periodos de avaliacdo foi realizada através dos
testes qui-quadrado (variaveis categéricas) e do teste t de Student ou Mann-Whitney
(variaveis quantitativas). Todas as analises foram realizadas no programa SPSS 20.0. Todos

os testes foram bidirecionais e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

6 Etica

Este projeto foi aprovado pela Comisséo Cientifica do Programa de Pds-Graduagéo
em Pediatria e Saude da Crianca da PUCRS e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS,
sob o numero CAAE 91092218.1.0000.5336. Todos 0s responsaveis e 0s participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e o termo de assentimento (TCLE e
TA), ap6s a leitura realizada pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Os procedimentos

adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
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conforme Resolugéo n. 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos
usados oferece riscos a dignidade dos voluntarios.

Os procedimentos realizados podem causar dispneia, opressdo toracica,
broncoespasmo e cefaleia durante ou apds os testes propostos no presente estudo. No
entanto, esses sintomas séo considerados raros em criangas e adolescentes de acordo com
as diretrizes internacionais e também sdo caracterizados como seguros. Além disso, 0s
pesquisadores forneceram todo o suporte necessario para estabelecer o quadro prévio

estavel do participante antes da liberacdo dos mesmos.
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7 Resultados

Foram incluidos no estudo 103 sujeitos (Figura 1), divididos em dois grupos ALM
(n=75) e AGRT (n=28), com idade média de 11,4 + 1,4 anos e 10,9 * 3,lanos,
respectivamente, e sem diferencas significativas de género. Mais de 90% dos pacientes, em
ambos o0s grupos sao atépicos, com prevaléncia de sensibilizacdo a B. tropicalis

significativamente maior nos pacientes com ALM (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos sujeitos incluidos

ALM AGRT

Variaveis (n=75) (n=28) P

Idade, anos 11.4+14 10.9 + 0,5
3.1

Género, masculino 41(54) 13 (46) 0,45

Uso de Omalizumabe NA 17 (60) -
Atopia* 57 (96) 25 (100) 0,21
D. pteronyssinus 50 (84) 14 (56) 0,23
D. farinae 49 (83) 14 (56) 0,29
B. tropicalis 48 (81) 11 (44) 0,04
Gramineas 6 (10) 4 (16) 0,26
Mofo 4 (7) 2(8) 0,65
Barata 47 (79) 21 (84) 0,93
Gato 6 (10) 1(4) 0,47
Cachorro 11 (18) 2 (8) 0,36
Asma controlada** 9 (14) 5 (22) 0,37
Obesidade 11 (15) 10 (36) 0,01

Variaveis expressas em média e desvio padrédo ou nimero absoluto e percentual. NA: ndo se aplica,
pois pacientes com ALM n&o tem indicacdo para uso de Omalizumabe. * Sujeitos que realizaram o
teste de atopia e apresentaram reacdo a pelo menos um dos alergenos no teste cutaneo (ALM n = 59
e AGRT n = 25); ** ALM (n=65) e AGRT (n=23), Obesidade: classificado segundo WHO.3*
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Pacientes do estudo

Ambulatério Banco de dados
ALM AGRT ALM
n=10 n=28 n=65

1 1 4

Inducéo de escarro

4 4

Insucesso no escarro [ Sucesso no escarro ]

n=64 n=103

4

Incluidos no estudo

n=103
ALM AGRT
n=75 n=28

4

Segundo

Escarro
n=16

Figura 1: Fluxograma dos pacientes incluidos no estudo; Ambulatorio: Ambulatério de
Asma do Hospital Sao Lucas da PUCRS; Banco de dados: pacientes de estudo realizado
por nosso grupo anteriormente; ALM: asma leve a moderada; AGRT: asma grave
resistente a terapia; Segundo escarro: pacientes do grupo AGRT que realizaram um
segundo exame de escarro.
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Foram realizados 183 procedimentos de escarro induzido, alcangando uma taxa de
sucesso de 56,3%. O grupo de criangas com ALM apresentou a seguinte distribuicdo dos
perfis inflamatérios no El: 28% eosinofilico, 37,3% neutrofilico, 24% misto e 10,7%
paucigranulocitico, enquanto o grupo AGRT apresentou 25% eosinofilicos, 25% neutrofilicos,
14,3% mistos e 35,7% paucigranulociticos. Quando comparadas as distribuicdes dos
fendtipos entre os grupos, foi evidenciada diferenca para o fendtipo paucigranulocitico
(p=0,003), conforme demonstrado na figura 2. Em relagédo ao controle da doenca, ndo foram

evidenciadas diferencas entre os grupos, conforme a figura 3.
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Figura 2: Perfil inflamatério no primeiro exame de escarro do grupo com asma leve
a moderada (ALM, n=75) e asma grave resistente a terapia (AGRT, n=27).
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Figura 3: Percentual de pacientes com a doenca controlada e ndo controlada
segundo questionario de controle da doenca da GINA; ALM: asma leve a moderada
e AGRT: asma grave resistente a terapia.
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Quando comparados os percentuais de células no escarro de ambos os grupos, foi
evidenciada diferenca estatisticamente significativa em relacao aos neutréfilos, macréfagos e
linfocitos. Os pacientes com AGRT apresentaram maior percentual de macrofagos e linfécitos
e menor percentual de neutréfilos do que os pacientes com ALM (Figura 4). Por outro lado,
guando comparados os valores absolutos de células no escarro induzido entre 0s grupos ALM
e AGRT, nédo foi evidenciada diferenga significativa para nenhum tipo celular (Figura 5).
Quando comparados os percentuais de células inflamatérias no escarro (eosindfilos e

neutrdfilos), foi encontrada uma diferenca significativa entre os grupos (Figura 6).
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Figura 4: Percentual de células na primeira amostra de escarro de criangas com asma leve a moderada
(ALM, n=75) e asma grave resistente a terapia (AGRT, n=28). A: eosindfilos; B: neutrdfilos; C:
macroéfagos; D: linfécitos; resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
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Figura 5: Numero absoluto de células para cada tipo celular na primeira amostra de escarro de criancas
com asma leve a moderada (ALM) e asma grave (AGRT). A: eosindfilos; B: neutrdfilos; C: macroéfagos;
D: linfocitos. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
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Figura 6: Comparacao entre o percentual de células inflamatdrias (eosindfilos e neutrofilos) no escarro
induzido, entre os grupos asma leve a moderada (ALM) e asma grave (AGRT). Valores expressos em
mediana e intervalo interquartil.

No intuito de dirimir o fator de confusao tratamento com Omalizumabe, dividimos o
grupo AGRT em dois, pacientes com e sem tratamento com Omalizumabe,e comparamos
cada um deles com o grupo ALM. Verificamos que ainda assim ndo ha diferenga entre o
percentual de eosindfilos. Ao analisarmos pacientes em tratamento com Omalizumabe, foi
evidenciada diferenca significativa em relacdo ao percentual de neutrofilos (p=0,007) e
macroéfagos (p=0,002), por outro lado, quando analisamos os pacientes sem a utilizacdo do

Omalizumabe, essa diferenca desaparece, conforme demonstrado na figura 7.

