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NOTA PREVIA

Desde cedo na minha formacdo pneumoldgica se foi adensando o gosto pela compreensao da
patologia asmdtica. Considerando a complexidade dos mecanismos bioldgicos envolvidos e a
diversidade da sua apresenta¢do, a asma surge naturalmente como afeccao rainha da drea
respiratdria, para alimentar a curiosidade e a investigacao de espiritos mais inquietos.

No meu estdgio hospitalar de Alergologia Respiratdria, encontrei como orientadora de
formacgado a Sra. Prof2. Doutora Ana Todo-Bom que, apercebendo-se da minha apeténcia pela
asma e da minha vontade em conhecer e contactar com outros ambientes profissionais, me
sugeriu efectuar um estdgio com o Sr. Prof. Doutor Jean Bousquet, Professor de Pneumologia
na Universidade de Montpellier e figura incontorndvel e internacionalmente reconhecida na
area da asma. O bom relacionamento entre ambos e as suas ligagdes ao projecto GA’LEN,
nessa data em representacao de Portugal e de Franca, facilitaram a minha saida para o Servico
de Doencas Respiratdrias do Hospital Universitario de Montpellier.

Ai tive o privilégio de assistir a actividade clinica do Sr. Prof. Jean Bousquet e de beneficiar da
sua orientacao cientifica. No decorrer desse estagio surgiu a sua proposta para desenvolver
um projecto de investigacdo que, de acordo com a filosofia GA’LEN, “ligasse” os Hospitais e
Universidades de Montpellier e Coimbra.

Motivada pelo desafio do Sr. Prof. Doutor Bousquet, apoiada pela Sra. Prof2. Doutora Ana
Todo-Bom, e confortada pela confianca do Sr. Prof. Doutor Manuel Fontes Baganha, a época
Regente da Catedra de Pneumologia e Director do Departamento de Pneumologia do meu
Hospital, considerei estarem reunidas as premissas minimas para me candidatar a concretizar
tal desiderato. Aos trés, devo a orientagao cientifica, a disponibilidade pessoal e a estima com
gue sempre me distinguiram.

Mas outras areas se entrecruzaram, resultando esta investigacdo do trabalho de uma equipa
multidisciplinar, que integrou também saberes da quimica e da matematica.

No decorrer deste caminho, pude contactar e enriquecer-me com outras ciéncias até ha pouco
para mim colaterais. Foi com a Sra. Prof2. Doutora Silvia Rocha (Professora Auxiliar no
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro e coordenadora do projecto Asthma -
Gestdo futura da asma apoiada por amostragem nao invasiva: contributos para a defini¢cdo de
um meio diagndstico rapido e ndo invasivo, PTDC/QUI-QUI/117803/2010) que me aventurei
em areas paralelas da minha investigacdo. Com o seu apoio e disponibilidade, e o da sua
equipa, tornou-se possivel o desenvolvimento de parte importante deste trabalho,
nomeadamente o estudo da metabolémica dirigida a patologia asmatica, realizado na
Universidade de Aveiro.
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Imprescindivel foi também a colaboracdo do Sr. Prof. Doutor Pedro Sa-Couto, que sempre
mostrou prontiddo na resposta as dificuldades estatisticas que me foram surgindo.

Com a colaboracdo do Sr. Prof. Doutor Artur Paiva, concretizou-se o trabalho laboratorial
realizado no antigo Centro de Histocompatibilidade de Coimbra.

Foi, com o contributo de todos, que reuni os saberes indispensdveis a realizacdo da minha
investigacgao.

Ao Sr. Dr. Mario Chaves Loureiro, na qualidade de Director de Servigo de Pneumologia, devo o
incentivo e a confianga profissional, necessarias a concretizacao deste e de outros projectos.

Aos colegas do Servigo de Pneumologia, agradeco o companheirismo; aos restantes elementos
(enfermeiros, administrativos e técnicos), em especial a Sra. Enf. Margarida Santos, o meu
reconhecimento pelas ajudas recebidas.

A Sra. Dra. Ana Gomes, do Servico de Anatomia Patoldgica, o meu obrigada pelo facilitismo no
armazenamento e conservagao das amostras.

Para além daqueles que estiveram directamente envolvidos neste projecto, outros menos
visiveis foram igualmente importantes. Aos meus pais devo o aconselhamento amigo, o incutir
do espirito de perseveranca e do querer ir mais além, concedendo sempre o apoio necessario
e seguro para ultrapassar os momentos menos entusiasmantes; ao meu marido devo a
tolerancia, os momentos que nos roubei e o paralelismo da sua com a minha vida; a minha
filha Carmo, que ainda em mim e nos primeiros meses da sua vida me acompanhou no
culminar deste esforco, devo mostrar um dia que todo o trabalho gratifica e é compensador.

Finalmente, o agradecimento sincero a todos os pacientes que voluntdria e conscientemente
participaram nesta investigacdo. Se eles vierem a beneficiar de tratamento mais especifico e
atempado da sua doenca, ter-se-a cumprido o objectivo primario deste projecto, que procurou
ser translacional.
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ABREVIATURAS
AA  Acido araquiddnico
ABPA  Aspergilose broncopulmonar alérgica
ACQ Asthma Control Questionnaire (Questionario de controlo da asma)
ACT Asthma Control Test (Teste de controlo da asma)
ADAM A desintegrin and metalloprotease domain (Dominio desintegrina e
metaloprotease)
ADMA  Asymmetric dimethyl arginine (Arginina dimetil assimétrica)
AG Asma grave
AINE’s  Anti-inflamatdrios ndo esterdides
AirPROM Airway Disease Predicting Outcomes through Patient Specific
Computational Modelling (Predi¢do de outocmes para a doenca da via
aérea através da modulagdo computacional especifica do doente)
ANOVA  Analysis of variance (Analise de variancia)
ATS  American Thoracic Society (Sociedade Toracica Americana)
BACA Beta-adrenérgicos de curta ac¢do
BALA Beta-adrenérgicos de longa ac¢ao
BIOAIR Longitudinal Assessement of Clinical Course and Biomarkers in Severe
and Chronic Airway Disease (Avaliagao longitudinal do curso clinico e
biomarcadores na doenga crdnica e grave da via aérea)
BQ Bronquiectasias
C Cluster
CARAT Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test (Teste de controlo da asma
e rinite alérgica)
CDcells Clusters of differentiation cells (Clusters de células de diferencia¢ao)
CCR Chemokine Receptor (Receptores da quimiocina)
CRF Capacidade Residual Funcional
COX-1 Ciclooxigenase-1
CS Corticoides
CSI  Corticoides inalados
CSs Corticdides sistémicos
DCV Disfuncdo das cordas vocais
DCs Dendritic cells (Células dendriticas)
DPOC Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica
DPI  Dry powder inhaler (Inalador po seco)
EMTU  Epithelial-mesenchymal trofic unit (Unidade trofica epitélio-
mesenquimatosa)
ENFUMOSA European Network for Understanding Mechanisms of Severe Asthma
(Rede europeia para o entendimento dos mecanismos da asma grave)
ERS European Respiratory Society (Sociedade Europeia Respiratéria)
EC-SOD Enzyme extra cellular superoxide dismutase (Enzima superoxido
dismutase extracelular)
FceRl Receptor celular de alta afinidade para a fracgdo cristalizavel de IgE

XiX



Fendtipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014

numa populagdo portuguesa

FeNO
FEV,

FEV2s.75

FVC
GA
GA’LEN

GCxGC-ToFMS

GINA
GST
GM-CSF

HDAC2
HRB
HS
HUC
IECA’s
IFN-Y
Ig

IL

IMI
LBA
LTs
LTCA
LV1
LVvV2
MDI
MIP-1a

MMP
NAEPP

NO
NMR
NKT

ONDR
OR
ORadj
PE
PLS-DA

PGD2
PGI2
PQN

PF
XX

Fraction of exhaled nitric oxide (Fraccdo exalada de dxido nitrico)
Forced expiratory volume in the first second (Volume forcado
expiratorio no 12 segundo)

Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of forced vital
capacity (Volume forcado expiratdrio entre 25-75% da capacidade vital
forgada)

Forced vital capacity (Capacidade vital forcada)

Genetic algorithm (Algoritmo genético)

Global Allergy and Asthma European Network (Rede europeia global de
alergia e asma)

Comprehensive two-dimensional gas chromatography—time-of-flight
mass spectrometry (Cromatografia gasosa bidimensional associada a
espectrometria de massa por tempo de v60)

Global Initiative for Asthma (Iniciativa global para a asma)
Glutationa-S-transferase

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Factor estimulante
de coldnia granuldcito-macroéfago)

Histona deacetilase2

Hiperreactividade brénquica

Hipersensibilidade

Hospitais da Universidade de Coimbra

Inibidores da enzima de conversao da angiotensina

Interferdo gama

Imunoglobulina

Interleucina

Innovative Medicine Initiative (Iniciativa de medicina inovadora)
Lavado broncoalveolar

Leucotrienos

Leucotrienos C4

First latent variable (Primeira variavel latente)

Second latent variable (Segunda variavel latente)

Metered dose inhaler (Inalador de dose calibrada)

Macrophage inflammatory protein 1a (Proteina inflamatodria
macrofagica 1a)

Metaloproteinases

National Asthma Education and Prevention Program (Programa
nacional de educacdo e prevengao da asma (USA))

Nitric oxide (Oxido nitrico)

Nuclear magnetic ressonance (Ressonancia magnética nuclear)
Natural killer T (Células natural killer)

Observatério Nacional das Doencas Respiratdrias

Od(ds ratio (Racio dos produtos cruzados)

Od(ds ratio adjusted (Racio dos produtos cruzados ajustados)

Poor Estimate (Pobre estimativa)

Partial least squares discriminant analysis (Analise discriminante pelo
método dos minimos quadrados parciais)

Prostaglandina D2

Prostaciclina

Probabilistic quotient normalization (Normalizagdo probabilistica do
guociente)

Propionato de fluticasona
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RA
RGE
RI
RMSE
ROS
SD
SAOS
SARP

SEPAR

SOA
SOD
SPME

TAC-AR
TCA
CAC

TENOR

TGF

Th

TNF

TLR

Treg

TSLP

u
U-BIOPRED

ucl
uv
VIP
VEGF

VRE
WPAI-A

WHO

Rinite alérgica

Refluxo gastro-esofagico

Retention Index (indice de retenc3o)

Root mean square error (Erro da raiz minima quadrada)

Reactive oxygen species (Espécies reactivas de oxigénio)

Standard deviation( desvio-padrado)

Sindrome de apneia obstrutiva do sono

Severe Asthma Research Program (Programa de investigacdo de asma
grave)

Sociedad Espanola de Neumologia y Cirugia Tordcica (Sociedade
Espanhola de Pneumologia e Cirurgia Toracica)

Severity of Asthma Score (Pontuagdo de gravidade da asma)
Superdxido dismutase

Solid phase microextraction (Microextrac¢ado de fase sélida)

Teste t

Tomografia axial computorizada de alta resolugao

Testes cutaneos de alergia

Ciclo do acido citrico

The Epidemiology and Natural History of Asthma Outcomes and
Treatment Regimens (Estudo da epidemiologia e histdria natural da
asma e regimes de tratamento)

Transforming growth factor (Factor de transformacdo de crescimento)
Células T helper (Células T auxiliadoras)

Tumor necrosis factor (Factor de necrose tumoral)

Toll like receptor (Receptor molecular associado a patogénio)
Células T reguladoras

Thymic stromal lymphopoietin (Linfopoetina do estroma timico)
Teste Mann-Whitney

Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Diseases
outcome (Biomarcadores para predicao do outcome das doengas
respiratorias)

Unidade de cuidados intensivos

Unidade de variancia

Variable importance in the projection(Importancia da variavel na
projeccao)

Vascular endothelial growth factor (Factor de crescimento endotelial
vascular)

Volume de reserva expiratorio

Work Productivity and Activity Impairment-Asthma (Produtividade
laboral e limitacdo de actividade — asma)

World Health Organization (Organizacdo Mundial de Saude)
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RESUMO

Introdugdo

A asma é uma doenca heterogénea, expressando-se por varios fenétipos, que novos métodos
de analise, tipo cluster, tém tentado distinguir. Contudo, biomarcadores, nomeadamente
identificadores de gravidade, sdo escassos.

O conhecimento dos seus enddtipos através de técnicas avangadas como a metaboldmica
pode ser util, como ja demonstramos com a identificagdo de marcadores de exacerbagao pelo
estudo do perfil metaboldmico urinario de asmaticos. No entanto, a translagdo de resultados
da metaboldmica para a clinica necessita validagao.

Objectivos

1. Caracterizar clinicamente uma popula¢do portuguesa de asmaticos, com enfoque nos
doentes graves, com suporte em parametros funcionais respiratérios e laboratoriais
imunoinflamatdrios e suas correlacdes.

2. ldentificar fendtipos celulares da expectoragdo e correlaciond-los com os parametros
determinados.

3. Identificar factores preditores para a ocorréncia dos diferentes fenétipos clinicos.

4. Distinguir clusters de asmaticos.

5. Determinar a relevancia da metaboldmica na identificagdo de biomarcadores de
gravidade e na distin¢do de clusters.

6. Correlacionar caracteristicas clinicas de gravidade e clusters identificados com
biomarcadores urinarios de peroxidacgao lipidica.

Métodos

A amostra foi recrutada nos Servicos de Pneumologia e Alergologia dos Hospitais da
Universidade de Coimbra, até se obterem cem doentes com asma.

Dos procedimentos realizados destacam-se: a avaliacdo clinica, o estudo funcional respiratério
e as colheitas de sangue, expectoracdo e urina para estudo analitico.

O tratamento estatistico foi feito com o programa SPSS, versdo 20.0 ®, usando métodos como
a regressdao logistica. Os clusters foram identificados pelo método Ward. A andlise
metaboldmica foi feita pela técnica de microextracgdo de fase sélida seguida de cromatografia
gasosa bidimensional, a analise desses dados foi multivariada e as correlagbes estabelecidas
usaram o método de regressdo dos minimos quadrados parciais. Em todos os testes foram
considerados significativos valores inferiores a 0.05.

Resultados e Conclusdes

Os resultados dos parametros avaliados foram amplamente coincidentes com os de outros

estudos, tendo-se identificado como mais inovador, no grupo grave, a maior frequéncia de

histéria de pneumonia e o caracter discriminativo do questionario de gravidade utilizado. Nas
xxiii
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correlagdes estabelecidas destacaram-se: as negativas da funcdo respiratéria com o
guestionario de gravidade da asma e a do FeNO com os valores basais de FEV, (nos graves); as
positivas da eosinofilia periférica com a gravidade da doenca, o seu inicio tardio e a pior
qualidade de vida.

Nos fendtipos da expectoracao, o eosinofilico foi mais prevalente, observando-se correlacao
negativa entre a percentagem de neutrdfilos e o FEV, basal.

Nos fenétipos clinicos estudados destacamos:

e Atdpicos, tém idade de inicio de doenga mais precoce, menor ocorréncia de histdria de
pneumonia e melhor qualidade de vida;

e Asmaticos com inicio apds 12 anos, sao mais obesos, menos atdpicos, com pior controlo e
gualidade de vida e maior gravidade da doenga;

e Nos com hipersensibilidade a AINE’s é maior a prevaléncia de polipose nasal e pior a
gualidade de vida;

e Os com excesso de peso, apresentam menor controlo da doenca, pior qualidade de vida e
maior gravidade;

e Os obstrutivos persistentes tém menor controlo da doenga e maior coexisténcia de outras
doengas obstrutivas;

e Os graves, maior ocorréncia de pneumonia e de outra doenga obstrutiva, pior controlo da
doenga, de qualidade de vida, de fungdo respiratdria e maior uso de terapéutica e grau de
eosinofilia periférica.

Foram factores favoraveis a ocorréncia dos fenétipos:

e Atdpico - inicio precoce da doenca, melhor controlo da doenga, menor grau de terapéutica.

e Asma apds 12 anos — género masculino, obstrugao fixa da via aérea, maior percentagem de
eosindfilos no sangue e da pontuagao SOA.

e Hipersensibilidade a AINE’s — polipose nasal e maior gravidade da doenca.

e Obstrugdo persistente da via aérea — género masculino, maior intensidade de terapéutica,
pior funcdo respiratéria, maior gravidade da doenca e inflamacgdo neutrofilica da via aérea.

e Grave — eosinofilia no sangue periférico.

Foram desfavoraveis para essa ocorréncia:

e Atdpico - histéria de pneumonia, presenca de outra doenca obstrutiva, doenca grave.

e Asma com inicio apds 12 anos - atopia.

e Obstrugdo persistente da via aérea — inicio da doencga antes dos 12 anos.

Nos 5 clusters foi evidente a sobreposicdo de C1, C2 e C5 com outros estudos. C3
correspondeu a asmaticos intermitentes, cuja gravidade dependeu da ocorréncia de
exacerbacgdes graves; C4, a um grupo com provavel alteracdo de fenétipo inicial (eosinofilico)
pela presenca de obesidade.

Algumas das caracteristicas com significado na separacdo dos clusters (idade, excesso de peso,
gravidade e eosinofilia periférica) foram relevantes por permitirem a adaptacdo dos resultados
aos enddtipos actualmente descritos na literatura.
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A analise metaboldmica do perfil de peroxidacdo lipidica mostrou relevancia, quer na
separacdo dos doentes por gravidade, quer na distincdo dos diferentes clusters, tendo sido
identificado o grupo de metabolitos responsaveis pelas separacdes. Em relacdo a gravidade, a
separacdo foi clara entre grupos, consoante a faixa etdria. Em relacdo aos clusters, a distincao
foi clara para os grupos C1, C3 e C5, passiveis de serem organizados pela extensdo da
peroxidacdo lipidica (C1>C3>C5).

Demonstramos ainda que os niveis de peroxidacao lipidica patentes nos perfis metabolémicos
urinarios destes doentes podem prever a funcdo respiratdria (FEV,), o tipo de inflamagdo Th2
(FeNO) e o grau de gravidade (SOA).

Assim, enddtipos obtidos pela metaboldmica urindria mostraram que alguns clusters e
caracteristicas da asma podem ser associados com metabolitos especificos da peroxidagdo
lipidica.

Palavras chave: Asma, fenétipos, endétipos, biomarcadores, metaboldmica.
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SUMMARY

Introduction

Asthma is a heterogeneous disease, expressed by several phenotypes, for which new analysis
methods like cluster approaches have been trying to establish a distinction. Nevertheless,
biomarkers, namely those of severity, are scarce.

Understanding its endotypes, particularly through advanced techniques such as metabolomics,
can be useful, as we have already shown with the identification of asthma exacerbation
biomarkers by the urinary metabolomics profile study of asthmatics. However, the translation
of metabolomics results into clinical practice still needs validation.

Objectives

1. Clinically characterize a Portuguese asthmatic population, with particular attention to
severe patients, supported in lung function, immune-inflammatory parameters and
their correlations.

2. ldentify the sputum cellular phenotypes and correlate them with evaluated
parameters.

3. Identify predictors for the different clinical phenotypes.

4. Cluster the asthmatic population.

5. Evaluate the importance of metabolomics in the identification of severity urinary
biomarkers and in cluster distinction.

6. Correlate severity’s clinical characteristics and identified clusters with urinary
biomarkers of lipidic peroxidation.

Methods

The sample was recruited from outpatient clinic of Pulmonology and Allergology Unit of
Hospitais da Universidade de Coimbra, consecutively, until reaching one hundred patients with
asthma.

From the procedures, we point out the clinical and lung function evaluation, the
immunephenotypic analysis of sputum cells and the urinary metabolomics analysis.

Statistics was performed using SPSS, version 20.0 ® and data were analysed by methods such
as logistic regression. Clusters were identified using Ward’s clustering method. Metabolomics
was carried out using solid phase microextraction followed by comprehensive two-dimensional
gas chromatography-time-of-flight mass spectrometry, multivariate data analysis was applied
and correlations were studied using partial least squares regression.

In all statistical tests, p values were significant when <0.05.
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Results and Conclusions:

The evaluated parameters were largely in accordance with other studies results. As most
innovative we found: in the severe group, a more frequent pneumonia history and a
discriminative value for the Severity of Asthma Score (SOA); the negative correlations of lung
function with SOA and, in the severe group, of FeNO with basal FEVy, the positive correlations
of blood eosinophilia with disease severity, late disease onset and worst quality of life.
Regarding cellular sputum phenotypes, the eosinophilic was the most prevalent and there was
a negative correlation of neutrophils percentage with FEV;.

Regarding the studied clinical phenotypes, when compared to the other patients, we stand

out:

o Allergic patients have earlier disease onset, less frequent history of pneumonia and better
life quality;

e Asthmatics with disease onset after age of 12 are more obese, less allergic, have worse
disease control and life quality and higher disease severity;

e Those with NSAID hypersensitivity have higher prevalence of nasal polyposis and worse life
quality;

e Overweight asthmatics have less disease control, worse life quality and higher severity;

e Those with fixed obstruction have less disease control and higher co-existence of other
obstructive disease;

e Severe patients have more frequent history of pneumonia and other obstructive disease,
worse disease control, life quality, lung function, higher use of therapeutics and of blood
eosinophilia.

For the existence of each phenotype were favourable predictors:
e Allergic - early disease onset, better disease control lower grade of therapeutics.
e Asthma onset after age of 12—-male gender, fixed airway obstruction, higher eosinophils
percentage and SOA score.
e NSAID hypersensitivity —nasal poliposis and more severe disease.
e Fixed airflow obstruction —male gender, higher grade of therapeutics, worst lung function,
more severe disease and neutrophilic airway inflammation.
e Severe - higher percentage of blood eosinophilia.
Were against:
e Allergic - pneumonia history, presence of other obstructive disease, severe disease.
e Asthma onset after age of 12—atopy.
e Fixed airflow obstruction - early disease onset.

In all 5 clusters the overlap of C1, C2 and C5 was evident with other studies. C3 corresponded
to brittle asthma, whose severity was related with severe exacerbations; C4 corresponded to a
group whose initial phenotype was potentially modified by the presence of obesity.

Some of the characteristics that showed significance for clusters separation (as age, excess
weight, severity and blood eosinophilia) were relevant as they allowed us to confront our
results to the known endotypes described in the literature.
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The metabolomics analysis of lipidic peroxidation urinary profile of asthmatics has showed
relevance either in the evaluation of severity, as in the distinction of different clusters, being
identified the metabolites responsible for the separations. Regarding severity, the separation
between severity groups was clear, according to age. Regarding clusters, the distinction was
clear for groups C1, C3 and C5, which can be organized by lipidic peroxidation extension
(C1<C3<C5).

We have also demonstrated that lipidic peroxidation levels expressed on metabolomics urinary
profiles of these patients could predict lung function (FEV,), eosinophilic inflammation (FeNO)
and asthma severity (SOA).

Accordingly, endotypes obtained by urinary metabolomics showed that clusters and
phenotypical characteristics of asthma severity can be related with specific metabolites of
lipidic peroxidation.

Key words: Asthma, phenotypes, endotypes, biomarkers, metabolomics.
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1.1. INTRODUCAO

A asma é uma doenca de prevaléncia crescente e elevada em todo o Mundo, afectando 200 -
300 milhdes de pessoas’, contribuindo de forma significativa para o impacto socioeconémico,
em especial nos 7 a 10% dos asmaticos que se apresentam com doenca de dificil controlo®.
Dados mais concretos sobre a prevaléncia da asma grave/de dificil controlo ndo sdo faceis de
precisar, considerando a pandplia de definicdes actualmente existentes, entre as quais se
contam as da Global Initiative for Asthma (GINA)?, da American Thoracic Society (ATS)" e da
World Health Organization (WHO).

Apesar da crescente prevaléncia, o conhecimento do seu padrdo inflamatério, aliado a
abordagem fenotipica e endotipica dos doentes, permitiu atingir melhor controlo da doenga.
Em Portugal, estudos epidemiolégicos apontam para evidéncia clinica de asma em cerca de
10% da populacdo nacional, sendo que 5-8% das criancas apresentam doenca grave. A taxa de
mortalidade (em 2005 de 1.06/100000 habitantes) aproxima-se da dos paises com melhores
indicadores de saude e a taxa de internamentos, que tem vindo a estabilizar nos ultimos anos,
rondava em 2007 os 28/100 000 habitantes®. Este nimero podera ser melhorado se combatida
a falta de controlo da doenga, como confirma a informacdo recolhida do questionario de
controlo da asma - Asthma Control Test (ACT) - preenchido por 5551 asmaticos e realizado em
Portugal em 2006. Esses dados reportam o ndo controlo da doenga em 61% dos inquiridos.
Varios factores contribuirdo para tal, sendo importante a fraca adesdo terapéutica,
reconhecida globalmente em 50% dos asmaticos’. O problema da ades3o terapéutica, aliado
aos efeitos confundidores das comorbilidades, a auséncia de um racional bioldgico para a
definicdo da asma grave e a heterogénea apresentagao clinica, fisiopatoldgica e molecular dos
doentes ndo facilitam o trabalho do clinico.

Ndo se devendo abandonar o conceito da asma como doenca, fazé-lo de forma dirigida aos
varios fendtipos, endétipos e genétipos, pode melhorar a abordagem terapéutica.

Nas ultimas décadas tém-se feito enormes progressos na investigagdo médica, com um cunho
clinico translacional, sendo que o estudo da asma ndo é excepg¢do. Consércios como o U-
BIOPRED (Unbiased biomarkers for the prediction of respiratory diseases outcome)
organizaram-se para integrar dados recolhidos em vdérios centros internacionais, fazendo uso
de técnicas inovadoras onde se inclui a metaboldmica, de forma a melhor definir os fendtipos
asmaticos, facilitando o desenvolvimento de novas intervencgdes diagndsticas e terapéuticas.



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

1.2 DEFINICAO e EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

1.2.1 Definicao da asma enquanto doencga

As definicdes de asma tém-se mantido inalteradas desde ha alguns anos e a ultima, editada
pela GINA, datada de Maio de 2014°, descreve-a como doenca heterogénea caracterizada por
inflamacdo crénica da via aérea, associada a limitacdo variavel do fluxo aéreo e a sintomas
respiratdrios como sibilancia, dispneia, aperto toracico e tosse, que podem ser varidveis no
tempo e em intensidade.

No entanto, a asma é um processo heterogéneo nas formas de apresentacdo clinica, na
evolugdo e na fisiopatologia da doenca® que por vezes se confunde com outras entidades
como a doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Se os extremos da asma e da DPOC se
diferenciam com facilidade, os 30% de asmaticos com obstrucdo persistente da via aérea’, os
crénicos com declinio funcional progressivo™ ou os de padrdo celular neutrofilico, tornam
necessaria uma nova classificacdo nosoldgica, tendo-se nos ultimos anos assistido a uma
tentativa, ainda ndo conseguida, de reclassificacdo das doencas da via aérea.

1.2.2 Epidemiologia em Portugal

Prevaléncia
A prevaléncia da asma em Portugal é consideravel e o custo total dos cuidados de salde nesta
populagdo, que se calculam superiores a 117 milhdes de euros anuais, 20% dos quais
atribuiveis a medicacdo, é 4 vezes superior ao da popula¢do em geral®™.
A medicdo correcta da prevaléncia da asma nao é facil dada a multiplicidade de defini¢Ges
usadas mas, da andlise dos estudos epidemioldgicos mais recentes é possivel apurar que:
e nas criangas, a prevaléncia dos sintomas de asma no grupo etério dos 6/7 anos é de 12.9%
e no dos 13/14 anos de 11.8% **.
e entre os 18-64 anos, segundo rastreio epidemioldgico realizado em 2003, a prevaléncia nos
homens é de 6.3%, nas mulheres de 9.1% e no global de 7.8%";
® no grupo com >65 anos, diagnosticou-se asma em 10.9%, tendo o grupo estudado média de
idades de 74 anos e prevaléncia feminina de 58%°.

Considerando a andlise de prevaléncia realizada pela Global Allergy and Asthma European
Network (GAZLEN) entre 2008/2009, num estudo que abrangeu 15 paises Europeus, a
prevaléncia foi de 16.8%". (Nesse estudo foram inquiridos individuos dos 15-74 anos em
relagdo a existéncia de asma em qualquer altura da vida ou reportando a existéncia de pelo
menos um dos seguintes sintomas nos ultimos 12 meses: sibilancia nocturna, aperto toracico,
dispneia nocturna e despertar com tosse).

O Unico estudo abrangendo a totalidade da populagdo (infantil e adulta) realizado em Portugal,
direccionado a prevaléncia da asma, foi realizado em 2010%, abrangendo 6003 individuos,
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com média de idades de 39 anos (IC95%: 38.2-39.6) sendo 57% do género feminino. A
prevaléncia detectada de “asma actual” (reportada pelo préprio e na presenca de pelo menos
1 sintoma de entre varios, a saber: sibilancia, despertares nocturnos por dispneia ou por
ataque de asma, nos ultimos 12 meses) foi de 6.8% (IC95%: 6.0-7.7), correspondendo a
695 000 individuos, sendo superior nas dareas rurais (7.7% Vs 6.5%) e nas mulheres (7.2 Vs
6.3%). Quanto aos grupos etarios, a prevaléncia foi de 8% no grupo com mais de 65 anos, de
6.3% nos adultos entre os 18 e 65 anos e de 7.2% nos jovens com menos de 18 anos. A
prevaléncia da asma “em alguma altura da vida” foi reportada em 10.5% (1C95%: 9.5-11.6) da
populacdo inquirida.

Globalmente, com base nos estudos epidemioldgicos nacionais, podemos apontar para
deteccdo da asma em cerca de 7-10% da populagao.

Mortalidade

O numero de mortes por asma/ano em todo o mundo estima-se em 250.000, ndo se
relacionando com a prevaléncia®. Em Portugal era em 2011 de 0.6/100 000 habitantes™. Os
principais factores de risco reconhecidos sdo: gravidade intrinseca da doenca, crises graves
prévias, internamentos no Uultimo ano, corticoterapia oral e uso excessivo de
broncodilatadores sem corticoterapia inalada (CSl) associada.

As taxas mais elevadas encontram-se no grupo etario dos idosos, com mais de 50% dos 6bitos
por asma, sendo rara na idade pedidtrica. Apesar de vir a diminuir em ambos os sexos, houve
uma inversdo da mortalidade por género, sendo no presente mais prevalente no sexo
feminino®. Segundo o Observatério Nacional das Doencas Respiratérias (ONDR), a
mortalidade em Portugal é residual mas, em 2012, registou-se aumento de 18% em relagdo a
2011, atingindo 144 Sbitos™.

Exacerbacgdes e Internamento

O recurso ao servigo de urgéncia é mais frequente nas idades pediatricas, com maiores taxas
de internamentos nos adolescentes masculinos na pré-puberdade, atribuiveis provavelmente a
maior prevaléncia da patologia nesta faixa etaria. Na idade adulta, as exacerba¢bes sdo mais
frequentes em mulheres, com um cluster significativo de mulheres obesas e asma de inicio
tardio.

Globalmente, entre 2003-2010, a taxa de internamentos por asma diminuiu em todos os
grupos etarios™. Em Portugal, no ano de 2007, foi de 28/100 000 habitantes. Entre os anos
2002-2007, a duragdo média dos internamentos foi maior acima dos 19 anos (5.5 Vs 3.5 dias
dos 0-18 anos). Em termos globais, sdo superiores no sexo feminino, com excepg¢do do grupo
etdrio com menos de 15 anos, onde a predominancia dos internamentos é no sexo
masculino™.

Em relagdo a outros paises, o numero é relativamente baixo e, segundo dados recentes do
ONDR, entre 2006 e 2011 assitiu-se a sua progressiva diminuicdo. Apesar disso, houve em
2012 aumento de 12%, relativamente a 2011,
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1.3 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA ASMA

Sendo varios os elementos celulares implicados nos mecanismos fisiopatolégicos da doenca,
interessa lembrar que a asma é uma doenca que resulta da interaccdo gene-ambiente, tendo
por base uma resposta imunoinflamatdria e de remodelacdo da via aérea.

1.3.1 Células envolvidas nos diferentes mecanismos fisiopatoldgicos da asma

As varias células implicadas nesses mecanismos de resposta revém-se de seguida:

Mastacitos

Sdo células residentes nos tecidos, presentes quer no epitélio da via aérea, quer mais
profundamente na sua parede, com importancia para o mecanismo da asma, sendo os da
mucosa altamente reactivos aos alergenos inalados®, levando a desgranulag3o e libertacdo de
mediadores proé-infamatérios, vasoactivos e neuromediadores, como o acido araquidonico
(AA), histamina, citocinas e enzimas proteoliticas®. Podem também ser activados por
estimulos alérgicos, imunoldgicos e outros ambientais, sendo sensores do dano celular pela
interleucina (IL)-33, que por sua vez regula a inflamac3o alérgica®.

Depois de activados, para além de secretarem histamina, prostaglandina D2 (PGD2) e
leucotrienos C4 (LTC4), responsaveis pela broncoconstricdo, producdo de muco e edema da
mucosa, também secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, e factor de necrose tumoral (TNF - Tumor
necrosis factor) d, aumentam a hipereactividade do musculo liso, induzem a sintese de
imunoglobulina (Ig)E, recrutam outras céluas imunitdrias® e interagem com receptores
celulares dos eosindfilos, macréfagos, baséfilos, servindo assim como primers. Também
suprimem as células T reguladoras (Treg - T regulator) e promovem as céluas T helper (Th) 17*.
Juntamente com os eosindfilos sdo fontes importantes de metaloproteinases (MMP) zinco-
dependentes (MMP-3 e MMP-9), implicadas na remodela¢do da via aérea”. Além disso, os
mastdcitos alveolares de doentes alérgicos asmaticos tém maior expressdo de receptores
celulares de alta afinidade para a fraccdo cristalizavel de IgE (FceRl) do que os apenas riniticos,
ressaltando o seu potencial como alvo terapéutico®®.

Estudos recentes tém relacionado diferentes fendtipos mastocitarios, nomeadamente os que
tém positividade para triptase e quimase, com a gravidade da asma®’, mas também com
diferente sensibilidade de activagdao destas células efectoras inflamatdrias entre individuos
atdpicos e ndo atépicos®®.

Eosinofilos

S3o granuldcitos circulantes cuja maturacdo e diferenciagio depende de IL-5%. S3o ricos em
proteinas bdsicas granulares, peroxidase eosinofilica e proteina eosinofilica catidnica, capazes
de gerar eicosandides como a prostaciclina (PGI2) e os cis-LTs>’, estando presentes n3o sé na
via aérea dos asmaticos mas também, quando nao controlados, na expectoragdo e no sangue
dos mesmos. Sdo recrutados da medula éssea pelas clusters differentiation cells (CD)34,
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envolvendo multiplos elementos como a IL-5, IL-13, eotaxinas, células de Clara e receptores de
quimiocina (CCR- Chemokine receptor) 3. Participam depois na modulacdo da resposta
imunoldgica da asma, com libertacdo de mediadores como PGD2, cis-LTs, citocinas e
quimiocinas, para além de espécies reactivas de oxigénio (ROS - Reactive oxigen species) e
neuropeptideos®. Esta libertagio de mediadores confere papel quer na resposta
imunoinflamatdria, quer na manutencado da funcao de barreira do epitélio, com repercussdes
na remodelagdo, fazendo ponte entre a resposta inata e adaptativa®”. De facto, a eosinofilia
periférica relaciona-se ndo apenas com a resposta inflamatéria mas também com a
hiperreactividade da via aérea®’. Estudos recentes, dirigidos ao efeito da administragdo de
anti-IL-5>*, tém questionado a primazia dos eosinéfilos na componente inflamatéria da asma.
Sendo a IL-5 responsavel pelo processo de maturacdo e recrutamento de eosinéfilos na via
aérea, a sua persisténcia mesmo apds bloqueio, sugere também papel na remodelacdo da via
aérea, suportada pela capacidade de produzir factor de crescimento de transformacao B (TGF-
B - Transforming growth factor 8), que serve de estimulo a produgdo de matriz extracelular® e
contribui para a proliferacdo fibroblastica. Para além de muitos destes factores poderem
activar directamente as células epiteliais e mesenquimatosas, com implicacdo na remodelacdo
da via aérea®, podem também contribuir para esta pelo acentuar da proliferagio do musculo
liso®.

Mondcitos e macrofagos

Produzidos na medula dssea sdao capazes de se diferenciarem em macréfagos e em células
dendriticas na presenca de factor estimulante de colénia granuldcito-macréfago (GM-CSF -
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) e 1L-3, sendo fonte importante de cis-LTS,
ROS e enzimas lisossémicas>®. Alcancam os tecidos inflamados através do sangue e, apesar de
ndo terem papel estabelecido na patologia asmatica ou no paradigma da resposta Th2, sdo
importantes na cronicidade da doenca, associando-se a infiltragdo preferencial na parede da
via aérea em doentes resistentes a corticoterapia®.

O mondcito tem capacidade de libertacdo de citocinas, TNF-a e INF-Y, sendo a IL-15 uma
citocina importante na modulagao da célula T por mondcitos.

O macréfago, nomeadamente o alveolar, tem grande capacidade de sintese de citocinas e
quimiocinas com interferéncia na limitagdo da resposta Th2*®. O seu papel regulador
permanece controverso mas dados recentes sugerem que possa participar activamente na
asma, produzindo mediadores pré e anti-inflamatérios, incluindo citocinas Thl, Th2, Th17 e IL-
33, dependendo das diferentes condicdes do meio envolvente®. Se a IL-33 amplifica a
polarizagdo dos macréfagos, contribuindo para a inflamag3o da via aérea®, a deplecdo dos
macréfagos inibe o desenvolvimento da hipereactividade bronquica (HRB), enfatizando a sua
importancia no desenvolvimento da asma, podendo vir a ser alvo terapéutico®. No entanto,
estudos realizados, em animais com asma experimental mostraram que a deple¢do pode
aumentar a inflamag&o®.

Portanto, estudos dirigidos ao esclarecimento do papel regulador dos macrdéfagos sdo
necessarios.
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Basdfilos

Tém origem na medula déssea e diferenciam-se na presenca de IL-3. Ndo sendo claro o seu
papel na asma, partilham muitos dos mecanismos de recrutamento dos eosinéfilos e parecem
ser células acompanhantes da infiltracdo eosinofilica. Sdo importantes no mecanismo de
hipersensibilidade (HS) tipo | e partilham semelhancas funcionais com os mastdcitos**. S3o a
principal fonte de IL-4 e foram identificados na resposta alérgica tardia pulmonar, estando
presentes no pulm3o de doentes que morreram por asma®.

Neutroéfilos

Presentes no sangue periférico, expressam receptores de moléculas quimiotacticas e proteinas
de adesdo, cujo recrutamento pulmonar depende de mediadores como os leucotrienos,
anafilotoxinas e quimiocinas como a IL-8. Desde ha muito tempo sdo considerados fagdcitos
com fungdo principal de degradar microorganismos mas, recentemente, o seu papel na
modulag3o da resposta imunitaria tem-se tornado evidente®.

Fendtipos de asma grave e moderada, particularmente o de fumadores ou doentes com
exacerbagdes desencadeadas por virus, tém sido associados ao aumento destas células”’ e das
citocinas Th17, IL-17A, IL-17F e IL-22. As Th17 sdo recrutadas pelos neutréfilos induzindo
metaplasia, com efeitos pleotrdpicos no musculo liso da via aérea resultando no estreitamento
da mesma.

1.3.2 Resposta imuno-inflamatéria

O mecanismo mais conhecido e bem estudado da resposta imunoinflamatéria é o alérgico mas
outros, ndo alérgicos, que se associam a diferentes fendtipos de apresentagao, tém vindo a
estabelecer-se.

Quando associada a sensibilizagcdo alérgica, a resposta primordial é do tipo Th2. Os alergenos
inalados sdo apresentados pela célula dendritica a superficie da via aérea, processo facilitado
pela ligacdo da IgE aos FceRI, que depois sdo processados e, apds migragdo, apresentados aos
linfécitos T como antigénios. A capacidade das células dendriticas gerarem IL-12 é
determinante para o balango Thl e Th2, favorecendo a polarizagdo para Th1*®. Este é um
processo multicelular envolvendo eosindfilos, neutréfilos, linfécitos T CD4+, mastécitos e
infiltracdo eosinofilica, esta Ultima a mais relevante. A resposta tipo Th2 é comum as respostas
alérgicas inflamatdrias crdnicas e, pelo menos na asma leve a moderada, a evidéncia é a favor
do dominio deste tipo de resposta que, apds recrutamento de células efectoras secundarias
como os macrofagos, basofilos e eosindfilos para o local da inflamagdo, as activam para
secretar mediadores™®.

Se a resposta Th2 é importante na asma leve a moderada, com o agravamento e a cronicidade
da doenca, sdo recrutadas células Thl. A sua capacidade de secretar TNF-a e IFN-Y podera
explicar, em parte, o dano tecidular associado as formas mais graves’.
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Quanto a asma desencadeada pela infeccdo viral, ela parece estar relacionada com a activacao
de células T natural killer (NK T)*!, em que a hipereactividade intrinseca é independente da
resposta Th2 ou imune adaptativa e se associa ao gene de susceptibilidade asmatica, ADAM-33
(A desintegrin and metalloprotease domain-33), expresso nas células do musculo liso
bronquico™.

As citocinas da imunidade inata que se tém relacionado com a asma sdo: a IL-7, que
demonstrou correlacionar-se com a gravidade da doengasa; a IL-25, membro da familia da IL-17
e encontrada na submucosa brénquica de asmaticos™; e a IL-33, que actua em sinergia com o
receptor de IgE, activa os mastdcitos e basdfilos, e aumenta a sobrevida dos eosindfilos e a sua
desgranulacdo®. As citocinas da familia das IL-17 (IL-17A — IL-17F) produzem células Th17 e a
sua concentracdo, na expectoracdo dos asmaticos, correlaciona-se com a gravidade da HRB*® e
com a presenca de neutrdfilos. Varios estudos tém apontado para o seu importante papel
como reguladores na asma nao alérgica, mas também na alérgica, e tem vindo a ser sugerido a
sua implicagdo no endédtipo Th2-lo que se associa a ma resposta a corticoterapia.

Existem ainda outros fendtipos resultantes de diferentes vias patogénicas, dos quais sdo
exemplos a asma induzida por poluicdo ambiental, fumo do tabaco, obesidade, aspirina ou
exercicio. Todos os referidos respondem a corticoterapia de forma pior do que o fenétipo
alérgico.

Globalmente, a resposta imunoinflamatéria implica também outras alteracdes fisiopatoldgicas,
nomeadamente as do epitélio bronquico. Nos asmaticos, o destacamento de células epiteliais,
o espessamento da lamina basal, o aumento do numero de miofibroblastos e a alteracao dos
componentes da matriz extracelular, vao condicionar a incapacidade de reparacdo apropriada
guando submetidos a um desafio, explicando de alguma forma o aumento da sensibilidade dos
asmaticos a poluentes ambientais, ao tabaco e a outras particulas®. Factores que reforcam a
importancia do epitélio na patogenia da asma sdo: os polimorfismos genéticos localizados ao
cromossoma 1q13, relacionados com a manutencdo da integridade do epitélio®’; a diminuicdo
das defesas antioxidantes que contribui para a asma desencadeada pela exposi¢cdo ao ozono e
a particulas ambientais’®; e a metaplasia das células caliciformes que ocorre na asma crénica e
leva a secre¢do da mucina 5AC, conferindo caracteristicas viscoelasticas ao muco pruduzido®®.

Remodelagao da via aérea

A remodelacdo da via aérea resulta de uma combinacdo de alteracGes estruturais e celulares,
sendo de primordial importancia a hipertrofia e hiperplasia do musculo liso, a qual se junta a
acumulagdo de proteinas colagénicas na matriz extracelular, com consequente
neovascularizacdo, e que resulta no agravamento da HRB. Hoje é possivel relacionar o
espessamento bronquico, medido por imagiologia, com a gravidade da doenca®. No entanto, a
HRB é inversamente proporcional ao espessamento da sua parede (doentes com asma brittle
sdo muito reactivos mas tém minima remodela¢do; doentes crdnicos, com grau de obstrucdo
persistente, apresentam processo de remodelagdo de forma mais proeminente).

Em termos genéticos foi identificada a molécula ADAM 33, uma metaloproteinase que, tendo
expressao preferencial nas células mesenquimatosas, se relaciona com a patogénese da HRB,
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com o declinio da fungao pulmonar e com a remodelagdo da via aérea. Doentes asmaticos
mostraram 46% de risco para polimorfismos da ADAM 33°. Para além deste gene, outros tém
sido alvo de estudos genéticos, particularmente os que se relacionam com o sistema anti-
oxidativo (glutationa-S-transferase (GST)M1 e P1), a resposta anti-inflamatéria (TNF-&) e a
imunidade inata (Toll like receptor (TLR 2 e TLR4)®*.

A persistente inflamacdo da via aérea pode ser outro factor importante para a remodelacao,
dada a contribuicdo dos eosindfilos na produgdo de mediadores como o TGF-B1. Essa
infiltracdo eosinofilica ndo é, contudo, necessaria para que se verifiquem estas alteragdes — os
factores de crescimento e mediadores inflamatérios, expressos apds dano epitelial por desafio
inalatdrio, levam a desregulacdo das adesdes celulares epiteliais, promovendo a expressao de
células mesenquimatosas e contribuindo para a remodelacdo da via aérea. E actualmente
designado como a unidade tréfica epitélio-mesenquimatosa (EMTU - Epithelial-mesenchymal
trofic unit)®®. Alguns estudos recentes tém ressaltado a importancia da sinalizacdo
mesenquimatosa epitelial na patogénese da asma, uma vez que o tratamento preventivo e
atempado dirigido a resposta Th2, ndo tem mostrado alterar de forma sistematica o curso da

doenca asmatica®.

Remodelagao vascular e neuronal

Para além da remodelacdo da via aérea, a acompanhante remodelagdo vascular adquire
importancia na patogénese da asma. A producdo de mediadores como o factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF - Vascular endothelial growth factor)®® e o potente vasodilatador
calcitonina®, aliada a remodelacdo neuronal, com producdo de neutrofinas que promovem o
crescimento de factores mastocitarios, aumentam a sobrevida dos eosinéfilos e a HRB*.

Stress oxidativo

A relagdo do stress oxidativo com a asma esta bem estabelecida, sabendo-se fazer parte dos
mecanismos moleculares da doenga. Apesar da produgdao de ROS fazer parte do metabolismo
celular, a sua sobreprodugdo pode levar ao compromisso funcional celular, com aumento da
inflamag3o e dano lipidico, proteico e mitocondrial®’. Quer os mecanismos alérgicos, pela
produgdo de IL-5 e subsequente recrutamento eosinofilico, quer os mecanismos inatos, pela
producdo de IL-8 e recrutamento neutrofilico, podem levar a producdo destas ROS, catalisada
na primeira via pela peroxidase eosinofilica e na segunda pela mieloperoxidase®.

Na asma, a formagdo de ROS activa citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas que facilitam a
supra-regulacdo de moléculas de ades3o e a libertacdo de mediadores pro-inflamatérios® com
efeitos provados na contracgdo do musculo liso”, na hiperreactividade da via aérea e na
hipersecrecdo mucosa’".

A peroxidagdo da membrana lipidica leva a producdo de isoprostanos (uma prostraglandina
bioactiva e produzida independentemente da via da ciclooxigenase pela peroxida¢do do acido
araquidonico catalisada pelas ROS), que tém sido associados ao estreitamento da via aérea’”.
O grau de gravidade da asma também tem sido relacionado com esta peroxidacdo’” sendo
apontados outros marcadores como os aldeidos e alcanos’*”.

A superoxido dismutase extracelular (EC-SOD - Enzyme extracellular superoxide dismutase),
enzima encontrada na matriz circundante aos vasos pulmonares e vias aéreas, parece ter
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funcdo no mecanismo da asma, estando o aumento da sua fun¢do directamente associado a
diminuig3o do stress oxidativo e a redu¢do dos sintomas da asma’®.

Os diferentes processos abordados e envolvidos na resposta imunoinflamatéria poderao
relacionar-se, em maior ou menor extensado, com a heterogeneidade dos fenétipos conhecidos
de asma sendo que, se de um lado podemos ter um fendtipo alérgico, mediado pela resposta
Th2, habitualmente responsiva a corticoterapia, do outro temos doenca com envolvimento da
EMTU, mostrando susceptibilidade a desafios ambientais e/ou infecciosos que, quando
adquire cardcter de cronicidade, evolui com obstrucdo persistente e refractariedade a
terapéutica.

Talvez o maior desafio actual seja o entendimento dos diferentes tipos de asma e da sua
gravidade, percebendo se a asma grave representa uma forma diferente da doenca.

1.3.3 Particularidades da patogénese da asma grave (AG)

A heterogeneidade de apresentacdo dos doentes graves, a semelhanca da encontrada nos
outros graus, é reconhecida e pode variar no decurso da doenca.

Recentemente tem sido sugerido qua a asma grave pode ser uma doenca distinta da de grau
moderado, nomeadamente com diferencas na desregulacdo da producdo citocinica Th1/Th2.
Ndo sé o aumento dos eosindfilos, mas também dos neutréfilos e, mais recentemente, dos
mastdcitos”’, tém sido implicados nessa gravidade. A neutrofilia, que se associa & auséncia de
atopia, a obesidade e a pior fun¢do pulmonar, pode resultar do aumento do recrutamento dos
neutréfilos e da corticoterapia, que interfere com a apoptose e prolonga a sobrevida dos
mesmos’’.

Os perfis citocinicos dos doentes graves também tém sido Uteis na sua classificagao, havendo
aumento de expressdo de citocinas que ndo apenas as relacionadas com a inflamacdo
eosinofilica (IL-4,5,9, 13 e 33). Algumas dessas incluem o INF-Y, IL-8, IL-18 e IL-177%8,

Num recente artigo de revisdo®, estas alteracdes estdo bem explanadas (Figura 1).
Resumidamente:

e A via de sinalizagdo IL-4/IL-13, relaciona-se com doentes graves e sintomas alergeno-
associados com niveis elevados de IgE sérica, habitualmente responsivos ao omalizumabe.
A IL-13 estara mais relacionada com as manifesta¢gdes da doenca e os seus efeitos nas
células do musculo liso, enquanto a IL-4 estard mais envolvida na diferenciagdo das células
Th2, sintese de IgE e activagdo de macréfagos. Alguns potenciais biomarcadores
relacionados com esta via sdo a quitinase e a periostina, este ultimo ja com evidéncia
confirmada®;

e A via IL-5/IL-33 contribui para a patogénese de asmaticos graves ndo atdpicos, com inicio
tardio da doenga, muitas vezes com sinusite e polipose nasal associadas. Estudos em
humanos ja demonstraram correlacio do aumento da IL-5 na expectoracdo com
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exacerbagdes mais frequentes® e também com a presenca de polipose nasal e rinossinusite
cronica. Estes doentes sdo frequentemente refractarios a altas doses de CSI mas
responsivos a corticéides sistémicos (CSs) e a anti-IL-5. A IL-33 parece estar envolvida na
activacdo das Th2, com producdo de IL-5, e tem sido associada a inflamagdo crénica e
remodelacdo da via aérea®;

e A [L-17 associa-se ao fendtipo de asmadticos graves com neutrofilia na expectoracao,
particularmente a IL-17A e IL-17F %;

e Por fim, na via IL-8/INF-Y, o INF-Y, induzido pela IL-18, correlaciona-se com a gravidade da
asma, a contagem de eosindfilos e a HRB. Depois de se ligar aos seus receptores nas células
Thl, a IL-8 activa factores de transcricdo com consequente producdo de Thl e Th2.
Variantes dos receptores da IL-18 tém sido associados a gravidade da HRB, contagem de IgE
total e eosindfilos séricos®’.

Neutrofilia

Neutrofilia,
- —_— N eosinofilia,

obstrugdo, HRB,

fibrose
IL-17, IL-22 IL-23, TGF-B
I IL-12, IL-18
IL-13

INF-Y

\ IL-4, IL-13 IL5
Remodelagdo da via aérea, HRB, neutrofilia,
eosinofilia, produgdo de muco, elevagdo IgE

Figura 1 - Interac¢des da vias citocinicas na asma grave. As células Thl, Th2 e Th17 podem ser

condicionadas pelo ambiente citocinico (indicadas antes da seta) para produzir padrdes ndo-classicos de citocinas
(indicadas depois da seta) e contribuir para a patologia da asma grave. verde- Th2; azul—Th1; laranja—Th17.
Adaptado de Poon AHE,

Em relacdo a corticoresisténcia muitas vezes encontrada nos doentes graves, estdao implicados
factores como a disfungdao dos receptores dos glucocorticdides, em provavel relagdo com a
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presenca de IL-2 e IL-4 e com a reducdo da histona deacetilase 2 (HDAC2), com evidéncia a
apontar para a importancia do stress oxidativo nessa redugdo®.

Globalmente, na patogénese da asma grave, a producdo citocinica é maleavel e influenciavel
pelo meio circundante.

Para além dos mecanismos imunoinflamatdrios contribuintes para a sua patogénese,
mecanismos especificos de dano da via aérea e da remodelagdo estardo envolvidos na
complexidade deste tipo de doentes.

Quanto ao dano pulmonar, as principais alteracdes estruturais e funcionais nestes doentes sdo
a diminuicdo generalizada do lumen da arvore brénquica, a alteracdo dos mecanismos de
distensdo da parede com aumento do seu encerramento, existéncia de bronquiectasias e, em
contraste com a DPOC, enfisema minimo ou ausente®.

O desenvolvimento de novas técnicas imagioldgicas tem evidenciado a importancia do
atingimento das pequenas vias aéreas e do aumento do volume residual nesta forma de
doenca™.

Outro aspecto importante para o dano celular é a alteracdo do microambiente com maior
diversidade microbidtica e maiores niveis bacterianos, sendo a colonizagdo flngica (em
particular por Aspergillus fumigatus) um factor desencadeador de obstrucdo da via aérea e a
presenca de Chlamydia pneumoniae um factor para existéncia de obstrucdo persistente. Estes
dados apontam para alteracdes da resposta imunitaria nos doentes graves, estando também
diminuida a clearence mucociliar®™.

Acresce que, nos asmaticos graves, o processo de resolucdo da inflamacao estd comprometido
pela menor capacidade de gerar mediadores anti-inflamatérios como as lipoxinas®, tendo
também o stress oxidativo papel importante: o impacto oxidativo do fumo de tabaco mostrou
relagdo com a menor sensibilidade  corticoterapia”’; biomarcadores como o FeNO (Fraction of
exhaled nitric oxide), arginase, superdxido dismutase (SOD) e a bromotirosina urindria foram
associados a asma grave, obstrucdo da via aérea e risco de exacerbagdes; e produtos finais da
peroxidacdo lipidica  ocorréncia de exacerbacdes’”.

Actualmente, como medidor objectivo de gravidade, e a semelhanga do que acontece para a
avaliagdo do controlo da asma e da qualidade de vida, temos disponivel o Severity of Asthma
Score (SOA) que mostrou ser o mais poderoso preditor dos eventos clinicos adversos™.
Contudo, até ao momento, ndo sdo conhecidos biomarcadores especificos de gravidade da
doenga.
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1.4

DEFINICGAO DE CONTROLO DA ASMA E DE EXACERBAGOES

Nos ultimos anos tem-se assistido a uma nova taxonomia em relacao ao controlo da asma,

tendo a GINA modificado a sua classificacdo de gravidade, orientando-a segundo a intensidade

de

terapéutica necessaria 3 obteng3o do controlo sintomatico e funcional da doenga’.

Em 2009, tinham sido estabelecidos pela task force ERS/ATS conceitos uniformizadores

relativos & avaliagdo do controlo, das exacerbac&es e da gravidade da doenca®.