30



c
150 150 150
p=0,46 p=0,45 p=0,75
= = =
» 100: w 100 w 100 ——
S o 8
= = = —
<] Q Q
= - =
2 50. 2 50 ‘ 2 50
w w | w
Nl | [ ] Nl ] [ ] ol e —1
- S <& A XY A
N & A L A nad
Ly © Oy © ® ©
Todos os pacientes Com Omalizumabe Sem Omalizumabe
o =0,008 = =0,007 - =0,23
150 i . 150 P 150 £
—_ [ —
= 100: ® 100 8 100
S S S
3 50 2 s 3 s
z z z
o 0 ; = 0 } —
3 & & & & &
d © ¢ © @ KO
Todos os pacientes Com Omalizumabe Sem Omalizumabe
G H |
150 150: 150
p=0,01 p=0,002 p=0,75
= 100 2, 100 & 100
Qo — o — o — —
£ | £ '
Q Q
g 50 g so g 50
L1 & S = L =
& A KN A KY A
8 & & &
v L Lo ¥ v ©
Todos os pacientes Com Omalizumabe Sem Omalizumabe
J K
34 p=0,009 55 p=0,11
—_—
20 —— 20 -1
® ® ®
§ 15 g 15 E
1] ] °
§ 10 E 10 'E
o | - -
5 | I__I 5
o e .
& A & L &
M £ M L % L
¥ & » & O &
Todos os pacientes Com Omalizumabe Sem Omalizumabe

Figura 7: A, D, G e J, grupo AGRT com todos os pacientes; B, F, H e K, grupo AGRT com
apenas pacientes em tratamento com Omalizumabe; C, F, | e L, grupo AGRT com pacientes sem
tratamento com Omalizumabe; Percentual de eosindfilos em A, B e C; percentual de neutrofilos em D,

E e F; percentual de macréfagos em G, H e I; percentual de linfocitos em J, K e L; resultados expressos
em mediana e intervalo interquartil.
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Em relacdo as varidveis de espirometria, verificamos uma diferenca significativa entre

0s grupos nos valores de VEF: (p=0,02), conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8: Comparacéo entre as variaveis de espirometria, entre os grupos com asma leve a moderada
(ALM, n= 65) e asma grave resistente a terapia (AGRT, n=26); A: VEF1, B: CVF; C: VEFJ/CVF; D: FEF
25%-75%. Valores expressos em escore-z, média e desvio padrao.

Quando analisados apenas pacientes com fungcdo pulmonar alterada (n=12,
VEF1/CVF < -1,645 score-z)%, independente da gravidade da doenca, correlacionando com
os valores absolutos de neutréfilos no escarro induzido, foram evidenciadas correlagbes
inversamente significativas com o VEF; (r =-0,83, p = 0,0007), CVF (r=-0,75, p=0,004) e FEF
2575 (r=-0,88, p=0,0001), conforme apresentado a Figura 9.
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Figura 9: Analise de correlacdo entre a espirometria e os valores absolutos de neutréfilos no escarro
induzido dos pacientes com teste de espirometria alterada (GLI 2012).26 A: VEF:1 e niUmeros absolutos
de neutrdfilos, r=-0,83, p=0,0007; B: CVF e numero absoluto de neutrdfilos, r=-0,75, p=0,004; C: FEF
2575, r=-0,88, p=0,0001; n=13 (AGRT com n=5 e ALM com n=8).
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Nas criangas com AGRT, com exames de escarro em dois momentos (n=16), a média
de tempo entre cada exame foi de 10,19 + 4,16 meses, onde 9 (53%) delas alteraram o
fendtipo inflamatorio. Mais da metade dos pacientes que mudaram o perfil inflamatério (55%),
mudaram para um perfil paucigranulocitico (sem a presenca de inflamacao) e apenas um
paciente mudou de um perfil ndo inflamatério (paucigranulocitico) para inflamatorio (misto),
conforme figura 10.

Neutrofilico

Eosinofilico Eosinofilico

Misto & / Misto
Neutrofilico \\

- -

Paucigranulocitico Paucigranulocitico

12 exame 2° exame

Figura 10: Perfil da inflamacg&o no escarro induzido em pacientes com AGRT que realizaram duas
inducbes de escarro com pelo menos seis meses de intervalo (n=16); 9 (56%) pacientes modificaram
o perfil inflamatério do escarro no periodo estudado (barras com cor mostram 0s pacientes que
modificaram o perfil do escarro).
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8 Discussao

A asma grave, que acomete ao redor de 10% dos casos, é a apresentacao da
doenca gue resulta em maior morbimortalidade e custos para a sociedade em todo o
mundo. A inflamacéo crbnica das vias aéreas na asma € um importante marcador de
atividade da doenca, do padréo inflamatério e do fenétipo clinico.* O escarro induzido
na asma tem sido amplamente utilizado em pesquisa, especialmente na ultima
década. Por ser um método néo invasivo e seguro, tem permitido avaliar a inflamacé&o
das vias aéreas inferiores em criancas (> 6 anos), adolescentes e adultos com asma.*®
Criancas e adolescentes com AGRT sao pacientes que resultam em um grande
desafio clinico para o médico especialista, com pobre resposta a terapia convencional
com medicacéo inalatéria e/ou corticoide oral continuo.! Esse grupo de pacientes tem
sido melhor estudado nos ultimos anos, mas ainda com pouco conhecimento do
padrdo e comportamento da inflamacdo das vias aéreas, principalmente em
populacdes de paises em desenvolvimento. Este € o primeiro estudo que avalia as
caracteristicas inflamatérias do escarro induzido e seu comportamento ao longo do
tempo em pacientes pediatricos com AGRT, em um centro de referéncia no Brasil,
comparando com pacientes com asma menos grave.

Os pacientes com AGRT e ALM selecionados neste estudo n&o apresentaram
diferencas significativas em relacéo a idade e género. A grande maioria dos pacientes,
em ambos 0s grupos, sdo atépicos (>95% dos casos). A sensibilizacdo para B.
tropicalis foi significativamente maior nos pacientes com ALM, cujo resultado parece
ser de causa aleat6ria devido a amostra menor de pacientes do estudo. Por outro lado,
os pacientes com AGRT apresentaram uma frequéncia significativamente maior de
obesidade. Uma hip6tese para este achado seria que este grupo de pacientes mais
graves sdo mais sedentarios, mas esta questao nao foi avaliada no estudo.

Nossos resultados principais mostraram que o padrdao de inflamacgéo
(eosinofilico, neutrofilico e misto) no El em pacientes pediatricos com AGRT nao
diferem de pacientes com asma menos grave (ALM). No entanto, os pacientes com
AGRT apresentaram com mais frequéncia resultados do EI sem inflamacé&o (p=0,003;
Figura 1) e menor numero de neutrofilos e maior nimero de macréfagos e linfécitos
(Figura 2), quando comparados ao grupo ALM. Maior numero de El sem inflamacéo e