Segundo este consorcio:

O controlo da doenca assume quatro dimensdes, englobando: sintomas, grau de obstrucao
variavel da via aérea, HRB e inflamacdo da via aérea. Considera também aspectos relativos
ao risco de eventos adversos futuros, onde se incluem: a perda de controlo de sintomas, a
ocorréncia de exacerbacdes, a velocidade do declinio funcional e os efeitos adversos do
tratamento. Uma vez que, na avaliacdo do controlo, os sintomas e a fungdo respiratéria ndo
se correlacionam, ambos necessitam de monitorizacao.

O valor de FEV; pré-broncodilata¢do (BD) é tido como medida objectiva do controlo da
asma e deve ser considerado como preditor de risco de exacerbacdo. O limite para a
normal variabilidade do peak flow passa a ser de 8% (com medi¢des bi-didrias), em
detrimento dos 15-20% previamente utilizados.

Os biomarcadores, quando possivel, devem ser utilizados - a contagem diferencial de
células na expectoracdo é util na titulacdo terapéutica e o FeNO na sinalizacdo da
inflamacdo eosinofilica.

O numero de consultas ndo programadas deve ser avaliado, bem como o nimero de
exacerbagdes com uso de corticoterapia sistémica. O impacto da doenga na qualidade de
vida deve também ser tido em conta.

Portanto, em doentes com idade >5 anos, o controlo da doencga define-se pela extensao destas

dimensdes e de acordo com o Quadro I:
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;. 96
Quadro I - Niveis de controlo da asma

Considerar ultimas Controlado Parcialmente N3ao controlado
2-4 semanas (todos presentes) controlado (qualquer um de)
(qualquer um de)

Sintomas diurnos < 2d/semanae < 1/dia >2d/semana ou >1/dia | Ao longo do dia
mas < 2d/semana

Limitagao de actividades | Nenhuma | Moderada | Acentuada |
Sintomas nocturnos | Nenhum | < 2/semana | >2/semana |
Uso de terapéutica de | <2d/semana >2d/semana Varias/dia

alivio

Fungdo pulmonar (FEV,) | > 80% Previsto 60-79% Previsto <60% Previsto

Considerar gravidade e intervalo de tempo entre crises

| | |
Crise com uso de CSs 0-1/ano | 1-2/ano | >2/ano |
|

FEV1: Forced expiratory volume in the first second; CSs: corticoesterdides sistémicos

Quanto as exacerbagbes, sdo reconhecidas pela alteracdo de sintomas do doente que
obriguem a incremento terapéutico, podendo variar na instalacdo, duracdo e gravidade
intrinseca. A quantificacdo da gravidade ndo é facil, particularmente nas exacerbacdes leves
que habitualmente ndo chegam aos cuidados de saude diferenciados, que se podem traduzir
apenas por perda transitéria de controlo. Podem considerar-se de grau moderado quando ha
deterioracdo sintomatica ou funcional que obrigue ao aumento do uso do broncodilatador por
um periodo minimo de 2 dias, ndo sendo suficientemente grave que obrigue o doente a
recorrer a terapéutica sistémica ou a hospitalizacdao. Consideram-se graves as exacerbagdes
qgue obriguem a uma intervengdo urgente e que impliquem uso de corticoterapia sistémica por
pelo menos 3 dias e/ou a hospitalizacdo ou visita ao servico de urgéncia.

1.5 FACTORES DE RISCO

Genéticos

Sendo a asma uma doen¢a complexa, com varias apresenta¢des fenotipicas, os diferentes
mecanismos biolégicos tém envolvimento poligenético, podendo variar o grau de afec¢do
qguando se combinam varias alteragdes e quando estas interagem com os diferentes
ambientes.

A resposta a terapéutica também pode ser influenciada por polimorfismos genéticos,
nomeadamente a resposta aos 2-adrenérgicos (gene ADRB2), aos anti-LTs (gene ALOX5S e
LTC4S), as aminofilinas (CYP1A2) e aos corticoides (CRHR1 ou GLCCI1)”.

March et al.®® agruparam de forma muito didactica os diferentes polimorfismos genéticos
segundo a categoria funcional, resumidos no Quadro II:
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Quadro Il — Categorias funcionais dos genes associados a asma

Categorias funcionais dos genes associados a asma

Resposta celular Th2 mediada GATAS3, IL-4, STATS6, IL-13, TBX21, IL-4RA, IL-12B, FceR1

Inflamagao IL-18, TNFa, IL-18R1, ALOX-5, LT-C4 sintase

Remodelagdo da via derea ADAM33, DPP10, COL6A5, GPRA

Broncoconstrigdo CHRNA3/5, NOS1, PDE4D

Disfungdo da barreira epitelial Filagrina, CC16, DEFB1, CCL-5,11,24,26

|

| |

| |

Resposta imunitaria inata | CD14, TLR-4, TLR-10, HLA classe Il, TLR-2, TLR-6, NOD1/CARD4 |
| |

| |

| |

Adaptado de March et al.”®

Ambientais

Agentes ambientais indoor e outdoor podem ser responsaveis pelo desenvolvimento,
agravamento e exacerbac¢des da asma. Agentes indoor tipicos incluem aeroalergenos (acaros
domésticos, barata, faneros de animais e fungos), fumo de tabaco ambiental, quimicos e
fumos irritantes e produtos de combustdo. Entre os agentes outdoor contam-se aeroalergenos
(pdlens, esporos fungicos) e poluentes do ar (gases volateis industriais e isocianatos). A
variacdo extrema do clima (trovoadas, ventos fortes, humidade e variacbes de pressdo
atmosférica) é outro factor ambiental importante para a ocorréncia de exacerbacdes™.

Os agentes ocupacionais sdo causa comum de asma grave, estando identificados mais de 300.
Os mais importantes sdo os isocianatos, o pé de farinha e de grao de cereais, o latéx, aldeidos
e poeira de madeiras'®.

As infecgOes respiratdrias por virus e algumas bactérias sdo causa frequente de exacerbagoes e
hospitalizagGes. Nas criangas, as bronquiolites viricas e as infec¢des por bactérias como
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza e Moraxella catarrhalis, aumentam o risco
para asma. Bactérias atipicas como a Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae
também aumentam o risco de asma por mecanismos relacionados com: o dano da mucosa da
via aérea; o aumento da resposta inata e das respostas pro-alérgicas pelas células epiteliais e
fibroblastos; o aumento da remodelacdo aérea; e o atraso na resolugdo da inflamagdo™.

O fumo de cigarro, um dos factores mais importantes neste capitulo, aumenta a
morbimortalidade da asma, com menor resposta a terapéutica e modificacdo da resposta
imunoinflamataria.

16



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

1.6 COMORBILIDADES

As merecedoras de destaque sao:

Rinite alérgica
Como é sabido, 80% dos asmaticos tém rinite alérgica (RA) e 10 a 40% dos doentes com RA
tém asma, sendo que a gravidade da primeira pode contribuir para o mau controlo da

%2 'N3o sendo necessariamente alérgica, a relagdo entre as duas pode também ser

segunda
explicada pela exposi¢do fungica ou pela colonizacdo nasal por Staphilococcus aureus™®. A
rinite coexiste com a sinusite, podendo ser agravada pela presenca de polipose nasal, que se
associa ao aumento da obstrucdo aérea e do numero de células inflamatdrias, levando a

diminuig¢3o do controlo da asma’®.

Disfungao das cordas vocais (DCV)

Caracteriza-se por episodios paradoxais de aduc¢do das cordas vocais, inspiratérios e/ou
expiratérios, podendo ser confirmado por exame laringoscdpico, (por vezes falsamente
negativo dada a normalidade intercrise). Pode coexistir com a asma ou fazer diagndstico
diferencial com ela. Um estudo recente realizado em doentes com asma dificil detectou DCV
em 50% deles'®.

Disturbio de depressdo/ansiedade

Factores psicolégicos também se relacionam com a asma, de forma bidireccional, podendo
prender-se com a desregulacdo de resposta neuro-enddcrina. A depressdo e a ansiedade
podem gerar um ciclo vicioso em que, diminuindo a capacidade de controlo dos sintomas, é
menor a adesdo terapéutica e maior o atraso em procurar ajuda médica, com aumento de
exacerbacGes, agravamento do declinlo funcional, diminuicdo de qualidade de vida, e
consequente impacto socio-familiar'®.

Refluxo gastro-esofagico (RGE)

E uma das causas mais frequentes de tosse e pode funcionar como desencadeante de asma,
por mecanismos relacionados com a acidez gastrica (que tém reflexo no sistema nervoso
parassimpatico) e por fendmenos de microaspiragdo, sendo que o seu tratamento pode
melhorar os sintomas respiratérios. Uma metanalise recente reportou prevaléncia de RGE nos
asmaticos de 59% '”’. No entanto, por poder ser assintomatico, perante uma asma de dificil
tratamento deve ser investigado com pHmetria. O RGE pode, por sua vez, ser agravado pela
asma, quer pelo uso de corticoterapia e teofilinas, quer por factores mecanicos de
hiperinsuflacdo. Dada a relacdo da melhoria dos sintomas asmaticos apds tratamento com
inibidores de protdes, eles devem ser usados nos doentes sintomaticos (em doentes graves

. s ~ . 1
com RGE assintomético o seu uso n3o parece trazer melhorias)'®.
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Sindrome de apneia obstrutiva do sono (SAQS)

Tem prevaléncia aumentada nos doentes asmaticos, com correlagdo com pior controlo da
asma, por mecanismos como o desequilibrio de adipocinas e o aumento da inflamacao
sistémica, do stress oxidativo, do RGE e da rinite. O efeito confundidor da obesidade ndo deve,

no entanto, ser descurado®.

Obesidade

Estudos recentes tém associado a obesidade com os sintomas asmaticos e a gravidade dos
mesmos*’®, tendo ja sido sugerido um mecanismo imunopatogénico para esta relacdo. A
obesidade modifica a apresentacdo clinica da asma, de tal forma que se distingue o fenétipo
de asma-obesidade. O mecanismo subjacente tem dimensdo mecanica, funcional e
inflamatéria. Do ponto de vista mecanico e funcional, alteracdes decorrentes da acumulagao
de gordura abdominal e tordcica levam a restricdo da capacidade vital e a diminuicdo do
volume de reserva expiratdrio, com encerramento alveolar precoce em volume corrente™.
Relativamente aos mecanismos inflamatérios, sendo a obesidade uma doenca crénica de baixo
grau inflamatdrio, associada a producdo de citocinas pré-inflamatérias pelos adipdcitos, tem
sido proposta a modulagdo do sistema imunolégico e adaptativo pelas adipocinas, por um
mecanismo independente da IgE. Esta teoria é suportada pela auséncia de inflamacdo

eosinofilica verificada nestes doentes em diversos estudos®**™3. As

alteracdes
imunoinflamatérias abordam-se em maior detalhe na rdbrica direccionada aos fendtipos
clinicos da asma (111.4.4). O fendtipo caracteriza-se pela maior prevaléncia no sexo feminino***
e pelo pior controlo da doenca asmatica, dada a diminuida resposta a medica¢do de controlo e
a presenca de comorbilidades relacionadas com a obesidade (como o RGE)™™.

A perda de peso tem mostrado impacto na reducdo dos sintomas, das exacerbacées e no uso

de terapéutica, ndo havendo, apesar de tudo, melhoria da HRB™M®,

Farmacos e variacoes hormonais

O uso de farmacos como aspirina, outros anti-inflamatérios nao esterdides (AINE’s), inibidores
da enzima de conversdo da angiotensina (IECA’s) e B-bloqueantes podem associar-se a um
mau controlo da doenga. Em 5 a 10% dos doentes com asma coexiste uma sindrome que
combina a rinossinusite crénica, a polipose nasal e a exacerbacdo dos sintomas respiratérios
superiores e inferiores com a exposicdo a aspirina e outros AINE’s. Isto sucede por um
mecanismo relacionado com a inibigdo da ciclooxigenase-1 (COX-1) (enzima conversora do AA
em prostaglandinas) que, diminuindo a prostaglandina E2, leva a activacdo de mastdcitos e
eosindfilos com consequente libertagdo de mediadores, inclusive de cis-LTs. Esta sindrome
associa-se a0 maior risco para asma grave e exacerbagdes frequentes™’.

N3do sendo comorbilidade mas interferindo com o mecanismo da asma, a relagdo com o ciclo
hormonal das mulheres também pode influenciar o controlo da doenga, sendo os periodos
mais criticos a fase lutea final, provavelmente em relagdo com a queda da progesterona.

Outras comorbilidades confundem-se com estilos de vida, como é o caso do tabagismo acima
mencionado.
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1.7 CONCEITO DE GRAVIDADE

1.7.1 Definicdo de Asma de dificil tratamento e de Asma Grave

118

A asma, que atinge actualmente 300 milhdes de pessoas em todo o mundo ", é um

importante problema de saude que, na grande maioria dos doentes, pode ser facilmente

controlada com uso de medicacdo*’

. A falta de adesdo terapéutica nos doentes com asma é
um factor importante a ter em conta, estimando-se que apenas 50% deles cumpram os planos
terapéuticos7. No entanto, em 5 a 10 % a asma pode ser grave e de enorme impacto
econdémico e social.

A heterogeneidade da doenca tem vdrios componentes contribuintes para o seu dificil
entendimento, procurado com esforco crescente nos Ultimos dez anos pelas vérias redes de
trabalho®, nomeadamente pelas europeias ENFUMOSA (European Network for Understanding
Mechanisms of Severe Asthma), BIOAIR (Longitudinal Assessemente of Clinical Course and
Biomarkers in Severe and Chronic Airway Disease) e U-BIOPRED e pela americana SARP (Severe
Research Asthma Program).

Existem inUmeras classificacdes de gravidade’ como as propostas pela ERS/ATS em 2000” e
pela World Health Organization (WHO) em 2010°. Em 2011, a Innovative Medicine Initiative
(IM1) prop6s o termo “asma problematica” abrangendo doentes com asma dificil e asma grave
refractaria'®!, servindo como base para a nova definicdo recentemente proposta pela ERS/ATS
(finais de 2013)%.

A classificacdo mais antiga® e que serve de base a alguns estudos de grande escala, como o
SARP'®, baseia-se em critérios bem definidos, (Quadro Ill) sendo necessaria a presenca de pelo

menos um major e dois minor.

Quadro lll — Critérios de classificagdo de asma refractaria, segundo ATS*

Critérios major Critérios minor

Tratamento com corticoterapia oral em mais de 50% | Necessidade de mais do que 1 farmaco de controlo
do ano diariamente

Necessidade de CSI de altas doses (>1200ug | Sintomas que requerem uso de BACA de forma quase
beclometasona ou equivalente) didria

Obstrugdo persistente da via aérea (FEV, <80%

previsto)

Mais do que uma ida ao SU/ano

Mais do que 3 ciclos de CSO/ano

| |
| |
| Deterioragdo com a redugdo de CSO ou de CSI <25% I
| |

Histéria de evento quase fatal

BACA: beta-adrenérgico de curta acgdo; CSl: corticéide inalado; CSO: corticdide oral; FEV,: Forced expiratory
volume in the first second; SU: servigo de urgéncia
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Quanto a classificacio WHO?>, ela sublinha a relagdo de trés conceitos: gravidade, controlo e
resposta a terapéutica.

Nesta classificacdo, a asma grave associa-se aquela ndo controlada, com aumento de risco de
desenvolver exacerbagbes graves e co-morbilidades secundarias ao tratamento e a evolugao
da doenca (como o declinio funcional). A avaliacdo da gravidade pode ser feita: antes de se
iniciar tratamento (o controlo da doenga é avaliado nos ultimos 6-12 meses, considerando-se
como asma grave se o mesmo ndo for atingido por um periodo razodvel); durante o
tratamento (a gravidade é determinada segundo a correlacdo do menor nivel de medicacdo
requerido para manter o controlo da doenca, assegurando-se a adesdo terapéutica).

Na componente controlo, engloba ndo sé o nivel actual de controlo da doenga (em que se
avaliam sintomas diarios, limitacdo da actividade de vida, sintomas nocturnos, funcdo
respiratoria e exacerbagdes), mas também o risco (relacionado com as exacerbacbes
frequentes, risco de efeitos adversos de terapéutica e comorbilidades) (Quadro 1V). A avaliagdo
do risco futuro é feita considerando a perda de controlo, o nimero de exacerbagées no ultimo
ano, o numero de ciclos de corticdide oral (CSO) no ultimo ano, o declinio da fungdo pulmonar,
tendo em conta o valor de FEV,; pré-BD e a auséncia de reversibilidade, e os efeitos
secunddrios do tratamento. Esta componente pretende captarr as probabilidades de
ocorrerem exacerbacdes e de se desenvolverem co-morbilidades relacionadas com a doenca
ou com o tratamento.

Nesta classificacdo a asma grave subdivide-se em 3 grupos de gravidade: asma grave ndo
tratada, asma de dificil tratamento e asma resistente ao tratamento, sendo por isso aplicavel a

uma escala mundial e em diferentes estratos socio-econdmicos.

Quadro IV - Critérios de classificacdo de asma grave/dificil, segundo a WHO’

Asma grave ou de dificil tratamento (qualquer um dos seguintes)

Ndo controlo da doencga (ACQ consistentemente> 1.5 ou “ndo controlado pelas NAEPP guidelines”)

Exacerbagdes graves: pelo menos uma hospitalizagdo ou internamento em UCI no ultimo ano

Exacerbagdes frequentes: 2 ou mais ciclos de CSO (> 3d cada) no ultimo ano |
Obstrugdo permanente do fluxo aéreo (FEV, pré- BACA e BALA <80% previsto com diminui¢do de FEV,/FVC) |

Asma controlada com altas doses de CSI ou CSO (ou omalizumabe) (coloca o doente em grande risco futuro
de efeitos secundarios)

ACQ: Asthma Control Questionnaire; BACA: beta-adrenérgico de curta acgdo; BALA: beta-adrenérgico de longa acgdo; CSI:
corticoide inalado; CSO: corticdide oral; FEV:: Forced expiratory volume in the first second; FVC: forced vital capacity; NAEPP:
National Asthma Education and Prevention Program; UCI: unidade de cuidados intensivos.

Na classificagdo proposta pela IMI**

, clarificam-se os conceitos “asma problematica”, “asma
dificil” e “asma grave refractdria”. Na primeira, incluem-se as asmas cujos sintomas
permanecem ndo controlados apesar da prescricdo de tratamento de alta intensidade (nos
adultos definida como dose de CSI >1000 pg/ propionato de fluticasona (PF) ou equivalente
e/ou CSO diario, combinados com B-adrenérgicos de longa ac¢do (BALA) ou outro farmaco de

|II

controlo), abrangendo os doentes com “asma dificil” e “asma grave refractaria”.

20



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

A “asma dificil” classifica os doentes que apesar dessa prescricdo permanecem nao
controlados por ma compliance; exposicdo persistente a alérgenos ou substancias toxicas;
presenca de comorbilidades subtratadas como rinossinusite crénica, RGE ou SAOS; factores
psicoldgicos; respiragao disfuncional ou DCV.

A “asma grave refractdria” reserva-se para os doentes que, apds confirmac¢do de adesdo a
terapéutica de alta intensidade, exclusdo de outros diagndsticos, tratamento das
comorbilidades e evicgdo de factores desencadeantes, mantém o nao controlo da doenga
(definido pelas guidelines existentes ou um dos seguintes critérios: score ACQ>1,5; duas ou
mais exacerbac¢Oes graves por ano; uso cronico de CSs ou tratamento biolégico dada a
possibilidade dos efeitos secundarios).

Finalmente, em Dezembro de 2013, no documento emitido pela ERS/ATS'??, a asma grave
define-se como aquela que para evitar descontrolo da doenca, requer tratamento com doses
elevadas de CSI (> 500 pyg de PF ou equivalente (meter dose inhaler (MDI) ou dry powder
inhaler (DPI)) e outro farmaco de controlo (e/ou CSs), ou que n3o apresenta controlo apesar
dessa terapéutica. O ndo controlo é definido por mau controlo sintomatico de forma
persistente (pelo menos 3 meses) com pontuagdes nos questiondrio ACT<20 ou ACQ>1.5;
exacerbacGes frequentes (que necessitem de 2 ou mais ciclos de CSs no ultimo ano);
exacerbacdo grave que implique pelo menos uma hospitalizacdo no ultimo ano, UCI ou
ventilagdo mecanica; limitacdo do fluxo aéreo definido por FEV,<80% do previsto (basal, apds
medicagdo suspensa) e redugdo de FEV,/FVC.

Em todas elas estdo implicitas a confirmacdo do diagndstico de asma e da adesao terapéutica,
o tratamento das comorbilidades e a exclusdo de outros diagndsticos que ndo a asma.

E importante reconhecer que nio existe actualmente nenhum biomarcador nem caracteristica
fisiolégica que defina a gravidade da asma, ou os seus fendtipos, sendo os factores de risco
conhecidos para o seu desenvolvimento o baixo FEV, pré-BD, a histdéria de pneumonia e a
exposicdo tabagica activa ou passiva'®.

Clinicamente, e segundo os estudos multicéntricos actuais, parecem distinguir-se trés grupos
de doentes graves®:

1) asmaticos com exacerbagbes graves intercaladas por periodos de estabilidade de doenga,
responsaveis por 40% dos doentes graves no estudo SARP;

2) asmaticos com obstrucdo aérea irreversivel, com menos predisposicdo a exacerbacgodes,
responsaveis por 60% dos doentes graves no estudo TENOR;

3) asmaticos com necessidade de corticoterapia oral diaria.

Patobiologicamente evidenciam-se dois fenétipos: aqueles com eosinofilia persistente, que se
associa aos grupos de asmdticos com exacerba¢les graves, doenga sinusal e obstrugao
persistente da via aérea com remodelacdo; e aqueles sem eosinofilia mas com aumento de
neutréfilos na via aérea'”.
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Ndo sendo evidente a correlagdo clinica e patoldgica destes fendtipos (com excepg¢do para a
asma alérgica de inicio precoce com inflamacdo eosinofilica), é clara a necessidade de
investigacdo multidisciplinar para o entendimento da asma grave.

Posto isto, neste trabalho de investigacdo tem-se como definicdo de asma grave a fornecida
pela WHO em 2010°, tendo presente o conceito abrangente e heterogéneo da sindrome em
causa. Como ja explanado, a sua caracterizacdo é baseada na avaliacdo sucessiva do controlo
(sintomas diarios, limitacdo da actividade de vida, sintomas nocturnos, fungao respiratdria e
exacerbacdes) e define-se sumariamente como “asma nao controlada que pode resultar em
risco de exacerbacgOes frequentes e/ou reaccBes adversas a medicacdo e/ou morbilidades
cronicas (incluindo limitagdo da fungdo respiratdria ou diminuicdo do crescimento pulmonar
nas criancas).

1.8 FENOTIPOS E ENDOTIPOS DA ASMA - O que se conhece

O conceito de fendtipo define as caracteristicas observdveis de um organismo desenvolvidas
na interaccdo do mesmo com o meio envolvente. Na asma, varias caracteristicas tém sido
utilizadas para os identificar, quer de ordem patobioldgica, quer clinica, quer laboratorial.
Sendo a asma uma doenca heterogénea, com variabilidade das componentes clinica, fisiologica
e patoldgica, a eficacia da abordagem clinica dos doentes esta dificultada.

Nas Recomendacdes Nacionais para o Diagndstico e Terapéutica de Asma Grave em Portugal™**
sdo reconhecidos 5 fenétipos clinicos e trés bioldgicos.

De entre os clinicos contam-se os seguintes:

e Asma com tendéncia a exacerbagdes, que representa cerca de 40% dos asmaticos graves.
Pode associar-se a fungdo respiratdria normal em intercrise, a redu¢do moderada a grave,
ou a flutuagGes marcadas, habitualmente com inflamacado eosinofilica;

e Asma instavel, que pode ser devida a marcadas flutuagdes funcionais didrias ou a
exacerbacGes graves intercaladas por periodos de estabilidade da doenca. No primeiro
caso, associa-se a sensibilizagdo a aeroalergenos, a morbilidade psicolégica, a maior
prevaléncia do género feminino e ao desencadeamento de sintomas pelo periodo
menstrual; o segundo sub-fenétipo pode ser associado a polimorfismos do gene IL-4'%;

e Asma associada a obstrugdo crénica, com prevaléncia elevada (cerca de 49%'*°) e que se
associa ao declinio acentuado da fungdo e a exacerbagdes frequentes. Quando comparados
com doentes com DPOC apresentam, para o mesmo grau de obstrugao, maior infiltragao
eosinofilica, niveis de FeNO mais elevados, melhor difusdo alveolocapilar e maior
reversibilidade com o tratamento. Tém sido propostas algumas associacbes com
polimorfismos genéticos, nomeadamente nos genes relacionados com ADAM 33, IL-4, IL-4R
125 TGF-[31127,'
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e Asma resistente ao tratamento, que se associa a factores como a disfuncdo dos receptores
dos glucocorticdides, em provavel relacdo com a presenca de IL-2 e IL-4 e com a reducdo da
HDAC"?, agravada quando existe tabagismo associado. Por outro lado, o tipo de inflamacdo
presente também ja mostrou relagdo com a resposta terapéutica, sendo tanto menor
quanto menor a eosinofilia e maior a neutrofilia'®.

e Asma com sensibilidade a AINE’s, fendtipo associado a polipose nasal, rinossinusite grave,

inicio tardio da doenca e menor resposta a corticoterapia, com remodelacdo extensa e
inflamacado eosinofilica persistente.

Quanto aos trés fendtipos bioldgicos* distinguem-se:

e Asma eosinofilica, que pode estar presente em cerca de 50% dos asmaticos graves e tem
sido associada ao espessamento da membrana basal sub-epitelial com expressio de TGF-j3,
estando portanto mais relacionada com a remodelagdo™’;

e Asma neutrofilica, que pode ter na sua origem factores como o tabagismo, a exposi¢cdo
ocupacional e as infec¢des virais, parecendo associar-se ao aumento da expressao de IL-8,
elastase neutrofilica e metaloproteinases (MMP-9), e é menos respondedor a
corticoterapia que o fenétipo eosinofilico;

e Asma paucigranulocitica, que se caracteriza pela auséncia de inflamacdo eosinofilica ou
neutrofilica, podendo estar implicada uma inflamagdo granulocitica, com pouca resposta a
corticoterapia.

Agache et al.™

, hum recente artigo de revisao, sumariou os fenétipos da asma equacionando-

os segundo varias vertentes:

¢ clinica (idade de inicio; presenga de tabagismo; relagdo com profissdo, variagdo hormonal,
ou esforgo; existéncia de co-morbilidades como obesidade, hipersensibilidade a aspirina e
outras);

e patoldgica (inflamacgdo eosinofilica, neutrofilica ou mista);

o fisioldgica (obstrugdo persistente, baixo FEV,);

e resposta ao tratamento;

e factores progndsticos (segundo o risco vital - asma quase fatal, asma brittle ou asma
benigna; segundo o progndstico a longo prazo - exacerbador frequente, DPOC, remissdo da
doenca).

E importante ter em mente que algumas comorbilidades e agentes confundidores podem
alterar a patobiologia pré-existente e dos fendtipos asmaticos. Neles se incluem: histéria de
tabagismo, influéncias hormonais (gravidez, menopausa), infec¢Ges viricas e bacterianas, bem
como exposicoes ocupacionaisl32.

Uma vez que cada fendtipo surge de diferencas nos mecanismos fisiopatoldgicos, e que na

asma se baseia nas diferentes caracteristicas celulares e moleculares, urge encontrar os
diferentes endétipos implicados™®.
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Um ponto de partida para essa definicdo é a identificacdo de biomarcadores para o respectivo

mecanismo patogénico. Na revisdo de Anderson'®?, alguns fendtipos poderdo traduzir

endétipos especificos:

fendtipo alérgico com inflamagdo Th2, eosinofilica, respondedora as terapéuticas com
corticdides, imunoterapia, anti-IgE, anti-IL5, anti-1L-4/13;

fendtipo da asma intrinseca com inflamagao eosinofilica ou neutrofilica, podendo ser
cortico-sensivel ou resistente;

fendtipo da asma neutrofilica, que se pode associar a activacdo da resposta imunitdria
inata, com recrutamento anormal de HDAC2 ou sobrevida aumentada de neutrofilos,
podendo responder a terapéutica antioxidante/antibidtica, anti-TNFa, reguladores da
HDAC2, com resisténcia a corticoterapia;

fendtipo de hipersensibilidade a aspirina, com inflamagao eosinofilica e alteracao do
metabolismo dos eicosandides, respondendo a corticoterapia e a administracdo de anti-LTs;
fendtipo com remodelagédo extensa, que exibe pouca inflamacgdo, podendo existir activacao
anormal da EMTU, anormalidades do musculo liso ou mecanismos de reparacao
defeituosos. Pode responder a terapéutica dirigida ao musculo liso, as metaloproteinases
ou a terapéutica antiangiogénica.