menor niumero de neutrofilos na via aérea podem ser explicados por duas questdes.
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Em primeiro lugar, os pacientes do grupo AGRT sdo acompanhados em um centro de
referéncia tercidrio, com consultas periédicas, com revisdo da técnica inalatoria e
adesdao ao tratamento, e a maioria dos pacientes com ALM (78%) foram selecionados
em escolas publicas em um estudo transversal, sem controle do acompanhamento e
uso de medicacdes. Em segundo lugar, e ainda mais importante, a maioria dos
pacientes com AGRT (60%) estavam em tratamento com o imunobiol6gico anti IgE
(Omalizumabe). De acordo com estudo publicado anteriormente por nosso grupo de
pesquisa nesta mesma amostra de pacientes com AGRT, pacientes em tratamento
com Omalizumabe aumentaram em 90% o controle da doenca.3® Além disso, o uso
de Omalizumabe resulta em diminuicdo de eosinofilia, tanto nas vias aéreas, quanto
em sangue periférico,% e a melhora da adeséo ao tratamento e técnica inalatéria pode
resultar em melhor controle da doenca.?” Outro estudo em pacientes adultos com
asma e DPOC mostraram que, apos 12 meses de tratamento com Omalizumabe,
houve uma reducao significativa do percentual de neutréfilos e eosindfilos, e aumento
do percentual de macréfagos no sangue periférico.®® Desta forma, 0 acompanhamento
clinico e tratamento medicamentoso ndo controlados nos pacientes com ALM, e 0 uso
otimizado e rigoroso dos farmacos preconizados para AGRT no centro de referéncia,
incluindo o Omalizumabe, pode explicar a maior presenca de inflamacdo das vias
aéreas nos pacientes com ALM. Esta nossa hipotese é reforgcada quando analisamos
a inflamacéo das vias aéreas em pacientes com AGRT que nao estdo em tratamento
com Omalizumabe (40%) e comparamos com o grupo ALM, e ndo evidenciamos
diferenca significativa para nenhum tipo celular entre os grupos (figura:7).

Outro fator analisado em relacdo ao padrao inflamatério das vias aéreas foi
funcdo pulmonar. Mostramos que pacientes com AGRT possuem valores de VEF:1
significativamente menores que os pacientes com ALM. Valores mais baixos de VEF:1
estdo associados com aumento da gravidade da asma.3® Além disso, nossa amostra
encontrou mais individuos obesos no grupo AGRT, que pode também estar associado
a este achado.*® Quando avaliamos a relacdo da funcdo pulmonar com o El,
observamos uma forte e significativa correlacdo inversa entre 0 nimero absoluto de
neutrofilos e variaveis da funcédo pulmonar, somente naqueles pacientes com funcao
pulmonar alterada. Neutrofilos podem levar ao estreitamento das vias aéreas devido
a inflamacgéo, e como consequéncia de remodelamento, associado a liberacdo de

TGF-B (citocina “pro-fibrose” tecidual)*'. Outro marcador associado a inflamacéo

35



7

neutrofilica € a elastase neutrofilica, protease que atua na matriz extracelular
causando danos aos pulmdes, e que possui associacdo inversa com as variaveis de
espirometria.*?

Por fim, avaliamos ainda um aspecto muito pouco estudado em pacientes
pediatricos com AGRT. Em uma subamostra do grupo AGRT, na repeticdo do exame
do escarro em um intervalo de no minimo 6 meses, a mudancga do padrao inflamatorio
do EIl ocorreu 9/16 (56%) dos casos. Além disso, mesmo em uma amostra pequena
de pacientes, ndo consegue se observar nenhum padréo caracteristico de mudanca
de “fendtipo” inflamatorio das vias aéreas (Figura 6). Este padréo de comportamento
de inflamacéo difere da asma grave em adultos, que se apresenta de forma mais
estavel.® Este nosso achado foi demonstrado previamente unicamente por Fleming e
colaboradores, encontrando 0 mesmo resultado em criancas com asma grave, com
uma grande instabilidade no padrao neutrofilico (mudanca do fenétipo inflamatério em
63% dos casos).'® Esta caracteristica de flutuacdo do padrdo inflamatério das vias
aéreas em criangas com asma grave merece ser melhor estudada e pode ser um fator
para explicar dificuldades em utilizar outros marcadores de inflamacao (ex: FeNO) na
pratica clinica.®

O presente estudo apresenta duas limitacdes principais. A primeira € a questao
de uma amostra de conveniéncia pequena do grupo de pacientes com AGRT. Este é
uma questdo dificil de modificar, sabendo que esta apresentacdo € infrequente,
alocada somente em poucos centros de referéncia terciarios, e que necessitaria de
estudos multicéntricos com protocolos clinicos bem padronizados para realizacdo de
estudos maiores. A segunda limitacdo refere-se a uso aumentado de Omalizumabe
no grupo AGRT. Reconhecemos que este pode ser um fator que modifica os
resultados do escarro induzido nesses pacientes, mas no cenario de estudos de vida
real tdo valorizados atualmente, que inclui a caracteristica do nosso estudo,

acreditamos que esta limitacdo n&do reduz a importancia dos nossos achados.
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9 Conclusao

Demonstramos pela primeira vez as caracteristicas da inflamacéo das vias
aéreas inferiores em criangcas com asma grave resistente a terapia, comparando com
pacientes com asma leve a moderada. Incluindo, ainda, avaliacdo longitudinal dos
padrdes de inflamagcdo em um periodo de curto prazo, em uma populacéo de um pais
em desenvolvimento. Nossos achados mostram que pacientes pediatricos com AGRT
ndo apresentam um padrao inflamatorio diferente dos pacientes com asma mais leve,
sugerem que a inflamac&o neutrofilica possa estar envolvida na piora da funcéo
pulmonar, e confirmam que a maior parte dos pacientes com asma grave modifica

com o tempo o padrdo de inflamacao das vias aéreas inferiores.
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Abstract

Aims: To compare the sputum inflammatory phenotype characteristics between school-
aged children with severe therapy-resistant asthma (STRA) and mild to moderate (MMA)
asthma, assessing the stability of the airway inflammatory profile in STRA patients over
time. Methods: Patients 6-17 years of age with the diagnosis of STRA and MMA were
recruited from a tertiary center outpatient clinic and from public schools. The diagnosis of
STRA or MMA were made according to internationally established criteria. Control of
disease was assessed, and lung function test with induced sputum was performed in all
patients. Induced sputum was repeated between 6-18 months after the first procedure.
Results: Patients with STRA (n=28) did not present a distinct inflammatory pattern
compared to patients with MMA (n=75), although STRA patients showed a significantly
higher number of paucigranulocytic sputum tests (p=0.003). We have also found a
significant negative correlation between forced expiratory volume in the first second
(FEV1) (r=-0.83, p=0.0007), forced vital capacity (FVC) (r = -0.75, p=0.004) and forced
expiratory flow between 25% and 75% of FVC (FEFz2s.75) (r= -0.88, p=0.0001) and the
number of sputum neutrophils in patients with abnormal spirometry. Finally, 9/16 (56%) of
the STRA subjects who repeated the induced sputum test showed a different inflammatory
phenotype. Conclusion: The inflammatory phenotype of the induced sputum in children
with asthma is not associated with the severity of disease. However, the inflammatory
pattern of sputum in children with STRA is unstable over time, and neutrophils may play
a role in the worsening of lung function.

Keywords: Induced sputum; Spirometry; Airway inflammation; Children.
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Introduction

Asthma is a chronic inflammatory disease of the lower airways, with high
prevalence and morbidity, especially in children.! Severe asthma is a major clinical and
public health problem worldwide, particularly in developing countries. It is estimated that
5% to 10% of all asthmatic children have severe asthma, requiring high doses of inhaled
corticosteroids associated with bronchodilators, with poor control of disease and high cost
to the health systems.? In children, the term severe therapy-resistant asthma (STRA) has
been used and is the most severe spectrum of the disease, with frequent asthma
symptoms, school loss, emergency visits and hospitalizations, leading to a significant
impairment of quality of life.® This group of patients does not respond adequately to the
inhaled drug therapies, even with optimization of the clinical management, usually
requiring biologic therapies.? 4

Few tertiary centers around the world are studying the clinical characteristics,
response to treatments and the pattern of airway inflammation of children with STRA. The
clinical characteristics of children with STRA seem to be similar among different levels of
population disparities. Brazilian children with STRA seem to have the same clinical
characteristics (eg. atopic prevalence and mild lung function compromise) of English and
French children.>” However, airway inflammation in children with STRA is still poorly
understood among different populations. Airway inflammation in asthmatic children may
be assessed through flexible bronchoscopy (bronchoalveolar lavage and bronchial
biopsy) or induced sputum, and both methods represent different airway compartments. &
9 Although labor intensive, induced sputum has been more commonly used to study airway
inflammation in children because it is not an invasive procedure compared to flexible
bronchoscopy.

The use of induced sputum for the evaluation of airway inflammation has provided
a great advance in understanding the pathophysiology of respiratory diseases in children,
particularly asthma.'® In induced sputum of asthmatic patients, lower airway inflammation
has been classified in four distinct patterns: eosinophilic, neutrophilic, paucigranulocytic
and mixed.'t 2 However, the use of this diagnostic tool in children with STRA has not

been widely reported. The heterogeneity of sputum inflammatory phenotypes in children
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with STRA has been demonstrated in different countries, regardless of the economic
development, usually with no inflammation present (paucygranulocytic).> 315 In addition,
unlike adult asthmatics, the inflammatory profile seems to vary over time.** However, most
of the reports were not controlled by severity and were cross-sectional. Our study is the
first report to compare the lower airway inflammatory phenotype characteristics between
school-aged children with STRA (STRA) and mild to moderate (MMA) asthma, assessing
the stability of the airway inflammatory profile in STRA patients, in a population from a low-

middle income country.

Methods

Subjects

School-aged children (6-17 years) with STRA and MMA were selected based on the
medical records of our pediatric asthma outpatient clinic. Children with ALM were also
selected from a database of another cross-sectional study carried out by our research
group in public schools, geographically near to our tertiary center.'® The diagnosis of the
STRA and MMA patients was according to the criteria of the International American
Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) Guidelines of Severe Asthma
2 and to the Global Initiative for Asthma (GINA), respectively.! Briefly, patients with STRA
required GINA step 4-5 medications (inhaled corticosteroids (ICS) with long-acting beta-2
agonists associated with other controller medication) to prevent the disease from
becoming uncontrolled or cases that remained uncontrolled (poor symptom control, >2
severe/serious exacerbations in the previous year, or persistent airflow limitation) despite
optimized therapy. Patients with MMA required a medical diagnosis of asthma needing a
GINA step 1 or 2 treatment.! STRA children with modifiable factors that could not be
addressed during clinical follow-up (eg, nonadherence to treatment, inadequate inhalation
technique, relevant environmental factors, or treatable comorbidities) or any subject who
had chronic diseases or cognitive impairment were excluded. One short and standardized
clinical questionnaire and the GINA guestionnaire for control of disease were applied.* For
the classification of obesity, we used the body mass index (BMI) and the World Health

Organization (WHO) classification.’
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Allergen sensitization

For allergen sensitization tests, skin prick test was performed in the patients from our
tertiary outpatient clinics'®, and blood was collected for aeroallergen specific IgE
(>0.35 kU/L; ImmunoCAP; Phadia AB, Sweden) analysis for the children recruited from
public schools. The same allergen panel for both methods was used (house dust mites,
cockroach, dog, cat, grasses, mold, and pollen), and the diagnosis of atopic asthma was

determined by the presence of at least one positive test for some allergen.

Spirometry
The technical procedures of pulmonary function tests followed the

recommendations of the ATS/ERS Guidelines.? 1° Spirometry was performed at the
induced sputum visit. The following parameters were evaluated: forced vital capacity
(FVC), forced expiratory volume in the first second (FEV1), FEV1/FVC ratio and forced
expiratory flow between 25% and 75% of FVC (FEF2s.75%). Spirometry was performed
individually, in a seated position, and using a nasal clip, through the Vmax Encor 22-
Sensormedics spirometer (San Diego, California, USA). All participants performed at least
three forced expiration maneuvers, and the best curve was chosen. The spirometric
values were expressed by z-score (GLI 2012 reference values) and abnormal lung
function was classified when values of FEV1/FVC were lower than -1.645 (expressed as

z-score).?0

Induced sputum procedure and analysis

Induced sputum test was performed in all patients, but was repeated only in the
STRA children, between 6-18 months of follow-up. The sputum was processed according
to the technique described by Pizzichini et al.*> The procedure was started 15 minutes
after the administration of 400 ug of inhaled salbutamol. Samples were obtained by four
nebulizations (Ultra-Neb 2000, DeVilbiss-Sunrise Medical, Pennsylvania, USA), every 5
minutes, with 4.5% saline solution, until the sputum was obtained. FEV1 was measured
after each inhalation to ensure the safety of the test. The procedure was interrupted if a
fall in FEV1 = 15% from baseline spirometry was detected. Sputum was immediately
separated and diluted into phosphate-buffered saline (PBS) and dithiothreitol (DTT) and
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filtered with a 60-pm filter. After centrifugation (2,000 rpm for 2 min.), the supernatant was
removed, and the precipitate was resuspended in 1 mL of PBS.

Samples were then cytospinned (500 rpm, 5 minutes) and stained with May-
Grumwald Giemsa. Four-hundred cells were counted, and differential cells were
expressed as a percentage of each cell type. The samples were considered adequate
when the squamous cells of the oropharynx were lower than 20% of the total cells counted.
Adequate sputum were then classified as: paucigranulocytic (<2.5% eosinophils and
<54% neutrophils), eosinophilic (=2.5% eosinophils and <54% neutrophils), neutrophilic
(< 2.5% eosinophils and 254% neutrophils), or mixed granulocytic (22.5% eosinophils and
>54% neutrophils).!!

Statistical analysis

For descriptive analysis, the categorical data were presented through absolute and
relative frequencies. The description of the continuous variables was presented by mean
and standard deviation or median and interquartile range, according to their distribution.
Comparison of the variables between the groups or time of assessment was performed
using chi-square tests (categorical variables) and Student's t-test or Mann-Whitney test
(quantitative variables). All tests were bidirectional, and the differences were considered
significant for a p <0.05.

Ethics

Our study was approved by our Research Ethics Committee under the CAAE #
91092218.1.0000.5336. All the parents and patients signed the informed consent form
(CF) and the term of assent (TA).

Results

We have included 103 subjects (MMA: n=75, and STRA: n=28). Of the patients with
MMA, 9 (12%) of the patients were recruited in our outpatient clinic and 66 (88%) were
recruited from public schools. Characteristics of the patients are presented in Table 1.
Most of the patients were sensitized to aeroallergens. FEV1 was lower (p=0.02) and the
prevalence of obesity was higher (p=0.01) in patients with STRA (Table 1).
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Table 1. Characteristics of the subjects included in the study.

MMA STRA
Variables (n=75) (n=28) p
Age, years 114+14 109+3.1 0.5
Gender, male 41 (54) 13 (46) 0.45
Use of omalizumab NA 17 (60) -
Atopy * 57 (96) 25 (100) 0.21
Controlled 9 (14) 5(22) 0.37
asthma**
FEV: 0.10+1.03 -0.19+1,48 0.02
Obesity 11 (15) 10 (36) 0.01

Variables expressed as mean and standard deviation or absolute and percentage numbers. NA: not
applicable, as patients with MMA have no indication for use of omalizumab. FEV1: forced expiratory
volume in the first second. *Subjects who were sensitized to at least one allergen (MMA n=59; STRA
n=25); *MMA (n=65) and STRA (n=23).