Na abordagem de Wenzel™*, os trés factores mais importantes para a identificacdo de

endétipos sdo a identificacdo dos fendtipos por abordagem cluster, a aplicacdo da -dmica e a

avaliacdo da eficacia da terapéutica direccionada.

Em relacdo ao primeiro factor, destacam-se dois estudos, o de Moore et al.'> e o de Haldar et

al.?

No primeiro, que utilizou o coorte de doentes do estudo SARP foram identificados cinco

clusters, trés deles associados a asma grave, diferenciados principalmente pela fungao

respiratoria, uso de B-agonistas e idade de instalacdo da doenca, com identificagdo de alguns

novos biomarcadores de doenca como a relagdo do FeNO com a inflamagdo Th2.

Os
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cinco clusters (C) de asmaticos identificados foram os seguintes:

C1: asma alérgica ligeira, com inicio de doenga precoce, atopia, fungdao pulmonar normal,
pouco recurso a cuidados de saude e minima inflamagao eosinofilica;

C2: asma leve a moderada, alérgica, caracterizado por inicio precoce da doenga, atopia,
fungdo pulmonar no limiar da normalidade, pouco recurso a cuidados de saude e utilizagdo
rara de CSO, com minima inflamacdo eosinofilica;

C3: asma grave de inicio tardio, caracterizada por doentes mais velhos, IMC mais elevado,
menor grau de atopia e limitacdo discreta da funcdo pulmonar (mas alguma
reversibilidade), com inflamagdo eosinofilica, fazendo uso frequente de CSO apesar de
tratamento crénico com CSI de altas doses;

C4: asma alérgica grave, com inicio precoce da doenga, compromisso marcado do FEV;, mas
com boa reversibilidade a valores normais, muito sintomaticos, fazendo uso variavel de CSO
e de cuidados de saude, com inflamagao eosinofilica;
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e C5: asma grave com obstrucdo persistente ao fluxo aéreo, caracterizada por maior duracgao
da doenca, em doentes mais velhos, menos atdpicos, com compromisso marcado da fungao
respiratdria e pouca reversibilidade, uso frequente de broncodilatadores e de recursos de
cuidados de saude, apesar de CSO, com muitas co-morbilidades, mostrando inflamacao
mista da via aérea.

Da analise dos cinco clusters identificados, destaca-se que a asma de inicio tardio engloba dois
grupos de doentes, um deles mostrando discordancia entre sintomas e obstrucdo da via aérea
(C3) e o outro entre sintomas e inflamacgao eosinofilica (C5).

Relativamente ao estudo de Haldar et al.?, foram analisados dois grupos de populagdo
asmatica consoante o tipo de cuidados de saude. Um grupo tratado nos cuidados de saude
primarios, o outro, dada a refractariedade da doenca, em cuidados diferenciados. Para o
primeiro grupo foram identificados 3 clusters e para o segundo 4.

No grupo de doentes tratados nos cuidados de saude primarios foram definidos trés clusters

de asmaticos:

e C1: asma de inicio precoce, com sintomas concordantes com as alteracdes da funcdo
respiratdria e inflamacgdo eosinofilica, associando-se a uso frequente de cuidados de saude
e de CSO, quando comparado com os outros dois;

e (C2: asma de inicio mais tardio, caracterizado por IMC elevado e preponderancia de
sintomas na auséncia de inflamacdo eosinofilica;

e (3: asma benigna, com pouca evidéncia sintomdtica ou inflamatéria da doenca e pouco
uso de cuidados de saude.

No grupo de doentes tratatos nos cuidados de salude secundarios (por asma refractaria)

identificaram-se 4 clusters, sendo o 1 e o 2 sobreponiveis aos C1 e C2 do grupo anterior. No

entanto, os do C1 com asma refractaria apresentavam maior grau de disfun¢do da via aérea,

de sintomas e de inflamacdo eosinofilica.

Os clusters 3 e 4 foram especificos deste grupo e apresentaram marcada dissociagdo entre

sintomas e inflamacgao:

e C3 foi relativo a asma de inicio precoce, com inflamagao minima mas muitos sintomas;

e C4, relativo a asma de inicio tardio, com maior prevaléncia do género feminino, poucos
sintomas mas inflamagao eosinofilica activa.

A mais-valia desta analise prende-se com a abordagem dos doentes ja que, se na maioria dos
doentes de cuidados de saude primarios ela pode ser orientada pelos sintomas, na populagado
com asma refractdria outras varidveis tém de ser tidas em conta.

Quanto aos endétipos, apesar de ndo existir ainda nenhum completamente caracterizado, foi
criado o conceito de fendtipo molecular Th2-Hi e Th2-Lo, com base na diferente resposta a

corticoterapia (Figura 2) ***:
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o O Th2-Hi relaciona-se com atopia, reac¢Ges de HS tipo | e inflamacdo eosinofilica, com
reposta a corticoterapia e a anti-IL5, tendo como marcador molecular a periostina. Associa-
se a alguns sub-grupos: o da asma de inicio precoce, em criangas alérgicas e respondedoras
a corticoterapia; o da asma induzida pelo esfor¢o; o da asma de inicio tardio, com elevada
inflamacao eosinofilica a requerer elevadas doses de corticoterapia para tratamento, em
que frequentemente coexiste polipose nasal e/ou sinusite, muitas vezes com elevagdo do
FeNO.

o0 Th2-Lo, de caracterizacdo molecular mais deficiente, tem varios subgrupos estando
melhor definido o dos obesos. Este caracteriza-se pela menor probabilidade de atopia,
predominio do sexo feminino e melhoria sintomdatica com perda de peso. Alguns
mecanismos fisiopatoldgicos apontados prendem-se com o balanco adiponectina/leptina,
com a sindrome metabdlica e com o aumento do stress oxidativo, tendo-se recentemente
identificado um possivel biomarcador, a dimetilarginina assimétrica (ADMA- Asymmetric
dimethyl arginine).

Gravidade Th2

Nao Th2

Asma
eosinofilica Asma-
Asma L . obesidade
, . inicio tardio
alérgica

Asma induzida s
| . Asma neutrofilica
elo exercicio
g do fumador

- N

Idade de inicio da asma

Figura 2 — Agrupamento tedrico de fenétipos asmaticos emergentes, baseados na distingdo Th2.
Adaptado de Wenzel ™

1.8.1 Endétipo asma grave. Existe?

A heterogeneidade de apresentacdo dos doentes graves é reconhecida, parecendo ndo haver
estabilidade dessa gravidade, que pode variar no decurso da doenca.
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Trés grandes estudos sdo de particular interesse para o conhecimento do fenétipo de asma
grave: 0 ENFUMOSA™®, o TENOR™® e o SARP*:

e O estudo europeu ENFUMOSA, que incluiu 163 asmaticos graves e 152 ligeiros a
moderados'*®, encontrou associagdo da asma grave ou de dificil tratamento com maior
prevaléncia do género feminino (4:1) (que tinham IMC mais elevado), menor grau de atopia
e de reversibilidade brénquica, FEV, inferior, maior air trapping e neutrofilia da
expectoracado. Identificou como factor de risco para a gravidade a sensibilidade a aspirina.

e O estudo TENOR (estudo multicéntrico norte-americano que incluiu 4756 doentes) *°,
destacou o achado da correlagdo positiva da IgE com a gravidade da asma (que se verificou
apenas nas criangas e adolescentes, mas ndo nos adultos, apesar do seu papel na maioria
dos doentes com asma de dificil tratamento).

e O estudo SARP (estudo americano que incluiu 204 doentes, provindos de centros dos EUA e
de um centro do RU)?, verificou que os doentes graves tinham maior duragdo da doenca,
eram mais velhos, mais sintomaticos e faziam maior uso de cuidados de saude urgentes.
Eram também menos atdpicos mas tinham maior prevaléncia de RGE, sensibilidade a
aspirina e doenga sinopulmonar. Apresentavam menor reversibilidade da obstrucao
bronquica tendo sido identificados como factores de risco para gravidade o baixo FEV,, a
histéria de pneumonia, a menor percentagem de eosindfilos no sangue e a menor
positividade nos testes de alergia. Na sub-andlise que usou como descriminador a idade de
inicio da doencga (12 anos como cut-off), os com asma grave de inicio tardio mostraram ter
pior fungdo respiratdéria com menor resposta a BD, histéria mais frequente de doenca
sinusal e de pneumonia. Em relagdo ao uso de CSO, 54% reportaram uso de pelo menos 3
ciclos por ano e pelo menos uma visita ao SU por asma.

Prolongando dados do estudo ENFUMOSA, a rede de trabalho BIOAIR classificou criticamente
um coorte de doentes graves com o objectivo de os comparar com ndo graves. Constatou que
os graves eram mais velhos, com inicio de doenca mais tardio, IMC mais elevado, pior funcdo
pulmonar, pior controlo dos sintomas e pior qualidade de vida®.

A importancia dos trabalhos deste consércio vem dos projectos ainda em desenvolvimento,
nomeadamente no que diz respeito a identificacdo de biomarcadores como a periostina e os
mediadores lipidicos.

Dependendo desses e doutros trabalhos, a questdo ainda ndo respondida sobre a existéncia do
enddtipo da asma grave, poderd entdo ficar definida.

1.9 NOVOS METODOS PARA IDENTIFICAR FENOTIPOS

Actualmente, os procedimentos ndo invasivos para avaliar a inflamag¢do na asma incluem a
colheita de expectoragdo induzida, de ar exalado, de sangue periférico e de urina. Os
biomarcadores de inflamag¢do podem ser usados como indicadores de gravidade da doenca ou
como marcador de determinado fendtipo. Actualmente, os mais bem estudados e utilizados na
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pratica clinica sdo o FeNO e as caracteristicas da expectoracdo induzida. Em relacdo as
caracteristicas da expectoragdo, a eosinofilia tem sido proposta como marcador de resposta a
corticoterapia na asma moderada. Quando combinada com neutrofilia, relaciona-se, nos
asmaticos graves, com pior funcdo respiratéria, pior controlo da doenga e aumento do

137

consumo de cuidados de salide™’. O estudo da expectoragdo permite a fenotipagem celular

em doentes com perfil celular eosinofilico, neutrofilico, paucigranulocitico e granulocitico

138

misto~>". Apesar de ndo ser clara a associacdo de qualquer um deles com a gravidade, varios

137139 " Outros

estudos tém reportado um padrdo granulocitico misto nessa forma de doenca
biomarcadores da asma grave ja identificados estdao relacionados com o stress oxidativo de
nitrosaminas** e com a peroxidacdo lipidica, como por exemplo o 8-isoprostano, que se
encontra aumentado na expectoragio dos asmaticos graves'®, e os aldeidos e alcanos

alifaticos, aumentados na urina de doentes asmaticos em estado de exacerbacdo’.

Em relacdo aos métodos mais invasivos, no estudo do infiltrado inflamatdério de bidpsias
bronquicas de asmaticos graves e ndo graves, apesar de ndo se terem encontrado diferencas
significativas, notou-se aumento da fibrose subepitelial e do musculo liso nos graves, que se
relacionou com a HRB e com a menor resposta broncodilatadora. O estudo do lavado
broncoalveolar (LBA) desses graves identificou aumento dos neutrdfilos'**.

Apesar de alguns avancos, as dificuldades clinicas em avaliar de forma concreta a inflamacdo
na asma, tém levado ao desenvolvimento de novos sistemas bioldgicos de abordagem, com o
objectivo de adquirir informagdo em larga-escala, fazendo uso de técnicas complexas de
processamento e andlise de dados recolhidos de varios tipos de amostras. De forma geral, a
comunidade cientifica tem-se focado na investigacdo de biomarcadores ndo invasivos. As
iniciativas actuais, no que diz respeito ao estudo da asma grave, resultaram em consorcios,
nomeadamente 0 U-BIOPRED, com o objectivo de integrar dados da ‘-dmica. Este consdrcio
insere-se noutro projecto mais alargado, o AirPROM (Airway Disease Predicting Outcomes
through Patient Specific Computational Modelling), que integra dados provenientes da
fisiologia, radiologia, bioengenharia, harmonizag¢do de dados e modelagao computacional.

Assim, para compreender a complexidade dos endétipos da asma, estdo actualmente
propostos novos métodos sofisticados utilizando diferentes amostras, como a metabolédmica
(estudo das moléculas de baixo peso molecular (<1500 amu) presentes num compartimento
biolégico, num estado fisiolégico especifico e em determinadas circunstancias)'®.

Das diversas técnicas de abordagem usadas por estas novas ciéncias, destaca-se a
espectrometria de massa, técnica mais sensivel de abordagem metaboldmica, utilizando
diferentes métodos de separacdo e ionizacdo. Tem como vantagem a grande sensibilidade mas
é muito dispendiosa em tempo e em experiéncia. Foi ja utilizada na asma fazendo uso da

I 1 .
analise do condensado do ar exalado™* e da urina””.

Sumariamos no Quadro V as vantagens e desvantagens das vdrias matrizes utilizadas para o

estudo da asma, segundo Wheelock et al.'®
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Quadro V — Vantagens e desvantagens das matrizes utilizadas para o estudo da asma. Adaptado de

Wheelock et al**.

Amostra Vantagens Desvantagens

Ndo invasivo e seguro. Podem estudar-se Potencial  variabilidade, com dificil
Condensado do ar compostos ndo-volateis e a normalizagdo das amostras, sendo a
exalado espectroscopia por NMR j4 foi validada. amostra representativa de toda a via
aérea. Poucas proteinas presentes.

Fluido natural com matriz complexa. Dificil normalizagdo das amostras podendo
. o uso de substancias redutoras afectar a
Expectoragao L ) L .
) . andlise; possivel contaminagdo por saliva;
induzida grandes quantidades de mucina afectam
resultados da protedmica.
N3o invasivo, barato, facil colheita e uso Pode haver bias sistémicos dada a
Urina em estudos longitudinais. Ideal para distancia ao 6rgdo alvo; pode ser afetada
eicosanoides. por doenga renal ou hepatica.
Minimamente invasivo, facil colheita, Distante do 6rgdo de interesse podendo
muito usado em protedmica e lipiddmica. | traduzir alteragGes sistémicas. Grande
Sangue Contem muitos alvos potenciais. amplitude de conteddo protéico (10
ordens de magnitude). Composigdo lipidica
dominada por lipoproteinas  pode
mascarar resultados.
Colectado de local especifico com matriz Elevado conteudo salino com dificuldade
LBA complexa. na normalizagdo. Pouco tolerado. Possivel

bias em doentes com doenga inflamatadria.

Reflecte alteragbes locais, essencial para Dificil obtengdo, contém muitos tipos

L. analise transcriptomica. Proteoma | celulares. Homogeneizagdo do tecido pode
Biopsia pulmonar . -
complexo. Pode ser combinada com | ser dificil.

andlise imunohistoquimica.

LBA: Lavado broncoalveolar; NMR: Nuclear Magnetic Ressonance

Quanto aos resultados até agora obtidos com o uso destas ciéncias'®®, resumem-se os
seguintes:

e Transcriptémica: confirmaram a presenca de diferentes subtipos de asmaticos com base na
expressao de citocinas Th2, podendo ser util na previsdo de resposta a corticoterapia,
sendo que o fendtipo Th2-Hi responde melhor e se relaciona com alguns marcadores de
remodelagdo®. Niveis elevados de periostina em doentes com Th2-Hi mostraram distinguir
asmaticos graves que respondem a terapéutica com anti-IL-13'*,

e Protedmica: mais utilizada para a DPOC, ndo forneceu até ao momento dados na asma.

e Lipidédmica: os lipidos constituem 90% do surfactante pulmonar, podendo ter grande papel
na doenga respiratéria. Em relagdo a patologia asmdtica demonstrou-se: aumento da
esfingosina-1-fosfato em doentes asmaticos apds desafio alérgico; polimorfismos do
regulador da sintese dos esfingolipidos associados & asma grave da crianga**®; aumento dos
eicosandides, produzidos nos processos auto-oxidativos do acido araquiddnico e facilmente
dosedveis na urina, com reproducdo para os niveis pulmonares, relacionados com as

~ 4. 1 ~ s . s
exacerbagdes asmaticas'’’; aumento da concentragdo urinaria das prostaglandinas apds
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exposi¢do alérgica nos asmaticos'*®; aumento dos LTs, usados como biomarcadores de
gravidade da doenga'®.

Metabolémica: foram identificados 70 metabolitos urindrios discriminantes de asmaticos™
e 23 metabolitos derivados do ciclo de acido citrico (CAC) discriminantes de asmaticos Vs

controlos™*

. Como biomarcadores de exacerbacdo foram recentemente encontrados niveis
elevados de varios aldeidos e alcanos (produtos de peroxidacdo de &acidos gordos
relacionados com o stress oxidativo), bem como outros compostos ndo volateis (citrato e
alanina, relacionados com o CAC)"*.

Breathomica: o perfil dos compostos volateis no ar exalado foi associado com a inflamacao
eosinofilica e neutrofilica na asma, podendo ser util na subfenotipagem nao invasiva destes
doentes. A determinac¢do do pH, da adenosina e dos eicosandides, no condensado do ar
exalado, pode fornecer informacao para o entendimento da patobiologia da asma, havendo

ja identificacdo de sinais discriminatdrios entre asma e DPOC™2.

Apesar do recente e exponencial crescimento no uso da ‘-dmica para compreender os

mecanismos da asma, a integracdo na pratica clinica destes resultados ainda necessita de

validacao.
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11.1 OBJECTIVOS GERAIS

A asma ligeira a moderada é um problema de saude global que, na grande maioria dos casos,
pode ser controlada com uso de medicacdo. No entanto, em 7 a 10% dos asmaticos a situacao
pode ser grave’ e responsavel por grande impacto socio-econémico, sendo de dificil
abordagem.

Dada a falta de uniformidade na sua classificacdo, torna-se notdria a insuficiéncia da actual
metodologia de abordagem diagndstica perfil-orientada, ndo sendo conhecido até ao
momento qualquer biomarcador fidedigno de gravidade.

A abordagem aos diferentes fenétipos tem sido feita por varias metodologias, nomeadamente
pela analise cluster reportada na literatura internacional, faltando, no entanto, informacao que
suporte os mecanismos patolédgicos subjacentes. Assim, encontrar biomarcadores capazes de
ajudar na caracterizacdo dos respectivos endotipos podera fornecer informacao valiosa na
abordagem diagndstica e terapéutica.

Até ao momento, ndo foram realizados estudos dirigidos a nosologia portuguesa da asma na
populacdo portuguesa, estando carente a caracterizacdo fenotipica/endotipica dos nossos
doentes asmaticos.

Para além da metodologia cluster, terd com certeza importancia para esse estudo o uso de
técnicas diferenciadas como a andlise da expectoracdo induzida e outras mais inovadoras
como a metabolémica.

A contagem de células na expectoragdo tem sido usada para encontrar biomarcadores
celulares dos fendtipos da asma, podendo ser capaz de discriminar inflamagdo eosinofilica da
nao eosinofilica localizada a via aérea, com valor na monitoriza¢do terapéutica dos doentes. O
uso associado da citometria de fluxo pode identificar outras células descriminativas™>.
Tecnologias como a metabolémica tém surgido na investigacdo de potenciais biomarcadores,
com aplicacdo nos varios tipos de amostras colectdveis, sendo a urina um dos biofluidos mais
informativos™*, colhida de forma n3o invasiva, tornando-se particularmente Gtil em situacdes
de instabilidade clinica ou em doentes pouco colaborantes.

Varios estudos de metabolémica conduzidos para melhor perceber a asma tém reportado o
seu papel nesta vertente, nomeadamente direccionado ao stress oxidativo, com uso de
técnicas como a microextrac¢do em fase sélida (SPME- solid phase microextraction) combinada
com andlise bidimensional por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa por
tempo de v6o (GC x GC-ToFMS)"*"> *4,
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Neste contexto, a presente investigacao foi desenhada com os seguintes objectivos:

1. Caracterizar clinicamente uma populacao portuguesa de asmaticos, com enfoque nos
graves, suportada em parametros funcionais respiratorios e laboratoriais
imunoinflamatérios, correlacionando-os.

2. ldentificar fenétipos celulares da expectoragdo e correlaciona-los com os parametros
avaliados.

3. ldentificar factores de risco/proteccdo para a ocorréncia de fenétipos clinicos.
4. Distinguir clusters de asmaticos.

5. Determinar a relevancia da metaboldmica na identificacdo de biomarcadores urinarios
de gravidade e na distingdo de clusters.

6. Correlacionar caracteristicas clinicas de gravidade e clusters identificados com
biomarcadores urinarios de peroxidacao lipidica.

11.2 METODOS

11.2.1 Sujeitos e critérios de selec¢ao

O calculo da dimensdo da amostra foi feito com base numa amostragem simples para a
3¢ Foi obtido o

intervalo de valores [292; 552] para um erro amostral de 2.5% e para um erro tipo 1 de 5%
|157

proporcdo de asmaticos graves (variando entre 5% e 10 %)™ e ndo graves
(alfa=0.05). Perante este intervalo, tivemos em conta o Teorema do Limite Central™’, que,
como regra pratica, determina que para constituir uma amostra sdo necessarias pelo menos
10 observagdes se a distribuicdo de probabilidade original for simétrica e, pelo menos 50, se a
distribuicdo original for muito assimétrica. O valor de 30 observacGes surge como um valor
empirico de compromisso entre os dois anteriores™®,

Assim, foram recrutados consecutivamente e até se obterem 100 doentes com asma, da
Consulta Externa dos Servigos de Pneumologia (Consulta de Pneumologia Geral e Asma grave)
e de Alergologia, do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra - Hospitais da Universidade
de Coimbra (HUC).

O recrutamento foi feito em privado, com disponibilizacdo de material informativo e os

doentes foram incluidos apds fornecimento de consentimento informado, aprovado pelo
Conselho de Etica do mesmo hospital.
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Foram seleccionados se preenchessem os seguintes dois critérios:
e Género feminino ou masculino com idade >18 e <80 anos;
o Diagndstico clinico de asma.

Foram excluidos na presenca de um dos seguintes critérios:
e Histdria de fibrose quistica, doenca intersticial ou neoplasica do pulmdo conhecida, doenga
auto-imune, insuficiéncia cardiaca ndo tratada, insuficiéncia renal ou hepatica;
e Incapacidade mental ou legal.

11.2.2 Desenho do estudo

O estudo foi prospectivo e de coorte, tendo-se estabelecido um protocolo com pelo menos 3
visitas médicas (VO, V1 e V2), com um intervalo minimo de 2 meses entre cada uma delas. A
colheita de dados foi feita, pelo investigador principal, usando uma folha de registo no
momento das visitas programadas, tendo-os depois introduzido numa base de dados, usando
um programa estatistico devidamente bloqueado com uma palavra-passe.

11.2.2.1 Protocolo de visitas

O protocolo esquematiza-se no Quadro VI onde constam as visitas e os procedimentos
preconizados (realizados no decorrer do ano de 2012):

e Visita 0 (VO), pre-screening: teve como objectivo obter o consentimento informado do
doente, instrui-lo para a visita de screening com educa¢do sobre a natureza da doenga,
optimizar a técnica inalatdria e confirmar a adesdo terapéutica. Serviu ainda para a colheita
de histdria clinica detalhada com preenchimento de inquéritos, para a realizacdo do exame
fisico e para a primeira avaliagdo da fungdo respiratdria com espirometria e prova de BD.

A folha de registo de dados incluia: dados demograficos, anos de doenca, idade de inicio de
doenga, histdria de pneumonia, factores de agravamento da doenca (gravidez, menopausa,
e exposicdo tabagica), medicacdo habitual (respiratoria e outra, nomeadamente IECA’s, [3-
bloqueantes, terapéutica hormonal) e presenca de comorbilidades conhecidas (atopia,
obesidade, rinossinusite, polipose nasal, sensibilizacdo a fungos, alergia alimentar,
hipersensibilidade a AINE’s, depressdo/ansiedade, SAOS, DPOC, RGE, DCV).

As exacerbagdes graves foram definidas como eventos que requereram acgdo urgente,
incluindo pelo menos um dos seguintes: uso de CSO ou aumento da dose de manutencao
por pelo menos 3 dias consecutivos, hospitalizagdo ou visita ao SU por asma requerendo
CSs para tratamento®.

O risco de eventos futuros foi avaliado com base na perda de controlo, no nimero de
exacerbac¢des no ultimo ano, no nimero de ciclos de CSO no ultimo ano, no declinio da
funcdo pulmonar (tendo em conta o valor de FEV, pré-BD e a auséncia de reversibilidade

N . . s . 1
bronquica) e nos efeitos secundarios do tratamento™ *°.
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e Visita 1 (V1), screening: teve como objectivo estabelecer a elegibilidade dos doentes a
prosseguir o estudo e, novamente, optimizar a técnica inalatdria e confirmar a adesdo
terapéutica. O diagndstico de asma foi confirmado por histéria clinica com sintomatologia
relevante e um dos seguintes: reversibilidade da via aérea com salbutamol, de acordo com

os critérios GINA'®

ou teste de hipereactividade bronquica positivo, definido com base na
diminui¢3o de 20% do FEV; com dose provocatdria de metacolina < 8 pmol*®".

A visita serviu ainda para realizar testes cutaneos de alergia (TCA) por picada, avaliar a
fungdo respiratéria com espirometria e pletismografia, medir o FeNO e programar
procedimentos seguintes como a avaliagdo analitica e as colheitas de expectoracao

induzida e de urina.

e Visita 2 (V2): teve como objectivo colher os dados/amostras dos procedimentos efectuados
que, com excepcao da colheita da urina para analise metaboldmica, ndo diferiram da
abordagem standard dos doentes asmaticos da nossa consulta de Asma grave. Incluiram-se
a colheita de dados analiticos e da da avaliacdo funcional com pletismografia e da medicao
do FeNO, e recolha da expectoracdo induzida e de urina.

eVisita 3 (V3): apenas realizada havendo necessidade de realizar outros exames
complementares de diagndstico, como os dirigidos a investigacdo de aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA), bronquiectasias (BQ) ou enfisema (realizacdo de
tomografia axial computorizada de alta resolug¢do- (TAC-AR)) e DCV (laringoscopia).

Quadro VI — Folha protocolar — visitas e procedimentos (para o tratamento de dados utilizaram-se os
colhidos em V2)

Procedimentos 0 meses | 2 meses ‘ 4 meses | 6 meses’ ‘
Visita0 | Visital | Visita2 | Visita3 |

Consentimento informado escrito | X | | | |
Histaria clinica | X | | | |
Avaliagao clinica | X | X | X | X |
Questionarios de controlo e gravidade de X X X X
asma e qualidade de vida
(ACT, CARAT, SOA, ALQ)
Espirometria | X | X | X | X |
Prova de BD | X | X | X | X |
Prova de provocag¢do bronquica com X
metacolina (quando necessario)
Pletismografia | | X I X | X I
Medicgo de FeNO | | X | X | X |
TCA | | X | | |
Hemograma, leucograma, IgE total/especifica, X
bioquimica, a1-AT)
Colheita de expectoragao induzida | | | X | |
Colheita de amostra de urina | | | X | |
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Quadro VI (continuagdo) — Folha protocolar — visitas e procedimentos

Procedimentos 0 meses | 2 meses ‘ 4 meses | 6 meses ‘

Visita0 | Visital | Visita2 | Visita3 |

| | | [E
Broncofibroscopia LBA; bidpsia bronquica) ! | | | | X |

*Em situacdes de asma de dificil controlo ou com apresentaco atipica (produgiio excessiva de muco, declinio rapido da funcdo,
diminuigdo da DLCO). a1-AT: al-antitripsina; BD: broncodilatagdo; ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality
Questionnaire; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide LBA: lavado
broncoalveolar; SOA: Severity of Asthma Score; TCA: testes cutdneos de alergia

11.2.2.2. Questiondarios

O controlo da asma foi avaliado apds tratamento optimizado segundo as guidelines GINA?,
utilizando questiondrios de auto-preenchimento validados em versdo portuguesa: o ACT e o
Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test (CARAT).

A qualidade de vida foi avaliada com o questionario Asthma Life Quality Questionnaire
(ALQ)'®*. Este questiondrio compreende 20 questdes de resposta dicotdmica sim/n3o e avalia
seis dimensdes do impacto da asma na vida do doente: actividade diaria e sono, sintomas,
desencadeantes, recurso a cuidados de salude ndo programados, medicacdo e impacto
psicoldgico. Pontua-se de 0 a 20, sendo tanto pior quanto maior a soma atingida.

Para avaliacdo da gravidade, optou-se pela utilizacdo do questionario Severity of Asthma Score
(SOA)®. Este questionario foi desenhado para avaliar o risco de eventos adversos em doentes
com asma moderada a grave, incluindo 13 questdes que abrangem os seguintes pontos:
frequéncia dos sintomas de asma, uso de corticdides sistémicos, uso de outros farmacos anti-
asmaticos, histéria de hospitalizacdo/entubacdo por asma.

11.2.2.3. Procedimentos

Com excepg¢do das analises das amostras de urina e da expectoragdo induzida, todos os
procedimentos foram realizados no nosso Hospital.

e A atopia foi avaliada com uso de TCA realizados para os aeroalergenos comuns, usando a
batria GA’LEN' e/ou o doseamento de IgE especificas (ImmunoCAP, Phadia®, Uppsala,
Sweden), em combinag¢do com os sintomas alérgicos.

e Foram realizadas no sangue periférico, e de acordo com as normas dos Laboratdrios de
Patologia Clinica e de Imunologia, as seguintes andlises sanguineas: hemograma com
leucograma, bioquimica com fun¢do renal e hepdtica; doseamento de IgE total;
doseamento de a-1 antitripsina (AT); doseamento de IgE especificas (ImmunoCAP, Phadia®,
Uppsala, Sweden) aos alergenos positivos detectados nos testes cutdneos, ou a outros se
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clinicamente justificavel; IgE e IgG para Aspergillus fumigatus se IgE total >500 Ul/ml ou se
clinicamente justificavel.

e A espirometria foi realizada de acordo com os critérios ATS™*.

e A funcdo respiratéria alargada foi avaliada por pletismografia segundo os critérios ATS'®.
Os valores pré-BD foram medidos apds suspensao de LABA por mais de 12 horas e de BACA
por mais de 6 horas.

Definiu-se obstrucdo persistente quando a relagdo FEV,/FVC pds BD<70%, mantida apds
tratamento de pelo menos 4 semanas, com CSI em dose de 1000 ug de PF ou equivalente,

durante fase de estabilidade™”.

e O FeNO foi medido usando um analisador CLD 88 SP (EcoMedics®) antes de qualquer
manobra de expiracdo forcada, de acordo com as guidelines existentes'®.

e A colheita da expectoracdo foi induzida nos doentes estaveis, por uma enfermeira treinada,

usando solugdo salina hipertdnica de 4,5% de acordo com o procedimento descrito na
literatura™®’.
A analise da amostra foi realizada de acordo com os procedimentos do laboratério do
Centro de Histocompatibilidade de Coimbra: para o processamento da expectoracdo
induzida, as amostras foram colhidas para um frasco estéril e armazenadas em gelo até ao
processamento, que se realizou num prazo de 2 horas apds a colheita. O estudo
imunofenotipico das células da expectoracao foi realizado por citometria de fluxo de forma
a identificar as subpopulacdes leucocitdrias de acordo com a Figura 3.
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Figura 3 — Estudo imunofenotipico das células da expectoragdo. Estratégia de citometria de fluxo para
identificar as subpopulgdes leucocitarias presentes nas amostras de expectoragdo induzida.
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Para a categoriza¢do do fendtipo da expectoragdo, considerdmos os seguintes valores de
cut-off: para fenédtipo celular eosinéfilico, eosindfilos 22%; para fendtipo celular
neutrofilico, 260% de neutrdfilos. O fendtipo misto foi definido quando essas duas
condi¢Bes ocorreram em conjunto, e o paucigranulocitico, quando nenhuma delas estava
presente®®® 1%,

A colheita de urina foi feita por cada um dos doentes, para um recipiente estéril, e colocada
em congelador a -202C, por um periodo maximo de 2 horas, com posterior armazenamento
em arca de congelacdo a -802C. O tempo de armazenamento antes de analise espectral,
nao ultrapassou os 3 meses.

A colheita foi feita a hora varidvel do dia, ndo tendo havido restricdes dietéticas ou
farmacoldgicas (por estas condi¢Ges serem mais representativas da situacao de vida real).

A TAC toracica de alta resolucédo (TAC-AR) foi realizada na Clinica Universitaria de Radiologia
dos HUC, de acordo com a justificacdo clinica: sempre que foi necessdrio avaliar o
compromisso da via aérea, comorbilidades como bronquiectasias e enfisema pulmonar, ou
para exclusdo de outros diagndsticos diferenciais.

A laringoscopia foi realizada no Servico de Otorrinolaringologia dos HUC onde os doentes
foram enviados quando se suspeitou clinicamente de DCV.

A broncofibroscopia, apenas nos casos em que houve necessidade de excluir outros
diagndsticos, nomeadamente patologia intersticial, foi realizada no Servico de Pneumologia
dos HUC.

A andlise metabolémica da urina foi realizada no Departamento de Quimica da
Universidade de Aveiro, sob a supervisdo da Sra. Prof2. Doutora Silvia Rocha, coordenadora
do projecto ASMA - Gestdo futura da asma apoiada por amostragem ndo invasiva:
contributos para a definicdo de um meio diagndstico rapido e ndo invasivo (PTDC/QUI-
QUI/117803/2010).

A técnica usada foi a de microextrac¢do em fase sdlida, combinada com a cromatografia
gasosa bidimensional associada a espectrometria de massa por tempo de voo.

Antes da analise cromatografica, cada amostra foi descongelada e o pH ajustado para 2.0,
com HCI 6M (J. T. Baker, Phillipsburg, USA, 95-98%), para aumentar a eficiéncia da extrac¢do
dos metabolitos. Procedeu-se entdo a andlise por SPME seguida de GC x GC-ToFMS. Os
parametros experimentais da SPME, usados para extrair os metabolitos, e as condi¢des da

GC x GC — ToFMS foram previamente reportadas por Rocha et al.'’® Cada amostra foi
analisada em triplicado.
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1.2.2.4 Metodologia para a constru¢ao de modelos de predigao de risco para fenétipos
clinicos asmaticos

Foram escolhidos para analise os seguintes fenétipos: atopia, idade de inicio da doenga apds
os 12 anos de idade, HS a AINE’s, obesidade (IMC> 30Kg/m?), obstrucdo persistente da via
aérea e grave (segundo a clasificagio WHO?).

De forma a identificar as caracteristicas clinicas, funcionais e laboratoriais que mais
contribuiram para a sua distin¢gdo, e com o objectivo de encontrar factores de risco/proteccio
especificos de cada fenétipo, foram construidos modelos de regressdo logistica.

Nesses modelos, definiram-se como covariantes as varidveis demograficas género e idade.
Incluiram-se como variaveis independentes: as relacionadas com a gravidade; as caracteristicas
da doenca; o controlo, a qualidade de vida e o risco de eventos futuros; a funcdo respiratodria;
terapéutica usada e os biomarcadores. (Quadro VIi).

Foram tidos como significativos valores com p<0.05.

Quadro Vil - Varidveis independentes usadas nos modelos de regressdo

Variaveis independentes usadas nos modelos de regressdao |

Classificacao de gravidade WHOS; ATS/ERS, 2000* |

e inicio da doenga antes dos 12 anos de idade;

e anos de evolugdo da doenca;

e presencga de comorbilidades;

Caracteristicas da doenga *  histdria de pneumonia;

. tipo de comorbilidades (atopia, tipo de alergia, IMC> 30
Kg/mz, rinite, polipose nasal, sinusite, exposicdo tabdgica,
depressdo, ansiedade, SAOS, RGE, déficite de a1-AT,
bronquiectasias, DPOC, sensibilizagdo a Aspergillus

fumigattus.

e  controlo da doenca (sim/ndo);

e doente em risco;

Controlo e qualidade de vida, e scores de controlo da asma (ACT, CARAT (Rinite), CARAT

risco de eventos futuros (Asma), ALQ, SOA);

e  exacerbagdo grave no ultimo ano; hospitalizagdo no ultimo
ano.

e  Reversibilidade bronquica

e  Obstrugdo persistente

e  FEV; basal; (A) FEV, pds-BD

Fungdo respiratoria e  FEV,/FVC basal; (A) FEV,/FVC p6s-BD;
e  FEV,555basal; (A) FEV,s.55 pOs-BD;

e VR basal; (A) VR p6s-BD;

. DLCO.
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Quadro VIl (continuagdo) — Varidveis independentes usadas nos modelos de regressdo

Variaveis independentes usadas nos modelos de regressdao

e dose de CSI (> 750 ug de PF ou equivalente, <= 750 ug de PF
Terapéutica usada ou equivalente);
e  grau GINA de tratamento (step>=4, <4).

Biomarcadores
e  percentagens

expectoragao;

e  FeNO (>=35; <35 ppb);
e  eosinofilia sangue periférico (%) e unidades Log;
. IgE sérica (mmol/L) e unidades Log;

eosindfilos e

de neutréfilos na

e  categoria de fenédtipo inflamatério da expectoragao.

al-AT: al-antitripsina; ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; ATS: American Thoracic Society; BD:
broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; CSl: corticéide inalada; FVC: forced vital capacity; DPOC:
doenga pulmonar obstrutiva crénica; DLCO: difusdo livre de monoxido de carbono; ERS: European Respiratory Society; FeNO:
Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s.ss: Forced expiratory flow at 25% point
to the 75% point of Forced Vital Capacity; GINA: Global Initiative for Asthma; IMC: indice de massa corporal; PF: propionato de
fluticasona; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: Sindrome de apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score; TCA:
testes cutaneos de alergia; VR: Volume Residual; WHO: World Health Organization

11.2.2.5 Metodologia para analise cluster

A nossa abordagem para identificacdo dos diferentes grupos da amostra em estudo foi feita de

forma ndo supervisionada, utilizando a analise cluster, ndo sendo conhecidos estudos

semelhantes na populacdo portuguesa.

A escolha das varidveis teve como base as utilizadas nos modelos de regressao atras referidos,

(descritas no Quadro VIi), e as dos estudos de Haldar et al.” e de Moore et a

Estdo descriminadas no Quadro VIII.

. s . . « z_s . s 1
Quadro VIII — Varidveis continuas, bindrias e compostas, seleccionadas para a andlise cluster

(baseada em Haldar et al.> Moore et al.m).

123
[~

71

Numero | Variavel | Tipo de variavel |

Chave

Demografia e comorbilidades - Dados de questionario

|
1 | Género | Binaria | Feminino/Masculino I
2 | Idade | Continua | |
3 | mc | Continua | |
4 | Inicio antes 12 A | Binaria | Sim/ndo |
5 | Anos de doenga | Continua | |

Composta: Atopia; Rinite; Polipose;
Sinusite; Qualquer exposicdo tabagica;
6 Comorbilidades Histéria de pneumonia; HS AINE's;
RGE; Defice a1-AT; Bronquiectasias;
DPOC; Outra doenga obstrutiva;
Aspergillus (IgE positiva)

Presencga:1 Auséncia:0
Minimo: 0
Maximo: 13
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Quadro VIII (continuagdo) — Varidveis continuas, bindrias e compostas, seleccionadas para a andlise
171 2 123
cluster (baseada em Haldar et al.” Moore et al.”™).

Numero | Variavel | Tipo de variavel Chave ‘

Controlo e gravidade da doenga, risco de eventos adversos, qualidade de vida ‘

Composta: Hospitalizagdo (ultimo Presenga:1 Auséncia:0
7 Controlo da doenga e | ano); Exacerbagdo grave (ultimo ano); Minimo: 0
doente em risco Controlo da doenga; percentagem de Maximo: 5
doentes em risco; uso de CSO
Composta: Imunoterapia; Dose CSl; Presenga:1 Auséncia:0
8 Medicagao usada BALA; Tiotropio; Montelucaste; Minimo: 0
Omalizumabe; Aminofilina; CS nasal Maximo: 8
Composta: Acaros; Pélens; Presencga:1 Auséncia:0
9 Alergias Fungos; Barata; Faneros Minimo: 0
Maximo: 5
Ordinal/continua: N2 de Minimo: 0
hospitalizagdes>0; N2 de CSO >2; FEV, Maximo:5
10 Risco de eventos adversos pré BD <80%; AFEV1 pds BD <200 ml
ou <12% do previsto; Efeitos adversos
da medicagdo (1 se CSI de altas doses
ou omalizumabe=sim)
11 | SOA | Continua |
12 | AcT | Continua |
13 | CARAT (Rinite) | Continua |
14 | CARAT (Asma) | Continua |
15 | ALQ | Continua |

Fungdo pulmonary

|
|
|
|
|
|
Presencga:1 Auséncia:0 ‘
|
|
|
|
|
|
|

16 Composta: Obstrugdo persistente;
Labilidade bronquica Reversibilidade bronquica; Obstrugdo Minimo: 0
persistente apesar de BD positiva Maximo: 3
17 | FEV, basal (%) | Continua |
18 | FEV,/FVC basal (%) | Continua |
19 | FEV ;5 75 basal (%) | Continua |
20 | VR basal (%) | Continua |
Biomarcadores
21 | Eosindfilos no sangue (%) | Continua | Escala log
22 | IgE sérica (mmol/L) | Continua | Escala log

al-AT: al-antitripsina; ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; BALA: broncodilatadores de longa
acgdo; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital capacity; CSl: corticéide inalado;
CS: corticdide; CSO: corticoide oral; DPOC: doenga pulmonar obstrutiva crénica; FEVy: Forced expiratory volume in the first second;
FEV,s.75: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity;; HS AINE’s: hipersensibilidade a anti-
inflamatdrios ndo esterdides; Ig: Imnunoglobulina; Log: logaritmica; RGE: refluxo gastro-esofagico; SOA: Severity of Asthma Score;
TCA: testes cutaneos de alergia; VR: volume residual

As varidveis compostas foram construidas através da soma das caracteristicas presentes
(codificadas com o valor 1) para cada individuo. As varidveis redundantes que apresentavam
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grande dependéncia entre si (com valores de correlagdo acima dos 0.9 em médulo), foram
excluidas usando-se, para isso, andlise de correlacdo pelo Teste de Spearman, como descrito
na metodologia usada por Moore et al*?.

Foram também excluidos os individuos que tinham valores em falta nas varidveis

consideradas.

O método de clusters utilizado para a analise das varidveis apresentadas no Quadro VIl foi o
método de Ward, que minimiza a variancia entre os diferentes clusters. A medida de distancia
entre os elementos dos clusters foi o quadrado da distancia Euclidiana (Squared Euclidean
distance) e os valores das diferentes varidveis utilizadas foram estandardizados em scores z
(standardize z scores) de forma a garantir que todas as escalas tivessem um peso semelhante
na andlise dos clusters. O mesmo procedimento foi utilizado por Haldar et al.”> e Moore et al.***
Como as variaveis quantitativas devem obedecer a distribuicdo normal, os biomarcadores IgE
sérica e percentagem de eosinéfilos no sangue foram transformados na forma logaritmica para
se aproximarem dessa distribuicdo, como descrito por Haldar et al.

Para estimar o numero Optimo de clusters utilizdmos o dendograma e o grafico de
aglomeracdo. Para além disso, compardmos as solu¢des obtidas pelo método Ward com as
obtidas por um outro método de analise cluster, o método em dois-passos (two-step cluster),
mais apropriado para varidveis quantitativas e qualitativas em simultaneo. Solu¢des com 4,5 e
6 clusters foram analisadas, por ambos os métodos.

11.2.2.6 Analise estatistica

Tratamento de dados da amostra global

A andlise estatistica foi feita com uso do programa de Software SPSS ®, versdo 20.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL). Em todos os testes estatisticos foram considerados estatisticamente significativos
os valores com p inferiores a 0.05.

As varidveis categoricas foram descritas com as frequéncias relativas e absolutas; as variaveis
continuas (quantitativas) foram reportadas segundo as suas médias e desvio padrdo (SD —
standard deviation), incluindo o nimero total dos valores validos.

A comparagcdo das varidveis quantitativas entre grupos foi baseada no uso do teste
independente t-teste (t) e no teste de Mann-Whitney (U), quando o pressuposto da
normalidade nao foi validado ou quando a amostra foi de pequena dimensao.

Para a comparagdo de varidveis qualitativas foi usado o teste Chi-quadrado (x2) para tabelas
de contingéncia e o teste exacto de Fisher, quando os pressupostos do teste do X2 ndo foram
validados (se 20% ou mais células da tabela de contingéncia tinham frequéncia esperada
inferior a 5).
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Verificagdo de concordancia entre escalas de gravidade

Para verificar a concordancia entre as escalas de gravidade ATS/ERS, 2000 e WHO®, na
atribuicdo do grau de gravidade (grave ou ndo grave), foi utilizado o valor do Kappa de Cohen
(com valores no intervalo [0;1], sendo que para 0 ndo ha concordéancia e para 1 a concordancia
é perfeita) e a percentagem de concordancia (através do nimero de casos favoraveis sobre os
casos totais).

Tratamento de dados resultantes do estudo da expectoragao induzida

Na analise estatistica dos resultados da expectoracao induzida, utilizou-se o teste de andlise de
variancia (ANOVA- Analysis of variance) de um fator de amostras independentes (quando os
pressupostos da normalidade dos residuos e da homogeneidade da variancia foram validados)
ou o de Kruskal-Wallis, quando as premissas para o primeiro ndo foram alcancadas. Algumas
variaveis sofreram transformacao logaritmica, de forma a obter-se a normalidade da amostra,
estando nesse caso indicadas as unidades log. Sempre que se rejeitou a hipdtese nula, de ndo
haver diferencas entre os grupos considerados, realizaram-se compara¢des multiplas através
do teste de Tukey.

Estabelecimento de correlagées

Para estabelecer correlagdes entre variaveis quantitativas utilizou-se a correlacdo de Pearson
(quando os pressupostos da normalidade e da linearidade foram validados) ou a correlacdo de
Spearman (quando esses pressupostos ndo foram validados); entre variaveis quantitativas e
variaveis dicotémicas o teste utilizado foi a correlagdo point-biserial.

A intensidade da correlacdo foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo (r), sendo forte quando
|r|>0.7, moderada quando |r| entre 0.3- 0.7 e fraca quando |r|<0.3.

Estudo dos fenétipos obtidos pelos modelos de regressao

Nos modelos de regressdo logistica, para mostrar relagdes de dependéncia entre a variavel
dependente e as varidveies independentes consideradas, foi utilizado o racio dos produtos
cruzados (OR — Odds ratio) e os seus respetivos intervalos de confianca de 95%. Os valores
foram ajustados as covariantes género e idade, indicadas como ORadj (Odds ratio adjusted).
Valores superiores a 1 sdo considerados fatores de risco, e, os inferiores a 1, fatores de
protecao.

Anidlise dos clusters identificados

Na analise dos clusters identificados foram usados, para as varidveis quantitativas, os testes de
ANOVA de um fator de amostras independentes (no caso paramétrico) e o teste de Kruskal-
Wallis (no caso ndo-paramétrico). Para as varidveis qualitativas usou-se o teste do x2.

Andlise metaboldmica aplicada aos grupos de gravidade e aos clusters identificados

De forma a extrair a informacdo metabdlica relevante, que explicasse a distingdo entre grupos
de gravidade e entre clusters, aplicou-se, as areas de pico obtidas por GCxGC, a andlise
discriminante pelo método de minimos quadrados parciais (PLS-DA - Partial Least Squares
Discriminant Analysis) no SIMCA-P11.5 (Umetrics, Umea, Sweden). Os graficos das
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coordenadas factoriais foram usados para visualizar e explorar as relagdes entre as amostras,

enquanto os graficos de contribuicdes factoriais foram usados para inspeccionar as varidveis

(metabolitos) que mais contribuiram para a distribuicdo de grupos observada.

e Para andlise dos grupos de gravidade: a base de dados consistitu em 216 observacgdes (3
anadlises replicadas de 72 amostras de urina) e 34 varidveis (areas cromotograficas de
aldeidos e alcanos alifaticos) especificados no Quadro I-S em informagdo suplementar
(Informagdo suplementar - 1) juntamente com os tempos de retencdo correspondentes e
com o indice de retencado (RI- Retention Index) obtidos por cromotagrafia abrangente e pelo
Rl reportado na literatura para a primeira componente de GC (para colunas do tipo 5%-
fenil-metilpolisiloxano ou equivalente.) Aplicdmos a PLS-DA as unidades de variancia (UV)
das areas dos 34 metabolitos, dando assim o mesmo peso a todas as varidveis.

e Para identificacdo de clusters: a base de dados consistiu em 171 observacdes (3 réplicas de
57 amostras urinarias) e 34 varidveis (dreas cromatograficas de aldeidos e alcanos
alifaticos) especificados no Quadro I-S em informagdo suplementar (Informagdo
suplementar - 1). As areas dos 34 metabolitos foram normalizadas por unidade de variancia
(UV) por forma a dar o mesmo peso a todas as varidveis. Num segundo passo, depois de
interpretar a andlise PLS-DA, e de maneira a melhorar a distincdo de clusters, foi feita
selec¢do de varidveis com base nos valores de importancia da variavel na projecgdo (VIP -
Variable importance in the projection) e nos respectivos erros.

® Para correlacionar os metabolitos urindrios e os pardmetros clinicos, incluindo a gravidade:
o estudo foi feito com uso de modelos de regressdo PLS para correlacionar o FEV; (% do
previsto), o FeNO e as pontuagdes dos questionarios ACT, CARAT, ALQ e SOA. Os modelos
de calibracdo foram calculados usando um grupo de metabolitos urinarios para a predigado
de cada parametro individualmente. Os doentes com dados em falta foram excluidos. Estes
modelos foram validados usando a validacdo leave-one-out. Antes do cdlculo desses
modelos, a selec¢do do conjunto de metabolitos que mais se correlacionou com cada
parametro foi feita usando o algoritmo genético (GA-Genetic algorithm) e a PLS"**”. Na
validacdo leave-one-out validation, calculada por PLS, foi usado o erro da raiz minima
quadrada (RMSE-Root mean square error) como fungdo objectiva na optimizacdo do GA.
Todos os célculos foram feitos em MATLAB 7.3.0. O GA foi implementado usando GA
toolbox v. 1.2, disponivel pelo Department of Automatic Control and Systems Engineering
of The University of Sheffield, UK*".

1.3 RESULTADOS

11.3.1 Consideragdes prévias

Durante o trabalho de investigacdo foram tidas em conta duas classificagGes de gravidade,
WHO?® e ATS/ERS, 2000*, em funcdo das quais se apresentam os resultados. Nos ultimos anos, a
classificagdo ATS de 2000 tem caido em desuso, tendo sido revista muito recentemente e
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estando em processo de actualizagdo'?’. No entanto, alguns estudos de grande escala na Asma
grave utilizam a classificagio ATS/ERS de 2000*, podendo tornar-se Util para a discussdo global
dos resultados aqui obtidos.

Depois de avaliada a concordancia entre estas duas classificagbes (Quadro IX), cuja
percentagem de concordancia foi de 86%, com Cohen’s Kappa=0.725, p <0.001, optdmos por
utilizar a classificacio WHO’> no estudo da metaboldmica urinaria e na descricdo dos
resultados.

Quadro IX- Classificacdo de concordancia entre as escalas ATS* e WHO’

WHO | ATS/ERS, 2000 | |

| Grave ‘ Nao grave ‘ Total ‘

Grave | 33 ‘ 9 ‘ 42 ‘
N3o grave | 1 ‘ 29 ‘ 30 ‘
Total | 34 ‘ 38 ‘ 72 ‘

Cohen’s Kappa=0.725 (boa concordancia); p<0.001; percentagem de concordancia =86.1%

11.3.2 Caracterizagdo da populagdo global com enfoque nos doentes graves, suportada em
parametros funcionais respiratorios e laboratoriais imunoinflamatérios

Dos 100 doentes incluidos em VO prosseguiram o estudo até ao final 72 doentes:
e 17 ndo prosseguiram para além de VO
o 7 por terem fraca adesao terapéutica com nogao pelo investigador de dificuldades
na futura colaboragao;
o 4 por diagndstico prévio incorrecto;
o 4 por desisténcia por parte do doente;
o 2 por IC descompensada.

e Dos 83 doentes que prosseguiram para V1, foram excluidos 10:
o 5 por terem fraca adesao terapéutica com nogdo pelo investigador de dificuldades
na futura colaboragao;
o 3 por abandono;
o 1 por diagnéstico de neoplasia do célon com metastizagao pulmonar;
o 1 por falecimento.

e Dos 73 que prosseguiram para V2 e V3, excluiu-se 1 doente em V3 por diagndstico
concomitante de pneumonite de hipersensibilidade.

Todos os resultados relativos as varidveis quantitativas sdo apresentados na forma média
(desvio-padréo (DP)).
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11.3.2.1 Caracterizagao demografica e clinica

As caracteristicas demograficas e clinicas da amostra que prosseguiu no estudo até V3
encontram-se descritas nos Quadros X e Xl. Os resultados sdo apresentados para a populagao
total e segundo o grupo de gravidade da doenca, pelas duas classificacdes utlizadas, WHO’ e
ATS*. Dos 72 asméticos que completaram o estudo, consideraram-se, pela escala WHO", 42
graves e 30 ndo graves.

Para a populacdo total, a média de idades foi de 46 anos (17.7), sendo o género feminino mais
prevalente (78%), de forma mais evidente no grupo dos doentes ndo-graves (83% Vs 74%).

Apresentaram pelo menos uma comorbilidade 94% dos doentes, sendo as mais prevalentes a
rinite (83%), o excesso de peso (72%), com 29 % de obesos, a atopia (68%), a sinusite (46%), o
disturbio psicoldgico (43%), a exposicdo tabagica em alguma altura da vida (33%) e o RGE
(28%).

Em relagdo a histéria da doenga, 53% da populagdo indicou inicio de asma antes dos 12 anos
de idade, com dura¢do média de doenca de 23 anos (14.4), e 50% referiram no ultimo ano
histéria de pelo menos uma exacerbagdo grave, 35% dos quais com hospitalizagdo. O valor
médio do FEV; basal foi de 93% (26.4).

Agueles com histéria de hospitalizagao no ultimo ano (Informagdo Suplementar 2, Quadro II-
S) eram maioritariamente do sexo feminino (84%) e apresentavam como co-morbilidades
importantes a atopia (72%), a elevada prevaléncia de exposicdo tabagica (40%) e o excesso de
peso (80%), sendo que 56% referia inicio de asma apds os 12 anos e 35% histéria de
pneumonia. A ocorréncia de exacerbagdes graves no Ultimo ano (92% do grupo) era
significativamente superior em relagdo aos restantes (p<0.001). Quanto ao controlo da
doencga, a percentagem de doentes em risco para eventos futuros foi significativamente
superior (p= 0.003) e as pontuagdes obtidas nos questionarios ACT e CARATasma mostraram
piores valores (18.0(5.7) Vs 19.5(4.6) e 10.6(4.9) Vs 12.3(4.5), respectivamente). Cerca de 3/4
dos doentes fazia tratamento crénico nos graus 4 ou 5 da GINA, e 48% deles, doses elevadas
de CSI. Quanto a fungdo respiratéria, nem os valores médios de FEV; ou VR basais, nem a
labilidade brénquica, se mostraram afastados dos outros doentes.