Our success rate for induced sputum was 56.3%. The distribution of the
inflammatory phenotypes in both groups are shown in Figure 1. Children with STRA

presented a higher paucigranulocytic profile (p=0.003).
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Figure 1: Inflammatory profile at the first sputum examination of the group with mild to moderate
asthma (MMA: n=75) and severe therapy-resistant asthma (STRA: n=27).
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When the percentages of cells in sputum were analyzed, we found that patients
with STRA have a higher percentage of macrophages (p=0.01) and lymphocytes
(p=0.009) than patients with MMA. On the other hand, children with MMA showed a higher
percentage of neutrophils (p=0.008) than children with STRA (Figure 2). It is important to
note that many children (60%) with STRA were under omalizumab treatment. When we
analyzed omalizumab treatment separately, there was no difference between the
inflammatory phenotypes between STRA and MMA groups. However, children with STRA
treated with omalizumab showed a lower percentage of neutrophils (p=0.007) and a higher
percentage of macrophages (p=0.002) in sputum, compared to the MMA group. This
difference was not detected when children with STRA not treated with omalizumab was
analyzed compared to children with MMA. If we consider both inflammatory cells
(eosinophils and neutrophils) together in the analysis, we observed a significant reduction
of granulocytes in the sputum of children with STRA (p=0.01), as shown in Figure 2.
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Figure 2: Percentage of each cell type in the first sputum sample of children with mild to
moderate asthma (MMA: n=75) and severe therapy-resistant asthma (STRA: n=28). A:
Eosinophils; B: Neutrophils; C: Macrophages; D: Lymphocytes. E: Comparison of the
percentage of inflammatory cells (eosinophils and neutrophils) in induced sputum between
MMA and STRA subjects. Values are expressed by median and interquartile range.

When the correlation of patients with abnormal lung function (MMA: n=8 and STRA:
n=5; FEV1/FVC < -1,645 z-score) and neutrophil counts in sputum were analyzed,?°
regardless of the severity of disease, a significant negative correlation was found (r= -
0.83, p=0.0007), FVC (r=-0.75, p=0.004) and FEF25.75 (r=-0.88, p=0.0001), as shown in
Figure 3.
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Figure 3: Correlation analysis between lung function and neutrophil counts in induced sputum of
patients with abnormal spirometry test (GLI 2012).2° A: FEV: and neutrophil counts, r= -0.83,
p=0.0007; B: FVC and neutrophil counts, r= -0.75, p=0.004; C: FEF2s.75%, r= -0.88, p=0.0001
(Severe therapy-resistant asthma: n=5 and mild to moderate asthma: n=8).

We have repeated the induced sputum in children with STRA (n=16). The mean
time between each test was 10.19+4.16 months, and 9 (56%) patients showed changes

in the inflammatory phenotype (Figure 4).

Change in sputum phenotype
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Figure 4: Profile of induced sputum inflammation in patients with severe therapy-resistant asthma
(STRA) who underwent two induced sputum tests, between 6-18 months (n=16). Nine (56%)
patients changed the inflammatory profile of the sputum in this period (colored bars show the
patients who modified the sputum profile).
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Discussion

Severe asthma, which affects around 10% of cases, is the major presentation of
the disease that results in increased morbidity and mortality, with high costs for societies.
Chronic airway inflammation in asthma is an important marker of disease control and
clinical phenotype.? For the assessment of airway inflammation in asthma, induced
sputum has been widely used in research, especially in the last decade. Because it is a
noninvasive and safe method, it allows the assessment of lower airway inflammation in
school-aged children and adults with asthma.® 2! Children and adolescents with STRA is
a group of patients that result in a great clinical challenge in patient care, with poor
response to conventional therapy (high doses of inhaled corticosteroids and long-acting
bronchodilators).t 22 The clinical characteristics of children with STRA has been reported
from a few tertiary centers, but the pattern and clinical behavior of airway inflammation
phenotypes, especially in populations from developing countries, are still poorly reported
and understood. This is the first study that evaluates the inflammatory characteristics of
induced sputum regarding the severity of disease and its behavior over time in pediatric
patients with STRA compared to children with MMA from Southern Brazil.

Patients with STRA and MMA selected in our study did not present any difference
in relation to age and gender, were mostly atopic (> 95% of cases), but patients with STRA
had a significantly higher prevalence of obesity. One answer for this latest finding was not
addressed in this study.

One of our major findings was that the prevalence of inflammatory phenotypes
(eosinophilic, neutrophilic and mixed) from induced sputum in pediatric patients with STRA
was not significantly different from patients with less severe asthma (MMA). However,
patients with STRA showed a higher percentage of non-inflammatory induced sputum
(p=0.003; Figure 1), lower numbers of neutrophils and higher numbers of macrophages
and lymphocytes (Figure 2), when compared to the MMA group. The increased number
of sputum tests with no inflammation and fewer neutrophils in the airways of children with
STRA may have two explanations. Firstly, patients with STRA are followed up at a tertiary
referral center, with periodic clinical visits, reviewing inhaled technique and adherence to
treatment, and the majority of MMA patients (78%) were selected from public schools from
one cross-sectional study, with no control of clinical follow-up and adherence to treatment.
Secondly, and most importantly, the majority of patients with STRA (60%) were on anti-

IgE treatment (omalizumab). According to one previous report from our group with the
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same sample of patients with STRA, omalizumab treatment increased disease control by
90%.%2 In addition, the use of omalizumab results in decreased eosinophilia, both in the
airways and in peripheral blood.?* Our hypothesis is reinforced when the analysis of airway
inflammation phenotypes are not different (including the paucigranulocytic phenotype)
when patients with STRA who are not on omalizumab treatment (40%) were compared to
children with MMA.

We also showed a significant negative correlation between the number of
neutrophils in sputum and lung function in patients with abnormal spirometry. Neutrophils
may lead to narrowing of the airways due to inflammation and airway remodeling,
associated with the release of transforming growth factor-g (TGF-B).2°> Another marker
associated with neutrophilic inflammation is neutrophilic elastase, a protease that acts on
the extracellular matrix causing damage to the lungs, and has been also shown to be
negatively associated with lung function variables.?®

One important clinical question is whether inflammatory phenotypes are stable in
patients with asthma. In a subsample of our STRA group, we repeated the induced sputum
test around one year after the first baseline test. In 9/16 (56%) of the cases, the
inflammatory phenotype changed in this period. Moreover, even considering that the
sample size is small for this analysis, no pattern of change in the inflammatory "phenotype”
of the airways was observed (Figure 6). This pattern of inflammation behavior differs from
severe asthma in adults, which seem to be more stable.!! This finding was previously
demonstrated only by one report in children with STRA from the United Kingdom, which
found the same results of our study, but also showing a major instability in the neutrophilic
pattern (63% of cases).!* This characteristic of inflammatory phenotype instability in
children deserves to be better studied and may be one of the factors to explain difficulties
in finding biomarkers of airway inflammation (e.g. FeNO) in clinical practice for asthmatic
children.?