A percentagem de graves neste grupo foi bastante superior (72% Vs 51%).

Na analise por género (Informagdo suplementar 2, Quadro IlI-S), os anos de evolugdo da
doencga, a histéria de pneumonia no decurso da mesma e a taxa de exacerbac¢Ges graves nao
diferiram de forma significativa. O IMC médio (kg/m?) foi superior no sexo feminino (29 (6.1)
Vs 26 (3.9)) e a idade de inicio de doenga apds os 12 anos significativamente superior no
masculino, p=0.047. Igualmente superior neste género foi a prevaléncia de atopia (75% Vs
51%), de polipose nasal (23% Vs 9%), de exposicdo tabagica (44% Vs 30%), e de co-existéncia
de outra doenca obstrutiva que ndo a asma (25 Vs 12%) bem como o tratamento com CSI em
altas doses (56% Vs 36%).
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Na comparacgdo entre grupos de gravidade (Quadros X e XI), o dos graves era mais velho, com
média de idades de 49 anos (15.3) Vs 41 anos (20.1) e mais obeso, com IMC médio de 29
Kg/m? (4.9).

Houve tendéncia marcada, no grupo dos graves, para média de idades superior (49 anos Vs 41
anos), idade de inicio da doenca mais tardio (57% Vs 33%) e histéria mais frequente de
exacerbacgdes graves no ultimo ano (60% Vs 37%).

Em relacdo as comorbilidades, os doentes graves mostraram, de forma significativa, maior
prevaléncia de histdria de pneumonia (48% Vs 17%, p=0.001) e de co-existéncia de outra
doenga obstrutiva (como DPOC, défice de al-AT ou bronquiectasias (BQ)) para além da asma
(24% Vs 3%, p=0.021), com tendéncia para maior prevaléncia de polipose nasal (11% Vs 6.7%)
e de exposicdo tabagica (38% Vs 27%), mas menor prevaléncia de atopia (60% Vs 80 %).
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Quadro X — Caracterizagdo da populagdo asmatica (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo ATS*
e WHO?), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?))

Total ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave Nio Valor Grave Nao Valor
qualitativas (n, %) (n=34) grave estatistico (n=42) grave estatistico
quantitativas (M, (n=38) dep (n=30) dep
SD)
Idade (anos) 45.7+17.7 48.3+14.9 43.4+19.8 t(72)=-1.2 49.0+15.3 41,2+20,1 t(72)=-1.9
p=0.234 p=0.081
Género
Feminino 56(77.8) 26(76.5) 30(78.9) X2(1)=0.06 31(73.8) 25(83,3) X2(1)=0.92
Masculino 16(22.2) 8(23.5) 8(21.1) p=0.999 11(26.2) 5(16,7) p=0.399
IMC (Kg/m?) 28.0%5.8 29.745.5 26.6%5.7 U=438.0 29.1+4.9 26,5+6,6 U=415,0
p=0.018 p=0.013
Inicio de doenga
antes dos 12 A
Sim 38(52.8) 14(41.2) 24(63.2) X2(1)=3.48 18(42.9) 20(66,7) xzjl =3.98
Nao 34(47.2) 20(58.8) 14(36.6) p=0.097 24(57.1) 10(33,3) p=0.058
Anos de doenga 23.3t14.4 23.9+13.1 22.8+15.7 t(70)=-0.3 24.5+14.1 21,7+24,5 t(70)=-0.8
(anos) p=0.744 p=0.417
Comorbilidades
Sim 68(94.4) 33(97.1) 35(92.1) n.a. 39(92.9) 29(96,7) n.a
Nao 16(5.6) 1(2.9) 3(7.9) 3(7.1) 1(3,3)
Hospitalizagdo
(ultimo ano)
Sim 25(34.7) 14(41.2) 11(28.9) X2(1)=1.18 18(41.9) 7(23,3) X2(1)=2.94
Nao 47(65.3) 20(58.8) 27(71.1) p=0.327 24(57.1) 23(76,7) p=0.132
Exacerbacgdo grave
(ultimo ano)
Sim 36(50.0) 21(61.8) 15(39.5) X2(1)=3.57 25(59.5) 11(36,7) xzjl =3.57
Nao 36(50.0) 13(38.2) 23(60.5) p=0.098 17(40.5) 19(63,3) p=0.094
Achados TAC
Normal 10(32.3) 5(50.0) 5(50.0) 5(50.0) 5(50,0)
Air trapping (AT) 10(32.3) 7(70.0) 3(30.0) 7(70.0) 3(30,0)
Enfisema (E) 4(12.9) 3(75.0) 1(25.0) 3(75.0) 1(25,0)
Bronquiectasias(8) 11(35.5) 6(54.5) 5(45.5) n-a 8(72.7) 5(27,3) n-a
AT+E 1(3.2) 1(100.0) 0(0.0) 1(100.0) 0(0,0)
AT+B 3(9.7) 2(66.7) 1(33.3) 2(66.7) 1(33,3)
E+B 1(3.2) 1(100.0) 0(0.0) 1(100.0) 0(0,0)
AT+E+B 1(3.2) 1(100.0) 0(0.0) 1(100.0) 0(0,0)

ATS: American Thoracic Society; IMC: indice de massa corporal; WHO: World Health Organization
A sublinhado: p<0.1; A negrito: p<0.05
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Quadro XI - Distribuigdo de comorbilidades (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?),
Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS' e WHOS))

| Total | ATS | WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao Valor Grave Nao Valor
qualitativas (n, %) (n=34) grave | estatistico (n=42) grave estatistico
quantitativas (M, (n=38) de p (n=30) de p
SD)
Atopia
Sim 49(68.1) 22(64.7) 27(71.1) | x%(1)=0.33 25(59.5) 24(80.0) ¥’(1)=3.38
Nao 23(31.9) 12(35.3) 11(28.9) p=0.619 17(40.5) 6(20.0) p=0.078
Rinite
N3o 12(16.7) 6(17.6) 6(15.8) 10(23.8) 2(6.7)
Leve 28(38.9) 11(32.4) 17(44.7) )(2(1)=1.74 13(31.0) 15(50.0) X2(1)=4.89
Intermitente 6(8.3) 4(11.8) 2(5.5) p=0.650 4(9.5) 2(6.7) p=0.190
Persistente 26(36.1.) 13(38.2) 13(34.2) 15(36.1) 11(36.7)
Polipose
Sim 8(11.1) 5(14.7) 3(7.9) n.a. 8(11.1) 2(6.7) n.a.
Ndo 64(88.9) 29(85.3) 35(92.1) 64(88.9) 28(93.3)
Sinusite
Sim 33(45.8) 18(52.9) 15(39.5) )(2(1)=1.31 19(45.2) 14(41.7) )(2(1):0.01
Nao 39(54.2) 16(47.1) 23(60.5.) p=0.344 23(54.8) 16(53.3) p=0.999
Exposi¢do tabagica
Sim 24(33.3) 14(41.2) 10(26.3) )(2(1)=1.78 16(38.1) 8(26.7) )(2(1):1.03
N3o 48(66.7) 20(58.8) 28(73.7) p=0.216 26(61.9) 22(73.3) p=0.447
Historia de pneumonia
Sim 25(34.7) 17(50.0) 8(21.1) X%(1)=6.63 | 20(47.6) 5(16.7) X*(1)=7.40
Ndo 47(65.3) 17(50.0) 30(78.9) p=0.014 22(52.4) 25(83.3) p=0.011
HS AINE’s *
Sim 12(16.9) 7(21.2) 5(13.2) ¥*(1)=0.82 7(17.1) 5(16.7) ¥°(1)=0.82
Nao 59(83.1) 26(78.8) 33(86.8) p=0.527 34(82.9) 25(83.3) p=0.527
Categorizagao IMC
(Kg/m?):
<25 20(27.8) 6(17.6) 14(36.8) | ¥(2)=3.45 8(19.0) 12(40.0) X*(2)=3.85
[25;30 [ 31(43.1) 16(47.1) 15(39.5) p=0.186 20(47.6) 11(36.7) p=0.163
>30 21(29.9) 12(35.3) 9(27.7) 14(33.3) 7(23.3)
Categorizag¢ao IMC:
<25 Kg/m2 20(27.8) 6(17.6) 14(36.8) | x2(1)=3.30 8(19.0) 12(40.0) X2(1)=3.83
> 25 Kg/m2 52(72.2) 28(82.4) 24(63.2) p=0.113 34(81.0) 18(60.0) p=0.064
Categorizagao IMC:
< 30 Kg/m2 51(70.8) 22(64.7) 29(76.3) x2(1)=1.17 28(66.7) 23(76.7) x2(1)=0.85
> 30 Kg/m2 21(29.2) 12(35.3) 9(23.7) p=0.310 14(33.3) 7(23.3) p=0.436
Ansiedade/depressdo
Ansiedade (sim) 20(28.2) 10(30.3) 10(26.3) 12(28.6) 8(27.6) na
Depressdo (sim) 8(11.3) 2(6.1) 6(15.8) n.a. 4(9.5) 4(13.8) o
Ambas (sim) 3(4.2) 1(3.0) 2(5.3) 2(4.8) 1(3.4)
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Quadro XI (continuagdo) — Distribuigdo de comorbilidades (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo
ATS* e WHO?), Gru po Ndo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?))

| Total | ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao Valor Grave Ndo Valor
qualitativas (n, %) (n=34) grave | estatistico (n=42) grave estatistico
quantitativas (M, (n=38) de p (n=30) dep
SD)
SAOS
Sim 3(4.2) 2(5.9) 1(2.6) n.a 1(2.4) 2(6.7) n.a.
Ndo 69(95.8) 32(94.1) 37(97.4) 41(97.6) 28(93.3)
RGE
Sim 20(27.8) 10(29.4) 10(26.3) )(2(1)=0.90 10(23.8) 10(33.3) )(2(1):0.79
Ndo 52(72.2) 24(70.6) 28(73.7) p=0.798 32(76.2) 20(66.7) p=0.430
Déficite de al1-AT
Sim 4(5.6) 3(8.8) 1(2.6) n.a. 3(7.1) 1(3.3) n.a
Nao 68(94.4) 31(91.2) 37(97.4) 39(92.9) 29(96.7)
Bronquiectasias
Sim 6(8.3) 4(11.8) 2(5.3) n.a. 5(11.9) 1(3.3) n.a
Nao 66(91.7) 30(88.2) 36(94.7) 37(88.1) 29(96.7)
DPOC
Sim 5(6.9) 3(8.8) 2(5.3) n.a. 5(11.9) 0(0.0) n.a
Nao 67(93.1) 31(91.2) 36(94.7) 37(88.1) 30(100.0)
Outra doenga
obstrutiva’
Sim 11(15.3) 7(20.6) 4(10.5) ¥*(1)=1.40 10(23.8) 1(3.3) X*(1)=5.67
Nzo 61(84.7) 27(79.4) 34(89.5) p=0.329 32(76.2) 29(96.7) p=0.021
Aspergillus (IgE
positiva) 2(2.8) 3(8.8) 2(5.3) n.a. 5(11.9) 0(0.0) n.a
Sim 70(97.2) 31(91.2) 36(94.7) 37(88.1) 30(100.0)
N3o
Disfuncgdo cordas
vocais n.a.
Sim 1(1.4) 1(2.9) 0(0.0) n.a. 1(2.4) 0(0.0)
Nao 71(98.6) 33(97.1) 38(100.0) 41(97.6) 30(100.0)
Agrava com
menopausa 7(29.2) 2(18.2) 5(38.5) n.a. 3(21.4) 4(40.0) n.a.
Sim 27(70.8) 9(81.8) 8(61.5) 11(78.6) 6(60.0)
Nao
Agrava com gravidez”
Sem alt 13(26.5) 8(23.5) 5(13.2) 11(26.2) 2(6.7)
Piorou 4(8.2) 2(5.9) 2(5.3) n.a. 2(4.8) 2(6.7) n.a
Melhorou 32(65.3) 11(32.4) 21(55.3) 14(33.3) 18(60.0)

AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; AT: antitripsina; ATS: American Thoracic Society;IMC: indice de massa corporal; Ig:
Imnunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esoféagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono WHO: World Health Organization
+ excepto para as variaveis: HS AINE’s (Total n=71); Agrav. menopausa (Total n=34), e Agrav. Gravidez (Total n=49)

* Outra doenga obstrutiva: sim se déficite de al-AT=sim ou bronquiectasia=sim ou DPOC=sim

A sublinhado: p<0.1; A negrito: p<0.05
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Relativamente ao controlo da doenca, a qualidade de vida e ao risco futuro, cuja descricdao

mais detalhada se encontra resumida nos Quadros Xll, Xlll e XIV, destacamos:

52

O controlo total da doenca foi atingido apenas em 20% da populagdo, com os seguintes
valores médios de pontuagdo nos questiondrios: ACT 19.0 (5.0); CARAT 18.5 (6.7); ALQ 12.0
(3.8); e SOA 10.3 (3.8). Apresentavam a componente de risco 82% dos doentes e, tinham
pelo menos dois factores de risco para eventos futuros 53% deles. Em 40% registdmos uso
de doses elevadas de CSI, tendo 53% necessidade de curso de CSs no ultimo ano. O valor
médio de FEV; basal foi de 93% (26.4) e o do FeNO 32 ppb (23.8).

Na comparagdo por género (Informagdo suplementar 2, Quadro 1I-S), o controlo global da
doenca revelou ser superior no masculino (25% Vs 18%), apesar da maior percentagem de
doentes graves quando comparado com o género feminino (69% Vs 55%), com significativo
inferior valor médio de FEV; basal (80.8% (23.5) Vs 97.3% (26.3), p= 0.028). Por sua vez, a
taxa de hospitalizagdo no género feminino foi superior (38% Vs 25%). As pontuagdes nos
questionarios ACT, SOA e ALQ ndo diferiram significativamente entre sexos.

Os doentes graves (Quadros Xll, Xlll e XIV) apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos ndo graves no pior controlo da doenca, com os seguintes valores médios nos
questionarios utilizados: ACT 17.8 (5.7); CARAT (sintomas bronquicos) 10.4 (4.5); ALQ 13.0
(3.9); e SOA 12.2 (3.2) (p=0.010; 0.005; 0.009 e <0.001, respectivamente).
Simultaneamente, a percentagem de doentes em risco para eventos futuros foi também
significativamente mais elevada, (p <0.001). Considerando a terapéutica habitual, o grupo
dos doentes graves fazia maior uso de CSI em altas doses (67% dos graves Vs 3% dos ndo
graves, p <0.001), de montelucaste (69% Vs 33%, p=0.004) e de tiotropio (26% Vs 3%,
p=0.022).

O FEV; basal foi significativamente mais baixo em relagdo aos ndo graves (82% (24.5) Vs
110% (19.9), p <0.001), assim como a relagdo FEV,/FVC (70% (16.4) Vs 85% (12.2), p <0.001)
com maior prevaléncia de obstrugdo persistente (52% Vs 0%, p <0.001). A labilidade
brénquica mostrou clara tendéncia para ser superior nos doentes graves (8% (8.3) Vs 5%
(5.0), p=0.050).
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Quadro XIl — Controlo da doenga, Qualidade de vida, Risco de eventos adversos (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?),
Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS e WHOS))

Total® ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao grave Valor de p Grave Nao grave Valor de p
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) estatitistico (n=42) (n=30) estatitistico
quantitativas (M, SD)
Controlo da doenca®
Sim 14(19.7) 0(0.0) 14(36.8) x’(1)=15.14 0(0.0) 14(46.7) x’(1)=23.83
Nao 57(80.3) 33(100.0) 24(63.2) p<0.001 41(100.0) 16(53.3) p<0.001
Doentes em risco** (21 ponto)
Sim 59(81.9) 33(97.1) 26(68.4) x%(1)=9.95 41(97.6) 18(60.0) x’(1)=16.73
Nao 13(18.1) 1(2.9) 12(31.6) p=0.002 1(2.4) 12(40.0) p<0.001
Risco de eventos futuros **
1 21(29.2) 6 15 10(23.8) 11(0.4)
2 22(30.6) 11 11 15(35.7) 7(23.3)
3 9(12.5) 9 0 n.a. 9(21.4) 0(0.0) n.a.
4 7(9.7) 7 0 7(16.7) 0(0.0)
5 0(0.0) 0 0 0(0.0) 0(0.0)
Curso de CSO (no tltimo ano):
0 34(47.2) 10(29.4) 24(63.2) 13(38.2) 21(70.0)
1 21(29.2) 9(26.5) 12(31.6) n.a 12(28.6) 9(30.0) n.a.
2 8(11.1) 7(20.6) 1(2.6) 8(19.0) 0(0.0)
23 9(12.5) 8(23.5) 1(2.6) 9(21.4) 0(0.0)
ACT 19.045.0 16.745.7 21.0£3.3 t(69)=3.9 17.845.7 20.73.4 t(69)=2.5
(n=71) (n=33) (n=38) p<0.001 (n=41) (n=30) p=0.01
CARAT (Sintomas rinite) 6.613.3 6.5£3.4 6.8+3.2 t(67)=0.3 6.8+3.5 6.5%3.0 t(67)=-0.4
(n=69) (n=32) (n=37) p=0.748 (n=40) (n=29) p=0.686
CARAT (sintomas asma) 11.7+4.7 9.6%4.3 13.5+4.2 t(67)=3.8 10.4+4.5 13.5+4.3 t(67)=2.9
(n=69) (n=32) (n=37) p<0.001 (n=40) (n=29) p=0.005
CARAT (Total) 18.5£6.7 16.316.6 20.316.3 t(67)=3.9 17.3£6.9 20.046.1 t(67)=1.7
(n=69) (n=32) (n=37) p<0.011 (n=40) (n=29) p=0.09
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Quadro XII (continuagdo) — Controlo da doenca, Qualidade de vida, Risco de eventos adversos (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo

ATS* e WHO’), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?))

Total ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave N3o grave Valor de p Grave Nao grave Valor de p
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) estatitistico (n=42) (n=30) estatitistico
quantitativas (M, SD)
ALQ 12.0+3.8 13.7+3.7 10.54#3.1 t(62)=-3.7 13.04£3.9 10.613.1 t(62)=-2.7
(n=64) (n=31) (n=33) p<0.001 (n=38) (n=26) p=0.009
SOA 10.3+3.8 12.7+2.9 8.2+3.3 t(68)=-6.2 12.243.2 7.7£3.0 t(68)=-5.9
(n=70) (n=33) (n=37) p<0.001 (n=41) (n=29) p<0.001

*Controlo da asma: ndo controlado se ACT<20 ou CARATb<16 ou ALQ>10 ou FEV; pre-BD<80%

** Risco de eventos futuros: 1 ponto para cada evento: n2 de hospitalizagcbes>0; n2 de CSO >2; FEV; pré BD <80%; AFEV; pds-pré BD <200 ml ou <12% do previsto; Efeitos
adversos da medicagdo (1 se CSI de altas doses ou omalizumabe=sim), ndo controlo de sintomas

* excepto para a variavel controlo da doenga (n Total =71)

ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test;
CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; SOA: Severity of Asthma Score WHO: World Health Organization

A sublinhado: p<0.1; A negrito: p<0.05
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Quadro Xl — Terapéutica (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo ATS e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS' e WHOS))

| Total ATS | WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao grave Valor estatistico Grave Nao grave Valor estatistico
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) de p (n=42) (n=30) de p
Imunoterapia
Sim 13(18.1) 4(11.8) 9(23.7) x*(2)=3.73 5(11.9) 8(26.7) ¥*(2)=3.76
N3o 57(79.2) 28(82.4) 29(76.3) p=0.154 35(83.3) 22(73.3) p=0.160
No passado 2(2.8) 2(5.9) 0(0.0) 2(4.8) 0(0.0)
Terapéutica:
e 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
até step3 3(4.2) 0(0.0) 3(7.9) 0(0.0) 3(10.0)
step3 18(25.0) 1(2.9) 17(44.7) n.a. 3(7.1) 15(50.0) n.a.
stepd 47(65.3) 29(85.3) 18(47.4) 35(83.3) 12(40.0)
step5 4(5.6) 4(11.8) 0(0.0) 4(9.5) 0(0.0)
CSl:
<750 W gr PF ou equivalente 43(59.7) 7(20.6) 36(94.7) x*(1)=41.01 14(33.3) 29(96.7) x’(1)=29.18
>750 [ gr PF ou equivalente 29(40.3) 27(79.4) 2(5.3) p<0.001 28(66.7) 1(3.3) p<0.001
BALA
Sim 69(95.8) 34(100.0) 35(92.1) n.a. 42(100.0) 27(90.0) n.a.
N3o 3(4.2) 0(0.0) 3(7.9) 0(0.0) 3(10.0)
Tiotrépio
Sim 12(16.7) 8(23.5) 4(10.5) x*(1)=2.18 11(26.2) 1(3.3) %%(1)=6.58
N3o 60(83.3) 26(76.5) 34(89.5) p=0.206 31(73.8) 29(96.7) p=0.022
Montelucaste
Sim 39(54.2) 26(76.5) 13(34.2) x*(1)=12.91 29(69.0) 10(33.3) x*(1)=8.99
N3o 33(45.8) 8(23.5) 25(65.8) p<0.001 13(31.0) 20(66.7) p=0.004
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Quadro XllIl (continuagdo) — Terapéutica (Populagdo total, Grupo Grave (Classificacdo ATS e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS e

WHO?))
| Total | ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao grave Valor estatistico Grave Nao grave Valor estatistico
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) de p (n=42) (n=30) dep
Omalizumabe
Sim 4(5.6) 4(11.8) 0(0.0) n.a. 4(9.5) 0(0.0) n.a.
N3o 68(94.4) 30(88.2) 38(100.0) 38(90.5) 30(100.0)
Aminofilina*
Sim 7(9.9) 6(17.6) 1(2.7) n.a. 7(16.7) 0(0.0) n.a.
N3o 64(90.1) 28(82.4) 36(97.3) 35(83.3) 29(100.0)
Azitromicina crénica
Sim 1(1.4) 0(0.0) 1(2.6) n.a. 1(2.4) 0(0.0) n.a.
N3o 71(98.6) 34(100.0) 37(97.4) 41(97.6) 30(100.0)
CS nasal
Sim 49(68.1) 21(61.8) 28(73.7) X*(1)=1.17 25(59.5) 24(80.0) ¥*(1)=3.38
N3o 23(31.9) 13(38.2) 10(26.3) p=0.319 17(40.5) 6(20.0) p=0.078
B bloqueantes
Sim 3(4.2) 2(5.9) 1(2.6) n.a. 2(4.8) 1(3.3) n.a.
N3o 69(95.8) 32(94.1) 37(97.4) 40(95.2) 29(96.7)

" Excepto para a variavel: Aminofilina (Total n=71)

ATS: American Thoracic Society; BALA: beta-adrenérgico de longa acgdo; CSI: corticoterapia inalada; CS: corticoesteroide; PF: proprionato de fluticasona; WHO: World Health

Organization

A sublinhado: p<0.1; A negrito: p<0.05
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Quadro XIV — Fungdo pulmonar (Populagdo total, Grupo Grave (Classificacdo ATS' e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS e WHOS))

| Total ATS | WHO
Variaveis (n=72) Grave Nao-grave Valor Grave Nao-grave Valor estatistico
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) estatistico (n=42) (n=30) de p
quantitativas (M, SD) de p
Obstrugao persistente
Sim 22(30.6) 17(50.0) 5(13.2) X’(1)=11.48 22(52.4) 0(0.0) X%(1)=17.96; p<0.001
Nao 50(69.4) 17(50.0) 33(86.8) p=0.001 20(47.6) 30(100.0)
Reversibilidade bronquica®
Sim 39(54.9) 21(63.6) 18(47.4) X2(1)=1.89; 27(65.9) 18(60.0)
Nao 32(45.1) 12(36.4) 20(52.6) p=0.233 14(34.1) 12(40.0) x2§1)=4.68' p=0.053
Prova de metacolina *:
N3o realizada 63(88.7) 32(97.0) 31(81.6) 39(95.1) 24(80.0)
Positiva 7(9.9) 1(3.0) 6(15.8) n.a. 2(4.9) 5(16.7) n.a.
Negativa 1(1.4) 0(0.0) 1(2.6) 0(0.0) 1(3.3)
FEV, (%):
Basal 93.4+26.4 83.41£25.5 102.0+24.4 t(67)=3.1; 81.8£24.5 109.5+19.9 t(67)=5.0; p<0.001
(n=69) (n=32) (n=37) p=0.003 (n=40) (n=29)
Apds BD 99.9+25.5 90.2+24.6 108.61+23.3 t(70)=3.3; 88.8+23.9 115.4+18.8 t(70)=5.1; p<0.001
(n=72) (n=34) (n=38) p=0.002 (n=42) (n=30)
A variagdo 7.0£7.3 8.5+8.9 5.615.2 1(67)=1.7; 8.418.3 5.015.0 t(67)=-2.0; p=0.05
(n=69) (n=32) (n=37) p=0.097 (n=40) (n=29)
FEV./FVC (%):
Basal 76.2£16.5 70.7+18.1 81.0+13.4 t(67)=2.7; 69.8£16.4 85.0£12.2 t(67)=4.2; p<0.001
(n=69) (n=32) (n=37) p=0.009 (n=40) (n=29)
Apds BD 77.5t14.4 72.4+15.0 82.1+12.3 t(70)=3.0; 71.3+13.4 86.3+11.0 t(70)=5.1; p<0.001
(n=72) (n=34) (n=38) p=0.004 (n=42) (n=30)
A variagio 1.446.7 1.448.7 1.3+4.3 t(67)=-0.1; 1.247.8 1.614.8 t(67)=0.2; p=0.814
(n=69) (n=32) (n=37) p=0.931 (n=40) (n=29)
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Quadro XIV (continuacdo) — Funcdo pulmonar (Populagio total, Grupo Grave (Classificagio ATS* e WHO?), Grupo N3o Grave (Classificacio ATS" e

WHO>))
Total ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave N3ao-grave Valor Grave N3ao-grave Valor estatistico
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) estatistico (n=42) (n=30) de p
quantitativas (M, SD) de p
FEV25.75 (%):
Basal 55.5+34.6 37.8425.1 70.4+34.7 t(66)=4.4; 37.2425.1 80.2430.2 (66)=6.4; p<0.001
(n=68) (n=31) (n=37) p<0.001 (n=39) (n=29)
Apds BD 72.1+42.6 55.7+15.0 86.5+38.2 t(69)=3.2; 55.3+41.1 95.2+33.1 t(69)=4.4; p<0.001
(n=71) (n=33) (n=38) p=0.002 (n=41) (n=30)
A variagdo 18.0+28.7 20.1#33.8 16.2+23.9 t(66)=-0.5; 19.8+32.4 15.5+23.2 t(66)=-0.6; p=0.542
(n=68) (n=31) (n=38) p=0.585 (n=39) (n=29)
Volume Residual (%):
Basal 123.0£32.7 128.2+36.0 118.1+28.5 t(69)=-1.3; 127.0+34.2 117.2429.5 t(69)=-1.3; p=0.214
(n=71) (n=34) (n=37) p=0.193 (n=42) (n=29)
Apds BD 118.8£32.7 123.4135.6 114.5£29.7 t(58)=-1.1; 124.4+34.2 111.5£29.8 t(58)=-1.5; p=0.129
(n=60) (n=29) (n=31) p=0.297 (n=34) (n=26)
A variagdo -4.5+10.6 -4.7+11.2 -4.3+10.2 t(57)=0.1; -3.9+11.1 -5.4+10.1 t(57)=-0.5; p=0.592
(n=59) (n=29) (n=30) p=0.889 (n=34) (n=25)
DLCO(%): 104.0+21.4 103.7+18.4 104.2+24.1 t(53)=0.1; 99.5+19.2 110.2+23.2 t(40)=0.8; p=0.425
(n=55) (n=26) (n=29) p=0.931 (n=32) (n=23)

" Excepto para as varidveis reversibilidade brénquica (Total n=71) e metacolina (Total n=71).
ATS: American Thoracic Society; BALA: beta-adrenérgico de longa acg¢do; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; FEV;: Forced expiratory volume in the first second; FVC:
forced vital capacity; FEVys.75: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity; WHO: World Health Organization

A sublinhado: p<0.1; A negrito: p<0.05
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Para além dos biomarcadores funcionais respiratérios, outros foram analisados e os resultados estdao patentes no Quadro XV. Ressalta-se a tendéncia
verificada para o valor mais elevado do FeNO no grupo dos nao graves, mas com desvio padrao superior (35ppb (30.2) Vs 29ppb (17.8), p= 0.068). No
entanto, a eosinofilia periférica foi maior no grupo dos graves, com diferencga estatisticamente significativa (4.0% (3.7) Vs 2.4% (2.1), p= 0.035.

Quadro XV — Biomarcadores no sangue periférico e ar exalado (Populagdo total, Grupo Grave (Classificagdo ATS* e WHO?), Grupo Ndo Grave
(Classificacdo ATS' e WHO?))

Total ATS WHO
Variaveis (n=72) Grave N&o-grave Valor estatistico Grave N&o-grave Valor estatistico
qualitativas (n, %) (n=34) (n=38) dep (n=42) (n=30) de p
quantitativas (M, SD)
FeNO (ppb)
<35 29(69.0) 14(48.3) 15(51.7) X2(1)=0.3; 18(62.1) 11(37.9) X2(1)=0.9;
>35 13(31.0) 5(38.5) 8(61.5) p=0.739 6(46.2) 7(53.8) p=0.501
FeNO(ppb) 31,8+23,8 30,0+17,4 33,2428,3 t(40)=0.4; 29,2+17,8 35,2+30,2 t(53)=1.9;
(n=42) (n=19) (n=23) p=0.674 (n=24) (n=18) p=0.068
Eosinéfilos sg (%) 3,343,3 4,4+3,9 2,442,1 t(70)=-2.8; 4,043,7 2,4+2,1 t(70)=-2.1;
(72) (n=34) (n=38) p=0.007 (n=42) (n=30) p=0.035
IgE sérica 2.2+0.6 2.2+0.6 2.2+0.7 1(69)=0.2; 2.2+0.7 2.2+0.6 1(69)=0.3;
LOG ((mmol/L)+1) (n=71) (n=33) (n=38) p=0.847 (n=41) (n=30) p=0.749
IgE total sérica 391,8+665,3 324,4+386,5 450,4+837,0 1(69)=0.8; 316,0+372,2 495,5+926,4 t(69)=1.1;
(mmol/L) (n=71) (n=33) (n=38) p=0.430 (n=41) (n=30) p=0.264

ATS: American Thoracic Society; FeNO: Fraction of exhaled nitric xide WHO: World Health Organization

A negrito: p<0.05; A sublinhado: p<0.1
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11.3.2.2 Classificagdo de gravidade

Considerando a classificacdo de gravidade WHO?, alguns doentes apresentavam mais do que
um dos critérios necessarios para serem classificados como graves. Quadro XVI.

%9 onde se incluem as

Nenhum desses 42 apresentou controlo da doenca pelas normas NAEPP
componentes controlo e risco.

A componente controlo foi avaliada pelos sintomas (ACT consistentemente <20) e pela
presenca de obstrucdo da via derea (FEV; pré-BD<80%). A componente risco foi avaliada pela
histéria de pelo menos uma hospitalizacdo no ultimo ano; pelo uso de altas doses de CSI, CSO
crénico ou omalizumabe; e pelo recurso a CSO por exacerbagdo (pelo menos dois ciclos/ano).
A totalidade dos doentes graves apresentou-se ndo controlado (considerando as componentes
controlo e risco), sendo que 52% apresentava FEV,; pré-BD<80% e 45% mantinha essa
obstrucdo apesar de prova de broncodilatacdo positiva.

O valor médio ACT foi de 18 (5.7), com 50% a evidenciar ACT<20.

Em 34 doentes (81%) manifestava-se pelo menos outra componente de risco.

Destes, 67% fazia doses elevadas de CSl, 43% tinha histéria de pelo menos uma hospitalizagdo
no ultimo ano e 40% tinha tido necessidade de pelo menos 2 ciclos de CSO em ambulatdrio
para controlo de exacerbacdo no ultimo ano.

Quadro XVI - Distribuicio dos doentes graves pelos critérios WHO’

Asma grave ou de dificil tratamento N= 42 doentes

N3do controlo da doenga (ACQ consistentemente> 1.5 ou “ndo | N=42
controlado pelas NAEPP guidelines”) 34 (81%), apresentaram pelo menos um
item da componente de risco

ACT<20 \ N= 21 (50%)

Obstrugdo persistente do fluxo aéreo N= 22 (52%)
Mantida em 19 deles apesar de BD positiva

Exacerbagdes frequentes: 2 ou mais ciclos de CSO (> 3d cada) | N=17 (40%)
no ultimo ano

ExacerbagBes graves: pelo menos uma hospitalizagdo ou | N=18 (43%)
internamento em UCI no ultimo ano

Asma medicada com altas doses de CSI ou CSO (ou | CSI> 750 ug PF ou equivalente: N=28
omalizumabe) (coloca o doente em grande risco futuro de | (67%); Omalizumabe: N=4 (9,5%)
efeitos secundarios)

ACQ: Asthma Control Questionnaire; CSO : corticoterapia oral; CSI : corticoterapia inalada; NAEPP: National Asthma Education and
Prevention Program ; PF: proprionato de fluticasona; UCI : unidade de cuidados intensivos

11.3.2.3 Correlagdes entre os parametros avaliados na caracteriza¢cdao da populagdo

Parecendo-nos clinicamente relevante a possibilidade de correlagdo entre os parametros
avaliados, procedeu-se a analise dos mais importantes.
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As variaveis consideradas foram as demograficas (género, idade, IMC), a da histéria da doenca
(comorbilidades, idade de inicio de doenca, histdria de pneumonia, histdria de hospitalizages
e exacerbagdes graves no ultimo ano), o controlo da doenca e qualidade de vida (pontuagdes
dos vérios questionarios), os graus de terapéutica e de gravidade (classificagdo WHO® e
ATS/ERS, 2000%, a fungdo respiratéria, os biomarcadores no sangue periférico e na
expectoracgao.

Correlagdes de variaveis considerando a populagdo total

As correlagoes estabelecidas estdao descritas na Quadro XVII, onde se apresentam os valores de
coeficiente de Pearson (r) que mostraram significado estatistico. Na Informacdo suplementar
3.1, para melhor percepcdo dos resultados relativos as correlagées obtidas para as varidveis
qualitativas, figuram os respectivos graficos.

Da totalidade das correlacGes, destacamos as seguintes:

¢ Os valores basais de FEV,, FEV,/FVC e FEV,5.55(% do previsto) correlacionaram-se de forma
negativa com a idade dos doentes, os anos de evolucdo da doenca, a gravidade da doenca
(classificacio WHO®, ATS* e questionario SOA), a auséncia de controlo da doenca, a
obstrucdo persistente da via aérea e a reversibilidade brénquica. (Em conjunto, as variaveis
qualitativas referidas, apresentaram valores inferiores nos parametros funcionais referidos).

e A labilidade bronquica, medida pelo AFEV; apds BD, correlacionou-se positivamente com a
gravidade da doencga (r=0.23, p<0.05) e com os anos de evolu¢do da doenca (r=0.37, p<0.05).

e O valor basal de FEV,, para além das correlacbes acima referidas, estabeleceu outras
correlagdes negativas importantes: com o género masculino (r=-0.27, p<0.05); com a histdria
de pneumonia na evolugdo da doenga (r=-0.26, p<0.05), apresentando valores mais baixos de
FEV;.

¢ O VR basal correlacionou-se positivamente com a presenca de obstrucdo persistente (r=0.30,
p<0.05), tendo esses doentes valores de VR superiores.

Em relagdo aos biomarcadores analisados, destacamos que:

e O FeNO se correlacionou positivamente com nimero de anos de doenga (r=0.30, p<0.05);

e A eosinofilia no sangue periférico se correlacionou positivamente com: a idade de inicio da
doenga apds os 12 anos; a terapéutica com CSI> 750 ug de PF ou equivalente; a classificagdo de
grave pela WHO® e pela ATS/ERS?, 2000 (r=0.27; 0.38; 0.31; 0.38, p<0.05, respectivamente),
apresentando estes doentes valores superiores de eosindéfilos, e com a pontuagdo no
questionario ALQ, e naturalmente com a pior qualidade de vida reportada (r=0.30, p<0.05).
Detectou-se ainda correlacdo negativa deste parametro com a pontuacdo no questionario
CARAT ( r=0.25, p<0.05);

e O valor sérico de IgE total se correlacionou positivamente com a atopia (r= 0.53, p<0.05) e
negativamente com o ALQ (r=-0.38, p<0.05).
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e Dos biomarcadores da expectoracdo induzida, avaliados num subgrupo de doentes (n=37), a
percentagem de eosinoéfilos se correlacionou positivamente com a idade de inicio de doenga
apds os 12 anos (r= 0.34, p<0.05) e negativamente com a percentagem de neutrdfilos (r= -
0.60, p<0.05), significando que os doentes com inicio tardio de asma tiveram valores
superiores de eosinéfilos e menor percentagem de neutrdfilos na expectoragdo. A
percentagem de neutrdfilos correlacionou-se de forma negativa com os valores basais de FEV,
(r=-0.34, p<0.05), com a percentagem de eosindfilos no sangue periférico (r=-0.60, p<0.05), e
com a percentagem de eosindfilos na expectoracdo (r= -0.43, p<0.05) e com a histéria de
exacerbacdo grave no ultimo ano (r= -0.33, p<0.05), tendo estes valores mais baixos de
neutrofilos.
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Quadro XVII — Correlagbes com significado estatistico* estabelecidas entre os parametros avaliados na populagdo estudada

Parametros basais da fungao respiratoria

Biomarcadores no sangue e expectoragao

(n=69)

FEV; (%) AFEV, FEV,/ FVC FEV;s5 75

(n=69) (%) (%)
(n=69) (n=69)

VR
(n=69)

FeNO
(n=42)

Eos sg (%): IgE sérica Eosindfilos Neutrdfilos
(n=72) (mmol/L) expectoragdo expectoracdo (%)
(n=71) (%) (n=37)
(n=37)

Variaveis Qualitativas

Género (masculino)

-0.27*

| 0.25%+ | |

Idade inicio antes 12
anos (ndo)

0.27* 0.34*

Comorbilidades (sim)

| -0.29*% | | |

Hospitaliza¢do no ultimo
ano (sim)

Exacerbagao grave no
ultimo ano (sim)

-0.33*

Controlo da doenga
(ndo)

-0.33*

-0.29* -0.44*

Doentes em risco (sim)

-0.26*

\ | | -033* |

Atopia (sim)

| 053*+ | |

Histéria de pneumonia
(sim)

-0.26*

HS AINE’s (sim)

Dose CSI (>750 pg PF ou
equivalente)

-0.30*

0.38*+

Obstrugao persistente
(sim)

-0.69*

-0.76* -0.62*

Reversibildiade
bronquica (Sim)

-0.32*

0.38* -0.30* -0.35*%

0.26*+

WHO (grave)

-0.52*

| 023* | -046* | -0.62* |

0.31*+ | | |

ATS (grave)

-0.35*

\ | -031* | -047* |

0.38*+ | | |
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Quadro XVII (continuagdo) — Correlagdes com significado estatistico* estabelecidas entre os parametros avaliados na populagdo estudada
Parametros basais da fungao respiratoria Biomarcadores no sangue e expectoragao
FEV, (%) AFEV, FEV,/ FVC FEV,s 75 VR FeNO Eos sg (%): IgE sérica Eosindfilos Neutréfilos
(n=69) (%) (%) (n=69) (n=42) (n=72) (mmol/L) expectoragao expectoracao (%)
(n=69) (n=69) (n=69) (n=71) (%) (n=37)
(n=37)
Variaveis quantitativas |
Idade (anos) | -0.32* | | -052* | 054 | | 030* | | -031* | | |
Anos de doenga (anos) | -0.48* | 037* |  -049* | -055* | | 030* | | | | |
IMC (Kg/m’) | | | | | | | | | | |
ACT | | | | | | | | o31* | | |
CARAT (Rinite) | \ | 024 | -027* | | 032 | 025 | | | |
CARAT (Asma) \ \ | | | | | -025* | 036 | | |
CARAT (Total) | | | | | | | | | | |
ALQ | | | | | | | 030* | 038 | | |
SOA | | | -033* | -041* | | | | | | |
FeNO | -0.34* | | | -031* | | | | | | |
Eosinofilos sg (%): \ \ | | | | | | | | |
IgE sérica (mmol/L): | \ | | | | | | | | |
Eosindfilos exp (%) ‘ ‘ | | | | | | | | -0.60* |
Neutréfilos exp (%) | -034* | | | | | | -0.60* | | -0.43* | |

* em unidades LOG (+0.2) ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatacdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test;
FVC: forced vital capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do monodxido de carbono; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV.: Forced expiratory volume in the
first second; FEV,s.s: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity; HS AINE’s: hipersensibilidade a anti-inflamatdrios ndo esterdides; IMC: indice de massa corporal; PF:
proprionato de fluticasona; SOA: Severity of Asthma Score; VR: volume residual; WHO: World Health Organization

* Significado estatistica p<0.05
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Correlagoes de varidveis considerando a populagdo grave

As correlagOes analisadas no grupo de doentes graves esta descrita na Quadro XVIIl onde se
apresentam os valores de correlacdo com significado estatistico. Na Informacdo suplementar
3.1l figuram os graficos relativos as correlacdes obtidas para as varidveis qualitativas, para
melhor percepcdo desses resultados.

Da totalidade das correlacGes obtidas, destacamos as seguintes:

¢ Os valores basais de FEV,, FEV;/FVC e FEV,s ;s correlacionaram-se de forma negativa com a
idade dos doentes, os anos de evolucdo da doenga e a reversibilidade brénquica (os valores
dos parametros referidos foram inferiores na presenca de reversibilidade brénquica). Para o
parametro IMC encontrou-se correlagdo positiva (quanto menor o IMC, piores os valores da
fungdo respiratdria basal).

e A labilidade brénquica, medida pelo AFEV,, correlacionou-se positivamente com os anos de
evolugdo da doenca (r= 0.31, p<0.05) e negativamente com o IMC (r= -0.37, p<0. 05),
significando que os doentes com maior duragao da doenga e os com menor valor de IMC
mostraram valores superiores de varia¢do do FEV, apds BD.

¢ O valor basal de FEV,, de forma isolada dos outros parametros funcionais, estabeleceu outras
correlagdes importantes: naturalmente de forma negativa com a obstrucdo persistente (r= -
0.68, p<0.05), mas também com a histéria de reversibilidade brénquica (r= -0.34, p<0.05),
com a idade (r= -0.36, p<0.05) e com os anos de evolucdo da doenca (r= -0.49, p<0.05).
Portanto, os doentes obstrutivos persistentes e aqueles com histéria de BD positiva tiveram
menores valores de FEV, basal, também menores quanto maior a idade e maior o nimero de
anos de evolugao da doenga.

¢ O VR basal ndo se correlacionou com significado estatistico com nenhum dos parametros
analisados.

Em relagdo aos biomarcadores, destacamos que:

e 0 FeNO se correlacionou positivamente com a presenca de obstrucdo persistente (r= 0.45,
p<0.05) (doentes obstruidos apresentaram valores superiores), mas também de forma
negativa com os valores basais de FEV; (r=- 0.43, p<0.05);

e a eosinofilia no sangue periférico correlacionou-se, a semelhanga do que aconteceu na
amostra global, positivamente com a idade da doenga apds os 12 anos (r=0.42, p<0.05), e com
a terapéutica com CSI> 750 ug de PF ou equivalente (r= 0.39, p<0.05), apresentando estes
doentes valores superiores de eosindfilos;

e 0 valor sérico de IgE total, também a semelhang¢a do que aconteceu para a amostra global,
correlacionou-se positivamente com a atopia (r= 0.50, p<0.05)

e dos biomarcadores da expectoragdo induzida, avaliada num subgrupo de doentes (n=24), as
percentagens de eosindfilos e de neutréfilos correlacionaram-se negativamente (r= -0.69,
p<0.05) de forma muito marcada.
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Quadro XVIII — Correlagdes com significado estatistico* estabelecidas na populagdo grave (WHO”)

Parametros basais da fungao respiratoria

Biomarcadores no sangue e expectoragao

FEV, (%)
(n=69)

AFEV,
(n=69)

FEV,/ FVC (%)
(n=69)

FEV;s5.75 (%)
(n=69)

VR
(n=69)

FeNO
(n=42)

Eos sg
(%)
(n=72)

IgE sérica
(mmol/L)
(n=71)

Eosindfilos
expectoragao
(%)
(n=37)

Neutrdfilos
expectoracao
(%)
(n=37)

Variaveis Qualitativas

Género (masculino)

-0.34*

0.44*

Idade inicio antes 12 anos

(ndo)

0.42%+

0.42*

Comorbilidades (sim)

Hospitalizag¢do no ultimo ano

(sim)

Exacerbagdo grave no ultimo

ano (sim)

0.35*

-0.56*

Controlo da doenga (n3o)

Doentes em risco (sim)

Atopia (sim)

0.50*+

Histéria de pneumonia (sim)

HS AINE’s (sim)

Dose CSI (>750)

0.39*+

Obstrugdo persistente (sim)

-0.68*

-0.78*

-0.62*

0.45*

Reversibildiade brénquica

(Sim)

-0.34*

-0.44*
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Quadro XVIII (continuagio) — Correlacdes com significado estatistico* estabelecidas na populacio grave (WHO”)

Parametros basais da fungao respiratoria Biomarcadores no sangue e expectoragao
FEV; (%) AFEV, FEV./ FVC (%) | FEV;s.75(%) VR FeNO Eos sg (%) | IgE sérica Eosindfilos Neutréfilos
(n=69) (n=69) (n=69) (n=69) (n=69) (n=42) (n=72) (mmol/L) expectoragcdo expectoragdo
(n=71) (%) (%)
(n=37) (n=37)
Variaveis quantitativas ‘
Idade (anos) | -036* | | -0.38* | -0.48* | | | | | | -0.47*+ |
Anos de doenga (anos) | -0.49* | 0.31* | -0.50* | -0.64* | | | | | | |
IMC (Kg/m?) | 032* | -037* | 0.32* | 0.46* | | | | | | |
acr | | | | | | | | | | |
CARAT (Rinte) | | | | | | | | | | |
CARAT (Asma) | | | | | | | | 0.44* | | |
CARAT (Tota | | | | | | | | | | |
alQ o | | | | | | | | |
| | | | | | | | [T |
FeNO | 043 | | | -0.47% | | | | | | |
Eosinofilos no sangue (%): | | | | | | | | | | |
IgE sérica (mmol/L): | | | | | | | | | | |
Eosinofilos exp (%) | | | | | | | | | | -0.69* |
Neutrofilos exp (%) | | | | | | | | | -0.69* | |

ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital capacity; CSI:
corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEVjs.ss: Forced
expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity; HS AINE’s: hipersensibilidade a anti-inflamatdrios ndo esterdides; IMC: indice de massa corporal; PF: proprionato de fluticasona; SOA:
Severity of Asthma Score; VR: volume residual; WHO: World Health Organization

* Significado estatistico se p<0.05

" em unidades LOG (+0.2)
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11.3.3. Identificagcdo de fenodtipos celulares da expectoracao numa populagdo de asmaticos e
suas correlagbes com parametros clinicos, funcionais e laboratoriais

11.3.3.1 ConsideragGes prévias

Da totalidade da populacdo estudada conseguiram-se obter amostras de expectoragao
induzida em 37 doentes, maioritariamente classificados como graves (24 Vs 13, pela
classificagdo WHO”).

Aplicando o mesmo racional utilizado para a descricdo dos resultados da amostra total do
estudo, também nesta rubrica analisamos os resultados para a populacao global, com enfoque
na populacado grave.

A concordancia das classificagdes WHO? e ATS/ERS, 2000* foi novamente avaliada e obteve-se
um Cohen’s Kappa=0.778, p <0.001, com percentagem de concordancia de 89.2%, Quadro XIX.

Quadro XIX - Classificagdao de concordancia entre as classificagdes WHO’ e ATS” baseada nos resultados
da expectoragdo induzida

WHO ‘ ATS/ERS, 2000 ’ ‘

‘ Grave ’ N3do-grave ’ Total ‘

Grave | 20 | 4 | 24 |
N3o grave ‘ 0 ‘ 13 ’ 13 ‘
Total \ 20 | 17 | 37 \

Cohen’s Kappa=0.778 (boa concordancia), p<0.001; % de concordancia =89,2%
ATS: American Thoracic Society; ERS European Respiratory Society; WHO: World Health Organization

Para informag¢do mais detalhada, descrevem-se as caracteristicas demograficas, clinicas,
funcionais e laboratoriais dos doentes estudados na Informagdo suplementar 5.

11.3.3.2 Contagem diferencial de células da expectoragao

As amostras analisadas distribuiram-se pelos varios fenétipos celulares definidos na literatura:
eosinofilico, neutrofilico, misto e paucicelular. Globalmente, o fendtipo eosinofilico foi o mais
frequente (em 49% da populagdo), seguindo-se o misto (em 32%), o neutrofilico (em 11%) e o
paucigranulocitico em 8% (Quadro XX). Os fenétipos misto e neutrofilico classificaram 75% dos
casos do grupo grave. Na comparacdao entre grupos de gravidade, verificou-se que na
categorizacdo do fenédtipo celular da expectoracdo, o padrdo eosinofilico foi o mais prevalente
nos dois grupos, seguindo-se do misto (Figura 4).

68



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

Fendtipo de
expetoragdo

WEeos
E ey
O misto
W Pauci
60,0%

= 40,0%)

20,0%)

0,0%=

Mio severos Severos

WHO

Figura 4 - Distribuicao dos fenétipos celulares da expectoragdo, por grupos de gravidade. Gréfico
demonstrativo da maior prevaléncia do fendtipo eosinofilico nos dois grupos de gravidade, sendo o fendtipo misto
o segundo mais prevalente, de forma mais evidente no grupo grave. Eos: eosinofilico; Neu: Neutrofilico; Pauci:
paucigranulocitico

Quadro XX — Distribuicdo dos fendtipos celulares da expectoragdo, globalmente e por grupos de
gravidade (Populagdo total, Grupo Grave (Classificacdo ATS* e WHO), Grupo N3o Grave (Classificacio
ATS* e WHO))

ATS WHO
Fendtipo Total Grave Nao Valor Grave Ndo grave Valor
(n=37) (n=20) grave estatistico (n=24) (n=13) estatistico
(n=17) dep de p
Eos 18(48,6) 9(50.0) 9(50.0) 10(55.6) 8(44.4)
Neu 4(10,8) 2(50.0) 6(50.0) Fisher=1.6 3(75.0) 1(25.0) Fisher=1.5
Misto 12(32,4) 8(66.7) 4(33.3) p=0.716 9(75.0) 3(25.0) p=0.781
Pauci 3(8,1) 1(33.3) 2(66.7) 2(66.7) 1(33.3)

ATS: American Thoracic Society; Eos: eosinofilico; Neu: Neutrofilico; Pauci: paucigranulocitico; WHO: World Health Organization

Para além dos eosindfilos e neutréfilos foram analisadas outras células, nomeadamente os
macréfagos, mondcitos, basofilos, células dendriticas e linfocitos T e B (Quadro XXI).

Na contagem diferencial de células, apenas os macréfagos mostraram diferenca significativa,
com valor mais elevado nos ndo graves, p= 0.021. A percentagem de neutréfilos mostrou forte
tendéncia para ser superior no grupo dos graves, (59% (28.7) Vs 40% (33.0), p= 0.086), bem
como a % de células dendriticas (0.22% (0.59) Vs 0.01 (0.02), p= 0.085) e de basdfilos (0.13
(0.27) Vs 0.02 (0.005), p=0.076) (Quadro XXI).
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Quadro XXI — Contagem diferencial de células na expectoragdo induzida (Populagdo total, Grupo Grave
(Classificagdo ATS' e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS' e WHOS))

AST WHO
Variaveis Total Grave N3o grave Valor Grave Nao Valor
qualitativas (n=37) (n=20) (n=17) estatistico (n=24) grave estatistico
(n, %) de p (n=13) dep
quantitativas
(M, SD)
Eosindfilos (%) 23,6127,6 25,1+27,6 21,9428,5 t(35)=-0.3 22,9+26,6 25,0+30,6 t(35)=0.2
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.732 (n=24) (n=13) p=0.825
Eosinéfilos (%) 0.940.8 1.140.6 0.8+0.9 t(35)=-1.1 0.9+0.8 1.04£0.8 t(35)=0.1
(unidades Log (n=37) (n=20) (n=17) p=0.283 (n=24) (n=13) p=0.883
+0.2)
Neutrdfilos 52,1+31,1 56,5+29,6 46,8132,9 t(35)=-0.9 58,5+28,7 40,2133,0 t(35)=-1.8
(%) (n=37) (n=20) (n=17) p=0.350 (n=24) (n=13) p=0.086
Macréfagos(%) | 6,5t11,0 4,1#8,5 9,5¢13,1 t(34)=1.5 3,617,8 12,4£14,1 t(34)=2.4
(n=36) (n=20) (n=16) 0.169 (n=24) (n=12) 0.021
Mondcitos 0.6+0.7 0.6x0.7 0.6x0.7 t(35)=0.1 0.6%0.7 0.5%0.8 t(35)=-0.3
(unidades Log (n=37) (n=37) (n=37) p=0.909 (n=24) (n=13) p=0.764
+0.2)
Mondcitos (%) 8,4111,0 9,5%t14,1 7,145,6 t(35)=-0.7 9,2+13,0 6,915,7 t(35)=-0.6
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.487 (n=24) (n=13) p=0.563
Células 0,15+0,48 0,20+0,61 0,080,224 t(35)=-0.8 0,22+0,59 0,01+0,02 t(35)=-1.3
Dendriticas (n=37) (n=20) (n=17) p=0.458 (n=24) (n=13) p=0.085
(%)
Basofilos (%) 0,09+0,22 0,14+0,29 0,03+0.05 t(35)=-1.6 0,13+0,27 0,02+0.05 t(35)=-1.4
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.103 (n=24) (n=13) p=0.076
Linfécitos B 0,843,0 0,5¢1,0 1,244,3 t(35)=0.7 0,5¢1,0 1,545,0 t(35)=1.0
(%) (n=37) (n=20) (n=17) p=0.469 (n=24) (n=13) p=0.326
Linfécitos T 0.1+0.6 0.0£0.5 0.2+0.6 t(35)=1.6 0.0+0.5 0.3+0.7 t(35)=1.7
(unidades Log (n=37) (n=20) (n=17) p=0.125 (n=24) (n=13) p=0.105
+0.2)
Linfécitos T 2,7+5,4 1,54+2,1 4,3+7,4 t(35)=1.6 1,74#2,5 4,8+8,2 t(35)=1.7
(%) (n=37) (n=20) (n=17) p=0.114 (n=24) (n=13) p=0.092

ATS: American Thoracic Society; WHO: World Health Organization
(Valor estatistico de p: a sublinhado quando p<0.1; a negrito quando p<0.05)

1.3.3.3 Correlagdes das caracteristicas imunocelulares da expectoragdo com outros
parametros clinicos avaliados

No estabelecimento das correlagdes das caracteristicas imunocelulares da expectoracdo com
outros parametros clinicos, encontramos as que estdo descritas na Quadro XXII. Na Informac¢do
suplementar 3.1, para melhor percep¢do dos resultados obtidos relativos as correlagdes
obtidas para as varidveis qualitativas, figuram os respectivos graficos.

Como se pode constatar, foram registadas poucas correlages significativas das quais
destacamos: as negativas da percentagem de neutréfilos com o FEV; basal (r= -0,34) e com o
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género (r= -0,37), tendo os homens valores mais baixos; as positivas da percentagem de
macréfagos com o FEV; basal (r=0.35) e da percentagem de baséfilos com a IgE sérica (r=0.42).