Our study has two main limitations. The first limitation is about the small sample
from the group of patients with STRA. This is a difficult issue to address, considering that
this clinical presentation is not common and that few tertiary centers have STRA protocols
organized for research. Multicenter studies with an international network, following strict
clinical protocols, are a major urgent need. The second limitation refers to the increased
use of omalizumab in the STRA group. We acknowledge that this may be a factor that

modifies the results of induced sputum in these patients, but in the scenario of the
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importance of real-life studies today, in which our study is included, we believe that this
limitation does not decrease the importance of our findings.

In conclusion, our study reports for the first time the characteristics of lower airway
inflammation in children with STRA, compared to patients with milder asthma, including
the pattern of longitudinal assessment of inflammation, from a population of a low-middle
income country. Our findings show that pediatric patients with STRA do not present a
different inflammatory pattern from patients with milder asthma, suggesting that
neutrophilic inflammation may be involved in worsening of lung function and that most
patients with severe asthma modify the pattern of inflammation of the lower airways in a
short time period.
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11 Anexo Il

Nivel de controle dos sintomas de asma (GINA 2014)

GINA Nas 4 semanas anteriores o paciente teve:

1 Sintomas diurnos >2x por semana

2 Algum despertar noturno devido a asma

3 Uso de medicagéo de resgate >2x por semana
4 Alguma limitacdo de atividade fisica pela asma

Legenda (Pontuacao)

Controlada Nenhuma destas situagfes
Parcialmente controlada 1-2 situagbes
N&o controlada 3-4 situacdes
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12 Anexo IV

Termo de consentimento livre e esclarecido

Avaliacdo longitudinal do impacto e de caracteristicas da asma grave resistente a
terapia em criancas do sul do Brasil

Seu filho(a) estd sendo convidado(a) a participar de um estudo chamado “Avaliacdo
longitudinal do impacto e de caracteristicas da asma grave resistente a terapia em criancas
brasileiras”. A asma na infancia € muito comum, e a forma grave da doenca compromete de
forma importante a qualidade de vida do paciente e sua familia. No Brasil, se conhece muito
pouco sobre asma grave na crianca, e nao foi realizado até o presente nenhum estudo para
melhor entender a doenca.
O objetivo deste documento é informar sobre o estudo para que vocé decida se quer ou ndo
que seu(sua) filho(a) participe. Por favor, leia com atengdo. Se vocé ndo entender algum
conceito ou palavra, ndo deixe de perguntar para o membro da equipe do estudo, que lhe
explicara o que for necessario. A participacdo neste estudo € voluntéria, ou seja, seu filho(a)
nao precisa participar se ndo quiser. Ele(a) tem o direito de se retirar do estudo a qualquer
momento.
Este estudo sera conduzido por pesquisadores que atuam na area de doencas respiratorias
pediatricas ha mais de 15 anos. O projeto possui 0 objetivo de avaliar o impacto da doenca
(qualidade de vida e saude mental), bem como as caracteristicas da fungdo pulmonar e
inflamagé&o dos pulmdes, durante um periodo de seis meses de seguimento. O recrutamento
e atendimento sera realizado no Ambulatério de Pneumologia Pediatrica do HSL e no Instituto
de Pesquisas Biomeédicas da PUCRS, com a participagdo de aproximadamente 42
participantes, divididos em 2 grupos. O primeiro grupo serd composto por pacientes com asma
grave e o0 segundo grupo com ALM.

Abaixo, segue as descricdes de todos os procedimentos que seu filho(a) ira realizar
ao longo do seguimento do presente estudo.

PROTOCOLO DO ESTUDO

Avaliacdo de controle da doenca: os participantes serdo convidados a responder dois
questionarios curtos, compostos por quatro e cinco questdes cada, para a avaliagdo do
controle da doenca, aplicados em todas as visitas do estudo.

Questionario de qualidade de vida: os participantes serdo convidados a responder um
guestionario especifico na primeira, terceira e sexta visita. Esse instrumento é constituido por
23 itens, abrangendo sintomas, limitagbes nas atividades e fung¢bes emocionais, com o
objetivo de avaliar a qualidade de vida relacionada a asma.

Mensuracdo de Oxido nitrico exalado: as criangas serdo instruidas a realizar um sopro
prolongado dentro de um equipamento portétil especifico, para medir a inflamacao das vias
aéreas. Esse teste dura em torno de 5 minutos e serd realizado em todas as visitas.
Espirometria: este exame consiste de uma inspiracdo profunda seguida de uma expiracéo
rapida (encher o peito de ar e soprar com forga) em um aparelho que mede fungéo pulmonar.
O teste sera feito antes e ap6s o uso de um broncodilatador (salbutamol), muito seguro e
amplamente usado sem problemas em criangas com asma. Esse exame dura em torno de 30
minutos e sera realizado no momento da incluséo, na primeira, terceira e sexta visita.
Escarro induzido: serdo feitas nebulizagdes com soro salgado (mais ou menos como a agua
do mar) por um tempo de no maximo 20 minutos, para obtencao de secrecao dos pulmdes. O
catarro coletado vai ser examinado para ver os diferentes tipos de inflamacgdo. Esse
procedimento sera realizado somente na primeira e Gltima visita do estudo.

Teste cutaneo: este teste consiste em aplicar uma série de substancias que podem provocar
alergia (gotas de extrato de alérgenos) na superficie anterior do antebraco, utilizando um
conta-gotas. Apds a aplicacdo dessas gotas serd dado uma pequena “picada” na pele no
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centro das gotas, com uma pequena lanceta. Essa lanceta é tem um dispositivo plastico que
limita o grau de penetracdo na pele (picada muito superficial), para permitir o contato do
alérgeno com a regiao abaixo da pele. A leitura sera feita ap6s 15 minutos. A presenca de
reacdo alérgica no local (parecida com picada de mosquito) sera avaliada em cada gota de
alérgeno. Essa avaliacdo serd realizada somente huma vez no inicio do estudo.

RISCOS E INCONVENIENTES

Este estudo oferece pequenos riscos aos seus participantes. E possivel que os exames de
soprar, correr na esteira e inalar medicamentos possam dificultar a entrada e saida do ar,
levando ao chiado no peito e a falta de ar. No entanto, todos esses procedimentos séo
considerados seguros e as complicacdes sdo consideradas raras de acordo com as
recomendacdes clinicas desses exames, principalmente em criancas e adolescentes. Caso
seja necessario, medidas de broncodilatacdo serdo tomadas pela equipe médica do estudo,
visando a recuperagdo do paciente. Além disso, os testes serdo interrompidos a qualquer
momento caso o0 paciente relate algum desconforto.

BENEFICIOS DA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO

Ao participar do nosso estudo vocé estara ajudando a melhorar os conhecimentos sobre a
asma mais grave em criangas, trazendo beneficios para o tratamento e diagnostico da doenga.
Além disso, vocé estara proporcionado ao seu filho uma avaliagdo completa e moderna da
asma do seu(sua) filho(a) pela equipe médica do estudo.

CUSTOS

N&o havera nenhum custo para os participantes do estudo, mas vocé e seu(sua) filho(a)
também ndo receberdo nenhum pagamento pela participacdo no trabalho, a ndo ser a
cobertura dos custos de deslocamento, quando necessario.

CONFIDENCIALIDADE

As informag0es referentes a participacéo do seu(sua) filho(a) neste estudo séo confidenciais
e serdo mantidas sob sigilo. Os dados pessoais do seu(sua) filho(a) (home, nimero de
identificacdo, telefone, endereco) ndo serdo incluidos no banco de dados e a identidade
dele(a) sera mantida confidencial. Todas as legislacdes, resolu¢cdes e codigos de ética
brasileiros serdo cumpridos neste estudo.

RESULTADOS DA PESQUISA
O seu médico informara a vocé o resultado dos procedimentos que seu filho(a) for submetido
durante os seis meses de acompanhamento do estudo.

DUVIDAS

PESSOA(S) DE CONTATO:

Se vocé tiver alguma davida, se tiver alguma lesao durante o estudo ou se apresentar algum
efeito adverso durante o estudo, entre em contato com o pesquisador responsavel, Dr2.
Béarbara Nery Porto no endereco Av. Ipiranga, 6690 — sala 31- Jardim Botanico. Porto
Alegre/RS — CEP: 90610-000 e telefone +51 3320-3353 R:2313.

Se vocé tiver alguma davida sobre seus direitos como participante do estudo ou alguma
questdo ética, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul no endereco Av. Ipiranga 6681, Prédio 40 - Sala
505 - Paternon. Porto Alegre/RS - CEP: 90619-900, telefone +51 3320-3345 e e-mail
cep@pucrs.br de segunda a sexta-feira, das 8h as 12h e das 13h30 as 17h30. Este é um
grupo de pessoas da area cientifica e nao cientifica que analisa estudos clinicos considerando
a seguranca e o bem-estar dos participantes do estudo, e que deu parecer favoravel a este
estudo clinico.
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Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo:

Li este documento e alguém explicou seu contetdo para mim. Compreendi a finalidade deste
estudo e o que acontecerda com meu(minha) filho(a) neste estudo. Concordo livremente que
meu(minha) filho(a) participe deste estudo, conforme foi descrito para mim neste documento.
Entendo que receberei uma via original assinada deste documento, e tanto eu como o
investigador devemos rubricar todas as paginas. Ao assinar este termo n&o desisti de qualquer
direito legal de meu filho(a).

Nome do sujeito de pesquisa Data
Nome do representante legal Data
Assinatura do membro da equipe Data
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11Anexo V

Termo de assentimento

Avaliacdo longitudinal do impacto e de caracteristicas da asma grave resistente a terapia em
criancas do sul do Brasil

Vocé esta sendo convidado para participar de um estudo sobre asma na crianca. A asma €
uma doenca que atinge os pulmdes, provocando sintomas, como falta de ar, chiado no peito,
tosse, e cansaco. Um estudo € uma maneira de descobrir novas informacdes sobre a doenca,
que pode ser util para desenvolver novos exames e tratamentos, trazendo melhorias na sua
gualidade de vida. Se vocé nao quiser, hdo precisa participar deste estudo. Os médicos ainda
irdo cuidar de vocé mesmo que ndo queira fazer parte deste estudo. Os médicos irdo falar
também com seus pais sobre o estudo. Vocé também deve falar com seus pais e seu médico
sobre participar deste estudo.

Para participar deste estudo, vocé tera que realizar alguns exames. Por isso, Vocé precisa
informar o médico ou a equipe que trabalha com ele como vocé se sente antes e depois de
realizar os exames. O médico ou sua equipe também compartilhardo informag6es de registros
médicos seus. O médico e membros da equipe Ihe fardo perguntas sobre a sua doenca.

Se vocé aceitar participar do estudo, vocé devera vir regularmente nas consultas pré-
agendadas. Durante estas visitas, iremos realizar avaliagdes médicas, questionérios e alguns
exames para avaliar seus pulmdes. Logo abaixo iremos explicar todos os procedimentos que
vocé ir4 ser convidado a realizar.

Procedimentos propostos:

. Avaliagdo de controle da doenca: vocé ird ser convidado a responder dois
guestionarios curtos a cada visita. Estes questionarios ajudardo os pesquisadores a
entenderem melhor a gravidade e controle de sua asma.

. Mensuragao de 6xido nitrico exalado: vocé ir4 ser convidado a soprar em um pequeno
equipamento especifico para medir um gas exalado na respiracdo. Este exame serve para
medir a inflamacao do pulmé&o.

. Espirometria: neste exame vocé serd instruido pelo membro de nossa equipe a realizar
uma inspiragdo profunda, seguida de uma expiragdo rapida (encher o peito de ar e soprar com
forca), para medir a capacidade de seu pulmé&o.

. Escarro induzido: serdo feitas nebuliza¢cbes com soro salgado (mais ou menos como
a agua do mar), por um tempo de no maximo 20 minutos. Esta nebulizagéo faz os pulmbes
soltarem o catarro. Se vocé conseguir eliminar catarro, ele sera analisado quanto ao tipo de
inflamacao.

. Teste cutaneo: este teste consiste em pingar uma gota de 10 substancias que podem
provocar alergia na superficie anterior do seu braco, utilizando um conta-gotas. Apos a
aplicacdo dessas gotas, sera dado uma pequena “picada” (parecida com picada de mosquito)
no centro das gotas, com uma pequena lanceta, para posterior leitura da resposta alérgica.
Este exame vai dizer ao que vocé é alérgico no ambiente.

Rubrica do paciente Rubrica do pesquisador

. Beneficios: ao participar do nosso estudo vocé pode auxiliar os pesquisadores a
melhorar os conhecimentos sobre a asma, alergia, particularmente em relagéo ao controle da
doenca e melhoria da qualidade de vida, para melhor prevencao e cuidados da sua saude
respiratoria.

Confidencialidade: os dados dos questionérios e os resultados individuais dos exames séo
confidenciais e ndo poderdo ser utilizados para outros objetivos que ndo estejam descritos
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neste termo. Os resultados deste estudo deverdo ser publicados, mas a identidade dos
participantes nao sera revelada em nenhum momento.

Direito de cancelar a participacéo no estudo: esteja ciente de que em qualquer momento vocé
pode cancelar sua participacéo no estudo.

Custos: ndo haverd custos para os participantes do estudo. Vocé também nado recebera
nenhum pagamento pela participacdo no trabalho.

Duvidas: PESSOA(S) DE CONTATO:

Se vocé tiver alguma duvida, se tiver alguma lesdo durante o estudo ou se apresentar algum
efeito adverso durante o estudo, entre em contato com o pesquisador responsavel, Dr2.
Barbara Nery Porto no endereco Av. Ipiranga, 6690 — sala 31- Jardim Botanico. Porto
Alegre/RS — CEP: 90610-000 e telefone +51 3320-3353 R:2313.

Se vocé tiver alguma davida sobre seus direitos como participante do estudo ou alguma
questdo ética, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Pontificia
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul no endereco Av. Ipiranga 6681, Prédio 40 - Sala
505 - Paternon. Porto Alegre/RS - CEP: 90619-900, telefone +51 3320-3345 e e-mail
cep@pucrs.br de segunda a sexta-feira, das 8h as 12h e das 13h30 as 17h30. Este € um
grupo de pessoas da area cientifica e nao cientifica que analisa estudos clinicos considerando
a seguranca e o bem-estar dos participantes do estudo, e que deu parecer favoravel a este
estudo clinico.

Rubrica do paciente Rubrica do pesquisador

Se vocé concorda em participar do presente estudo, por favor, preencha as informagdes
abaixo:

Eu, , aceito participar da pesquisa
acima. Declaro que os pesquisadores me explicaram todas as etapas e exames que farei
neste estudo, bem como os possiveis desconfortos, riscos e beneficios associados.
Compreendo que ndo sou obrigado a participar da pesquisa, decidindo quanto a participacéo
ou ndo do estudo. Desta forma, concordo liviemente em participar deste estudo, sabendo que
posso desistir a qualquer momento, se assim desejar. Eu concordo em participar desta
pesquisa, e aceito realizar as seguintes avaliacdes:

Questionarios () Sim, estou de acordo () Nao, nado estou de acordo

Rubrica do escolar

Exame de espirometria () Sim, estou de acordo () N&o, ndo estou de acordo

Rubrica do escolar

Escarro induzido ( ) Sim, estou de acordo () Nao, ndo estou de acordo

Rubrica do escolar

Avaliagéo do teste cutaneo ( ) Sim, estou de acordo () Nao, néo estou de acordo

Rubrica do escolar
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Porto Alegre, de

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador

de 201 .
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12 Anexo VI

Parecer consubstanciado do CEP

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE ‘G 28 orme
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo longitudinal do perfil inflamatério das vias aéreas inferiores de criancas e
adolescentes, com asma grave resistente a terapia, do sul do Brasil

Pesquisador: Barbara Nery Porto

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 91092218.1.0000.5336

Instituicdo Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.826.711

Apresentagdo do Projeto:

A asma € um problema de saude global, altamente prevalente na populacéo infantil. Um subgrupo de criancas,
cerca de 5-10% dos asmaticos, ndo responde adequadamente ao tratamento, com auséncia de controle da
doenca, mesmo com a melhor otimizacdo do manejo clinico, sendo entédo classificados como asma grave
resistente a terapia (AGRT). Existem poucos estudos avaliando o impacto da doenca em criancas com AGRT.
Pretende-se neste estudo avaliar o perfil de inflamacdo das vias aéreas inferiores (escarro induzido) e as
caracteristicas da funcdo pulmonar (espirometria) em um periodo de seguimento de seis meses, em criancas
e adolescentes (6 a 18 anos, de ambos os sexos) com AGRT, comparando com criancas com asma leve a
moderada.

Os pacientes serdo classificados em AGRT ou asma leve a moderada, de acordo com critérios
internacionalmente estabelecidos na literatura. Os pacientes, apds inclusdao no estudo, serdo acompanhados
por 6 meses, mensalmente, quando questionarios de controle da doenca, testes de funcdo pulmonar e escarro
induzido serdo aplicados e realizados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

Avaliar o perfil de inflamacé@o das vias aéreas inferiores e as caracteristicas da funcdo pulmonar, em um
periodo de seguimento de seis meses, em criancas e adolescentes com asma grave resistente a terapia,
comparando com criancas e adolescentes com asma leve a moderada.

Enderego: Av.lpiranga, 6681, prédio 50, sala 703

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFiCIA UNIVERSIDADE Platafor
CATOLICA DO RIO GRANDE asil
DO SUL - PUC/RS

moe

Objetivos especificos

Serdo avaliados os seguintes aspectos em criancas e adolescentes com asma grave resistente a terapia,
comparando com criancas e adolescentes com asma leve a moderada:

Inflamacao das vias aéreas inferiores, por meio de exame de escarro induzido;

Fluxos expiratérios e volumes pulmonares através da espirometria;

Correlacionar as medidas do teste de espirometria e as medidas de inflamacao das vias aéreas inferiores
Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Este estudo oferece pequenos riscos aos seus participantes. E possivel que os exames de soprar,
correr na esteira e inalar medicamentos possam dificultar a entrada e saida do ar, levando ao chiado no peito
e a falta de ar. No entanto, todos esses procedimentos sdo considerados seguros e as complicacées sao
consideradas raras de acordo com as recomendacoes clinicas desses exames, principalmente em criancas e
adolescentes. Caso seja necessario, medidas de broncodilatacdo serdo tomadas pela equipe médica do
estudo, visando a recuperacao do paciente. Além disso, os testes serdo interrompidos a qualguer momento
caso o paciente relate algum desconforto.

Beneficios: Ao participar do nosso estudo vocé estara ajudando a melhorar os conhecimentos sobre a asma
mais grave em criancas, trazendo beneficios para o tratamento e diagnéstico da doenca. Além disso, vocé
estara proporcionado ao seu filho uma avaliacdo completa e moderna da asma do seu(sua)filho(a) pela equipe
médica do estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo de relevancia, uma vez que a asma € um problema de salde global, altamente prevalente na
populacao infantil. Um subgrupo de criancas, cerca de 5-10% dos asmaticos, ndo responde adequadamente
ao tratamento, com auséncia de controle da doenca, mesmo com a melhor otimizacdo do manejo clinico,
sendo entédo classificados como asma grave resistente a terapia (AGRT). Existem poucos estudos avaliando
o impacto da doenca em criancas com AGRT.

Enderego: Av.Ipiranga, 6681, predio 50, sala 703

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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Consideracoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatoria: Todos os termos foram apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes: Nédo ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP: Diante do exposto, o CEP-PUCRS, de acordo com as suas

atribuicGes definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e a Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS,
manifesta-se pela aprovacéo do projeto de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informacdes PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 09/08/2018 Aceito
Basicas do Projeto |ROJETO_1143899.pdf 14:40:18
Outros carta_Resposta_Pendencias.doc 09/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito

14:39:13
Outros Carta_Resposta_CEP pdf 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:06:23
TCLE /Termos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_marcad| 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento / o1.pdf 16:05:53
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Temosde |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_marcad| 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento / o1.docx 16:05:40
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Temos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_lmpo1.| 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento / pdf 16:05:29
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Temosde |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_ lmpo1.| 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento / docx 16:05:05
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_FINAL pdf 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Brochura 16:04:46
Investigador
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Plataforma

$<8rasil

Brochura Pesquisa | Projeto_BarbaraFINAL docx 06/08/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:03:32
Qutros Carta_chefe_servico.pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:41:25
Qutros Formulario_CPC pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:40:53
Qutros Carta_Orcamento_CPC pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:40:02
Orcamento Orcamento_CPC pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:39:35
TCLE/ Termosde | TCLE_marcado.pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento/ 16:38:21
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termosde | TCLE _marcado.docx 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento/ 16:38:01
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termosde | TCLE_limpo.pdf 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento/ 16:37:47
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termosde | TCLE_limpo.docx 25/07/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
Assentimento/ 16:37:32
Justificativa de
Auséncia
Qutros Documento_Unificado_SIPESQ pdf 01/06/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
14:49:55
Qutros cvlattes_equipe.docx 24/05/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:25:08
Qutros Dedaracao_PauloPitrez. pdf 24/05/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:17:41
Qutros Carta_apresentacao_CC_CEP pdf 24/05/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
16:14:21
Parecer Anterior PARECERDEAPROVACAODOPROJET| 24/05/2018 |Barbara Nery Porto | Aceito
OGUARDACHU VA pdf 16:10:38
Folha de Rosto Folha_de rosto_assinada. pdf 24/05/2018 |Barbara Nery Porto Aceito
_ 16:03:34
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Enderego: Av.Iprranga, 6681, prédio 50, sala 703

Bairro: Partenon
UF:RS

CEP: 90.619-900

Municipio: PORTOALEGRE
Telefone:  (51)3320-3345

Fax (51)3320-3345

E-mail: cep@pucrs.br
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(Coordenador)
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