Quadro XXII — CorrelagGes* das caracteristicas imunocelulares da expectoragdo com outros parametros
clinicos

Variaveis Parametros basais da funcdo Biomarcadores no Demografia
respiratoria sangue

FEV; (%) FEV./ FVC FEV35.75 VR FeNO Eos sg IgE sérica Idade IMC Género
n=36 (%) (%) n=36 n=24 (%) (mmol/L) n=37 n=37 (masc.)
n=36 n=35 n=37 n=36 n=37

Eosindfilos
(unidades
Log +0.2)

Neutréfilos -0.34* -0.37%"
(%)

Macréfagos 0.35% 0.32 -0.44%*
(%)

Mondcitos -0.43*
(unidades
Log +0.2)

Céls 0.31
dendriticas
(%)

Basofilos 0.32 0.42* 0.38*
(%)

LinfB (%) | 0.32

Linf T 0.38 0.31
(unidades
Log +0.2)

ATS: American Thoracic Society; FVC: forced vital capacity; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in
the first second; FVC: forced vital capacity; FEVys.75: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity;
Linf: Linfdcitos; IMC: indice de massa corporal; VR: volume residual; WHO: World Health Organization

* significado estatistico se p<0.05

*in Log(units+0.2))

1.3.4 Caracterizagcdao dos fenétipos clinicos da populagdo. Identificagdo de factores
de risco/protecgdo de fenétipo, com base em modelos de predicdo

Para definir fendtipos é necessario conhecer pormenores relativos a historia de evolugdo da
doenga, as caracteristicas fisioldgicas, clinicas, laboratoriais e de resposta a terapéutica.

Foram escolhidos para analise, como referido na metodologia, as seguintes caracteristicas
fenotipicas da doenca: atopia, idade de inicio da doenca apds 12 anos de idade, HS a AINE's,
obesidade (IMC230Kg/m?, obstruc3o persistente da via aérea (FEV1/FVC pds BD<70%), grau
de gravidade (segundo a classificacdo WHO?). Cada elemento da amostra pdde pertencer a
mais do que um grupo estudado.
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Foi feita a sua caracterizacao (resumida no Quadro XXlll, detalhada nos Quadros IV-S a VIII-S da
Informacdo suplementar 4) e foram identificados os factores de risco /protec¢do para a
ocorréncia de cada um deles, com base nos modelos de regressao construidos, e para os quais
se utilizaram variaveis demograficas, clinicas, funcionais e laboratoriais (Quadros XXIV a XXX).

Os resultados sdao apresentados com e sem correccao para as co-varidveis idade e género.
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Quadro XXl — Caracterizagdo de fendtipos segundo caracteristicas clinicas, funcionais e laboratoriais

Variaveis Populagdo Atopia Inicio asma HS AINE’s Obesidade Obstrugdo Grave

qualitativas (%) Total (n=49) apos 12 anos (n=12) N=21 persistente (WHO)

quantitativas (M, SD) (n=72) (n=34) (n=22) N=42

Género Feminino 56(77.8) 37(75.5) 23(67.6) 7(58.3) 19(90.5) 12(54.5) 31(73.8)

Género Masculino 16(22.2) 12(24.5) 11(32.4) 5(41.7) 2(9.5) 10(45.5) 11(26.2)

Idade (anos) | 457017.7) | 422(180) | 55.3(15.2) | 38.7(21.4) | 47.4147) | 55.6(134) | 49.0(153) |
IMC (Kg/m?) | 2800538 | 27.4(5.4) | 28.4(5.27) | 26.4(4.52) | 35.0(4.1) | 27.8(3.6) | 29149 |
Anos de doenga | 233(144) | 2470140) | 20.9(14.4) | 16.7(8.5) | 23.3(15.0) | 31.0132) | 245(141) |
Inicio asma ap6s 12 anos | 34(47.2) | 19(38.8) | 34(100) | 5(41.7) | 10(47.6) | 14(63.6) | 24(57.1) |
IMC2 25 Kg/m® | 52(72.2) | 33(67.3) | 29(85.3) | 7(58.3) | 21(100) | 18(81.8) | 3481.0) |
Atopia | 49(68.1) | 49(100) | 19(55.9) | 9(75.0) | 13(61.9) | 16(72.7) | 25(9.5) |
Exposicio tabagica | 24(333) | 1734.7) | 13(38.2) | 6(50) | 5(23.8) | 10(45.5) | 16381 |
Polipose nasal | 8(11.1) | 5(10.2) | 5(14.7) | 4(33.3) | 4(19.0) | 3(13.6) | 8111 |
N3o controlo asma | 57(80.3) | 37(77.1) | 28(82.4) | 8(66.7) | 20(95.2) | 20(95.2) | 4101000 |
ACT | 19.0(.0) | 19.7(4.6) | 18.6(5.8) | 18.3(5.7) | 19.1(4.9) | 18.7(5.2) | 17857) |
CARAT (asma) | 11747 | 12.4(45) | 11.3(4.7) | 11.8(6.0) | 11.0(4.2) | 11.9(4.9) | 104045 |
ALQ | 12038 | 113(3.7) | 13.3(3.5) | 12.7(4.8) | 13.4(3,5) | 11.0(4.1) | 13039 |
SOA | 103(3.8) | 9.9(4.0) | 11.4(3.9) | 11.8(5.1) | 11.0(2.7) | 12.0(3.4) | 12232) |
FEV, (%) Basal ‘ 93.4(26.4) ‘ 93.2(27.1) ‘ 92.4(27.2) 94.6(30.2) 100.4(22.1) 66.1(12.5) ‘ 81.0(24.5) ‘
A FEV1 p6s-BD (%) 7.0(7.3) 8.0(8.0) 5.7(5.6) 5.8(6.7) 5.2(3.6) 9.3(10.7) 8.4(8.3)

FEV.1/FVC (%) Basal | 7620165) | 76.4(179) | 72.9(15.8) | 77.4(17.5) | 81.9(15.0) | 57.4(7.2) | 69.8(16.4) |
Obstrucgo persistente (sim) | 22(306) | 16(327) | 14(41.2) | 3(25.0) | 4(19.0) | 22(100) | 22524) |
€SI dose >750 | gr PF ou eq . | 29(403) | 17347) | 19(55.9) | 6(50.0) | 11(52.4) | 13(59.1) | 28(66.0) |
Hospitalizagdo no dltimo ano | 2534.7) | 18(36.7) | 14(41.2) | 4(33.3) | 8(38.1) | 9(40.9) | 18(419) |
Exacerbago grave no dltimo ano | 36(50.0) | 22(44.9) | 19(55.9) | 8(66.7) | 10(47.6) | 10(45.5) | 25(9.5) |
Classificagdo grave (WHO) | 42(58.3) | 25(51.0) | 24(70.6) | 7(58.3) | 14(66.7) | 22(100) | 42(100.0) |
FeNO >35 ppb | 13(31.0) | 10333) | 7(46.7) | 2(22.2) | 4(30.8) | 4(36.4) |  6(462) |
Eosindfilos no sangue (%): | 33(3.3) | 32(3.4) | 43(4.1) | 4.4(5.6) | 3.7(2.9) | 4.7(4.8) | 437) |
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Quadro XXl (continuagdo) — Caracterizagdo de fendtipos segundo caracteristicas clinicas, funcionais e laboratoriais

Variaveis Populagao Atopia (n=49) Inicio asma apés 12 HS AINEs (n=12) Obesidade Obstrugdo Grave
qualitativas (%) Total anos N=21 persistente (WHO)
quantitativas (M, SD) (n=72) (n=34) (n=22) N=42
Eosindfilos na expectoracdo (%): |  23.6(27.6) |  22.1(24.7) | 32.6(31.1) | 10.8(13.0) | 203(21.1) | 24.7(206) | 22.9(26.6) |
Neutrdfilos na expectoragio (%): | 52.1(31.1) | 52.2(28.9) | 48.6(32.7) | 63.7(23.3) | 55.8(28.3) | 66.1(25.1) | 58.5 (28.7) |

ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital capacity; CSI:
corticoterapia inalada; eq.: equivalente; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; HS AINE’s: hipersensibilidade a anti-inflamatérios ndo
esterdides; IMC: indice de massa corporal; PF: proprionato de fluticasona; SOA: Severity of Asthma Score; VR: volume residual; WHO: World Health Organization
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11.3.4.1 Fenétipo de atopia

A prevaléncia deste fenétipo foi de 68% (n=49), sendo 76% mulheres, com média de idades de
42 anos (18.0) e IMC médio de 27.4 Kg/m” (5.4), com média de 25 anos (14.0) de evolugdo da
doenca. A idade de inicio de asma apds os 12 anos foi reportada em 61% e a histéria de
pneumonia em 27%. As comorbilidades mais prevalentes foram a rinite (88%), o excesso de
peso (67%), a sinusite (43%), e algum tipo de exposicdo tabagica (35%).

Quanto ao controlo da doenca, a pontuacdao de ACT, CARAT e ALQ foi respectivamente de 19.7
(4.6); 19 (6.5) e 11.3 (3.7), e 35% fazia tratamento crénico com CSI de alta dose. A avaliacdo da
funcdo respiratéria mostrou valores sobreponiveis aos do grupo ndo atdpico, com valores
médios de FEV; e de FEV,/FVC, respectivamente de 93% do previsto (27.1) e de 76% (17.9). No
entanto, a reversibilidade apds BD foi superior ((A FEV,) 8.0% (8.0) Vs 4.8% (4.9)).

Em relacdo a gravidade da doenca, a pontuag¢do do questionario de gravidade SOA foi melhor
nos atdpicos do que nos ndo atdpicos (9.9 (4.0) Vs 11.3 (3.3)), tendo sido registados em 45%
dos doentes pelo menos um episddio de exacerbagdo grave no Ultimo ano e, em 37%,
hospitalizacdes. Obtiveram a classificagdo de grave pelos critérios WHO® 51% dos doentes.
Quanto aos biomarcadores utilizados, o FeNO mostrou um valor médio de 33 ppb (24.8), a %
de eosindfilos no sangue foi de 3.2% (3.44) e na expectoragdo de 22% (24.7), e a de neutrdfilos
na expectoragdo de 53% (28.9), valores aproximados aos dos doentes ndo atdpicos (Quadro IV
=S da Informagdo suplementar 4)

Os atdpicos diferenciaram-se com significado estatistico dos ndo atépicos nalguns parametros

(Quadro IV- S da Informagdo suplementar 4) dos quais se destacam:

e idade dos doentes, menor nos atopicos (42.2 A (18) Vs 53.2 A (14.9), p=0.013);

e idade de inicio de doenga antes dos 12 anos, mais frequente nos atépicos (61% Vs 35%, p=
0.036);

e histdria de pneumonia, menos prevalente nos atdpicos, p= 0.033

e qualidade de vida avaliada pelo ALQ, melhor nos atépicos (pontuacdo de 11.3 (3.7) Vs 13.5
(3.5), p=0.025);

e valor sérico de IgE, maior nos atdpicos (valor de 530.8 mmol/L (761.4) Vs 82.4 mmol/L
(70.6), p=0.008).

Na predicdo deste fendtipo (modelo de regressdo detalhado na Quadro XXIV) encontramos,

com impacto, os seguintes factores:

e idade de inicio de asma antes dos 12 anos, com OR 2.96; 1C95%=[1.05;8.32], superior nos
doentes atdpicos (p=0.039);

¢ melhor qualidade de vida avaliada pelo ALQ (OR 0.84; 1C95%=[0.71;0.98], p=0.03);

e menor ocorréncia de histéria de pneumonia (ORadj 0.28; 1C95%=[0.09;0.86], p=0.027);

e menor prevaléncia do grau de terapéutica GINA 4 ou 5 (OR 0.26; 1C95%=[0.07;0.99],
p=0.05) (concordante com a menor gravidade da doenga).
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O pior controlo dos sintomas asmaticos avaliados pelo CARAT (sintomas asma), a maior
labilidade bronquica e a menor gravidade da doenca pela classificacdo WHO® revelaram
também forte tendéncia para impacto neste modelo.

Quadro XXIV — Modelo de regressado logistica para a predi¢do do fenétipo com atopia

ATOPIA |
Variaveis | OR pgjusted | ICose | OR | ICoss |
Co-variaveis |
Género (masculino) (n=71) | 1.97 | [0.51;7.57] | 1.54 | [0445.43] |
Idade (anos) (n=71) | 0.96* (p=0.014) | [0.93;0.99] | 0.96* (p=0.017) | [0.93,099] |
Escalas |
WHO (grave) (n=71) | 0.36 (p=0.09) | [0.11;1.19] | 037(p=0.07) | [0.12;1.09] |
ATS (grave) (n=71) | 0.80 | [0.28;2.30] | 0.75 | [0.28,2.02] |
Caracteristicas da doenga |
Inicio da doenga antes dos 12 2.13 [0.62;7.23] 2.96* (p=0.039) [1.05;8.32]
anos (n=71)
Anos de doenga (anos) (n=71) | 1.07 (p=0.007) | [1.02;1.12] | 1.02 | [0.99;1.06] |
Presenca de comorbilidades 3.72 [0.41;33.67] 2.24 [0.30;16.98]
(n=71)
Comorbilidades (n=71) |
Atopia | n.a. | | n.a. | |
Tip9 de alergia
Acaros PE PE
Pélens PE PE
Fungus PE PE
Barata PE PE
Faneros PE PE
IMC (230 Kg/m?) | 0.77 | [0.252.36] | 0.68 | 0231971 |
HS AINE's | 0.98 | [0.21;4.66] | 1.54 | [0375632] |
Rinite | 1.67 | [0.44;6.39] | 2.53 | [0.72;8.95 |
Polipose | 0.86 | [0.16;449] | 0.76 |  [0.173.48] |
Sinusite | 0.56 | [0.19;1.65] | 0.69 | [0.25;1.86] |
Exposicdo tabagica | 1.04 | [0.33;3.25] | 1.21 | [042352 |
Histéria de Pneumonia | 0.28*(p=0.027) | [0.09;0.86] | 0.33* (p=0.036) | [0.12;093] |
Ansiedade | 0.83 | [0.252.76] | 0.63 | [0.21;1.84] |
Depress&o | 0.42 | [0.082.16] | 0.24(p=0.068) | [0.05;1.11] |
SAOS | 2.45 | [0.19;31.51] | 0.94 | [0.08;10.88] |
RGE | 2.15 | [0.60;7.75] | 1.13 | [037;3.47] |
Défice de alAT | 0.38 | [0.043.49] | 0.45 | [0.06;3.39] |
Bronquiectasia | 0.33 | [0.05;2.10] | 0.20(p=0.078) | [0.03;1.20] |
DPOC | 0.35 | [0.04;2.84] | 0.28 | [0.04;1.83] |
Outra doenga obstrutiva | 0.50 | [0.12;2.13] | 0.32(p=0.09) | [0.09;1.20] |
Aspergillus (IgE positiva) | PE | | PE | |
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Quadro XXIV (continuagdo) — Modelo de regressao logistica para a predigdo do fenétipo com atopia

ATOPIA |

Variaveis | ORpgjusted | ICoss | OR | ICosy; |
Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
N3io controlo da doenga 0.58 [0.13;2.63] | 0.51 | [0.13;2.02] |
(n=71) | | | | |
Doente em risco (n=70) | 0.52 | [0.10;2.86] | 0.33 |  [0.07;1.63] |
ACT (n=70) | 1.07 | [0.96;1.19] | 1.08 | [0.98;1.20] |
CARAT (Rinite) (n=68) | 1.02 | [0.86;1.20] | 0.96 | [0.82;1.13] |
CARAT (Asma) (n=68) | 1.11(p=0.099) | [0.98;1.25] | 1.11(p=0.057) | [0.99;1.25] |
ALQ (n=63) | 0.85(p=0.054) | [0.714;1.00] | 0.84*(p=0.03) | [0.71;0.98] |
SOA (n=69) | 0.917 | [0.78;1.08] | 0.90 | [0.79;1.04] |
Hospitalizagdo (dltimo ano) 1.34 [0.44;4.08] 1.33 [0.46;3.84]
(n=71)
Exacerbaco grave (ultimo 0.42 [0.14;1.26] 0.52 [0.19;1.43]
ano) (n=71)
Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg PFou eq) | 0.46 | [0.15;1.40] | 0.49 | [0.18;1.33] |
Terapéutica (step+steps) | 0.37 | [0.09;1.53] | 0.26* (p=0.05) | [0.07;0.99] |
Fungdo pulmonary |
Obstrugdo persistente (n=71) | 2.38 | [0.62;9.24] | 1.37 | [0.46;4.15] |
Reversibilidade brénquica | 1.03 | [0.35;3.04] | 1.02 | [0.37;2.81] |
(n=71)
FEV, basal (n=68) | 0.99 | [097;1.02] | 0.99 | [0.98;1.02] |
FEV; (A)p6s-BD (n=68) | 1.09 (p=0.112) | [0.98;1.21] | 1.09 | [0.98;1.20] |
FEV/FVC basal (n=68) | 0.98 | [0.94;1.02] | 1.00 | [097;1.041 |
FEV./FVC (A) p6s-BD (n=68) | 1.01 | [0.93;1.11] | 1.00 | [0.93;1.08] |
FEV,s .75 basal (n=68) | 1.00 | [0.98;1.02] | 1.01 | [0.99;1.03] |
FEVs.75 (A) p6s-BD (n=68) | 1.00 | [0.97;1.02] | 1.00 | [0.99;1.02] |
VR basal (n=59) | 1.00 | [0.98;1.01] | 1.00 | 098101 |
VR (B) p6s-BD | 0.94 (p=0.04) | [0.88;0.99] | 095(P=0.055) |  [0.90;1.00] |
DLCO (n=54) | 1.02 | [0.99;1.05] | 1.02 | [0.99;1.06] |
Biomarcadores |
Eosinéfilos sg (n=71) | 0.92 | [0.79;1.08] | 0.95 | (0821101 |
Log (Eosinéfilos sg +1) | 0.20 | [0.03;1.58] | 0.36 | [0.062.24] |
Log (IgE total +1) | 1.01* (p=0.009) | [1.01;1.02] | 1.01*(p=0.003) | [1.01;1.002] |
IgE total sg (n=70) | 1.01* (p=0.009) | [1.01;1.02] | 1.01* (p=0.003) | [1.00;1.02] |
FeNO (>=35 ppb) (n=41) | 1.79 | [0.33;9.61] | 1.50 | [0336.80] |
Expectoragdo | | | | |
Fenétipo expectoragdo (Eos) | 0.53 | [0.1;2.94] | 0.52 | [0.10;2.63] |
Eosinéfilos (%)(n=36) | 1.00 | [0.97,1.02] | 0.99 | [097;1.02] |
Log (Eosinéfilos +0.2) | 1.14 | [0.44,2.93] | 1.04 | [0.43255 |
Neutréfilos (%)(n=36) | 1.00 | [0.98;1.03] | 1.00 | [0.981.03] |
Log (Neutrofilos +0.2) | PE | | PE | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society’; BD: broncodilatagio; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente;
FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s;s: Forced expiratory flow at
25% point to the 75% point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE: Poor estimate; RGE:
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refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of Asthma Score; VR:
volume residual; WHO: World Health Organization®

*Significado estatistico sep<0.05

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05

11.3.4.2 Fenétipo com idade de inicio de asma apds os 12 anos de idade

A prevaléncia foi de 47% (n=34), sendo 67% do sexo feminino, com média de idades de 55A
(15.2), 21 anos (14.4) de evolugdo da doenca e IMC médio elevado e de 29Kg/m2 (5.3). As
comorbilidades mais prevalentes foram o excesso de peso e a rinite (85%), a atopia (56%), a
exposicao tabdgica e o RGE (38%).

Em relacdo ao controlo da doenca, apenas se verificou em 18% dos doentes, apesar de 56%
fazer tratamento com CSI de altas doses e 73% estar no grau 4 ou 5 de tratamento GINA. A
pontuacdo dos questiondrios de controlo ACT e CARAT e de qualidade de vida ALQ, foram,
respectivamente, de 18.6 (5.80), 19.1 (6.70) e 13.3 (3.55). Tiveram necessidade de recorrer a
pelo menos um ciclo de CSO 58% dos doentes, tendo-se verificado uma percentagem de
exacerbagles graves de 60% e de hospitalizagdes no ultimo ano de 41%. Na fungdo
respiratoria, o valor médio de FEV, basal foi de 92% (27.2) e o de FEV,/FVC de 73% (15.8),
sendo o VR de 125% (28.8). A obstrugdo persistente da via aérea foi detectada em 41% do
grupo e foram classificados como graves 71% dos doentes, com valor médio no questiondrio
SOA de 11.4 (3.91).

Quanto aos biomarcadores, o FeNO teve um valor médio de 35 ppb (20.4), a percentagem de
eosinofilos no sangue e na expectoragdo foi respectivamente de 4.3 % (4.10) e de 32.6%
(31.10) e a de neutroéfilos na expectoracdo de 48.6 % (32.78).

Na analise comparativa destes doentes, em relagdo aos restantes, encontramos algumas
diferencas significativas (Quadro V - S da Informacdo suplementar 4) tais como:

e a distribuicdo por géneros, em que a maior prevaléncia das mulheres foi menos acentuada
no grupo com idade de inicio tardio da doenga (68% Vs 87%, p= 0.050);

¢ a média de idades dos doentes, significativamente mais elevada nos de asma de inicio tardio
(55 anos (15.2) Vs 37 anos (15.4), p<0.001);

¢ 0 excesso de peso (presente em 85% dos doentes com asma de inicio tardio Vs os 61% nos de
asma de inicio precoce, p= 0.019);

¢ a menor frequéncia de atopia, (60% Vs 79%, p= 0.036);

e 0 pior controlo da doenga e qualidade de vida, com diferencga significativa nas pontuagdes
dos questionarios ACT (p=0.019), CARAT (rinite) (p= 0.010) e ALQ (p=0.010), apesar do
significativo maior uso de CSI em altas doses (p=0.011);

e 0 maior numero de doentes graves (71% Vs 47% nos de asma com inicio da doenga depois
dos 12 anos, p= 0.046) com maior grau de gravidade (valores de SOA significativamente
superiores (11.4 (3.91) Vs 9.3 (3.49), p=0.02).
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e 0 valor percentual de eosindfilos no sangue, significativamente superior nos de asma de
inicio tardio, (4.3% (4.1) Vs 2.5% (1.9), p= 0.020) e apesar do maior grau de atopia nos de
asma de inicio precoce.

Com impacto na prediccdo deste fendtipo (modelo detalhado na Quadro XXV) registamos

varias variaveis. Designadamente, como factores de risco:

¢ a idade do doente (ORadj 1.08; 1C95%=[1.04;1.12], p<0.001);

e a gravidade pela classificagdo WHO> (OR 2.67; 1C95%= [1.01;7.07], p=0.049) e pela
pontuagdo SOA (OR 1.17; 1C95%=[1.02;1.34], p=0.025);

¢ a elevada dose de CSl utilizada (OR 3.55; 1C95%=[1.32;9.54], p=0.012);

e a pior qualidade de vida (ORadj 1.33; 1IC95% = [1.08;1.62], p=0.007);

e a reversibilidade da obstrucdo das pequenas vias aéreas (OR 0.98; 1C95%= [0.96-0.99],
p=0.023);

e alguns biomarcadores como os eosindfilos no sangue (ORadj 1.26; 1C95%= [1.02;1.57],
p=0.034).
O género masculino, o RGE e a obstrucdo persistente, mostraram também tendéncia para
factores de risco para este fendtipo.
Como factores protectores para a ocorréncia do fenétipo detectamos:

¢ 0 nUmero de anos de evolugdo da doenga (ORadj 0,75; 1IC95%= [0.64;0.89], p=0.001);

e 3 atopia (OR 0.34; 1C95%=[0.12;0.95], p=0.039).
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Quadro XXV — Modelo de regressdo logistica para a predigcdo do fendtipo com idade de inicio de asma
apods os 12 anos de idade (p<0.05)

Inicio da doenga apés 12 anos

Variaveis | ORpgjusted | ICose | OR | ICos0 |
Co-variaveis |
Genero (masculino) 3.71 (p=0.075) [0.88; 15.70] 3.16 (p=0.057 [0.97; 10.31]
(n=71)
Idade (anos) (n=71) |  1.08* (p<0.001) | [1.04; 1.12] | 1.08* (p<0.001) | [1.04; 1.11] |
Escalas |
WHO (grave) (n=71) | 1.99 | [0.63; 6.28] | 2.67%(p=0.049) | [1.01;7.07] |
ATS (grave) (n=71) | 2.49 | [0.79; 7.87] | 2.45 (p=0.064) | [0.94; 6.33] |
Caracteristicas da doenga |
Inicio da doenga n.a n.a n.a.
antes dos 12 anos
(n=71)
Anos de doenga 0.75* (p=0.001) [0.64; 0.89] 0.98 [0.94;1.01]
(anos) (n=71)
Presenga de Pobre estimativa PE
comorbilidades (PE)
(n=71)
Comorbilidades (n=71) |
Atopia | 0.51 | [0.15; 1.75] | 0.34* (p=0.039) | [0,12; 0.95] |
Tipo de alergia
Acaros 0.46 [0.14; 1.55] 0.28*(p=0.012) [0.10; 0.76]
Pélens 1.30 [0.39;4.36] 117 [0.43;3.20]
Fungus PE PE
Barata PE PE
Faneros PE PE
IMC (230 Kg/m2) | 1.11 | [0.33;3.81] | 1.02 | [0.37;2.83] |
HS AINE's | 0.87 | [0.15;4.91) | 0.74 | [0.21;2.60] |
Rinite | 2.79 | [0.59;13.17] | 1.31 | [0.37;4.59)] |
Polipose | 1.19 | [0.15;9.69] | 2.01 | [0.44;9.13] |
Sinusite | 0.67 | [0.22;2.07) | 0.56 | [0.22;1.43] |
Exposico tabagica | 2.17 | [0.61;7.71] | 1.52 | [0.57;4.07)] |
Histéria de 0.97 [0.29;3.23] 0.82 [0.31;2.17]
Pneumonia
Ansiedade | 1.17 | [0.35;3.92] | 1.22 | [0.43;3.43] |
Depresséo | 0.26 | [0.04;1.58] | 0.66 | [0.14;3.00] |
SAOS | PE | | PE | |
RGE | 1.36 | [0.39;4.76) | 2.74 (p=0.065) | [0.94;8.02] |
Défice de alAT | 0.43 | [0.03;6.84] | 1.13 | [0.15;8.46] |
Bronquiectasia | 0.57 | [0.09;3.61] | 1.13 | [0.21;6.00] |
DPOC | 0.21 | [0.02;2.14] | 1.74 | [0.27;11.11] |
Outra doenga 0.46 [0.08;2.42] 2.20 [0.58;8.32]
obstrutiva
Aspergillus (IgE 0.24 [0.01;4.95) 112 [0.07;18.7]
positiva)
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Quadro XXV (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predi¢do do fenétipo com idade

de inicio de asma apds os 12 anos de idade (p<0.05)

Inicio da doenga apés 12 anos

Variaveis | ORpgjusted | ICose | OR | ICos0 |
Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
N&o controlo da 0.85 [0.19;3.90] 1.29 [0.40;4.19]
doenga (n=71)

Doente em risco 1.74 [0.35;8.67] 3.69 (p=0.065 [0.92;14.78]
(n=70)

ACT (n=70) | 0.99 | [0.88;1.11] | 0.97 | [0.88;1.06] |
CARAT (Rinite) 1.16 [0.97;1.38] 1.20 (p=0.023) [1.03;1.41]
(n=68)

CARAT (Asma) 0.97 [0.85;1.10] 0.96 [0.87;1.07]
(n=68)

ALQ (n=63) | 1.33*(p=0.007) | [1.08;1.62] | 1.20* (p=0.014) | [1.04;1.40] |
SOA (n=69) | 1.12 | [0.95;1.34] | 1.17* (p=0.025) | [1.02;1.34] |
Hospitalizagdo 2.60 [0.77;8.80] 1.72 [0.65;4.57]
(altimo ano) (n=71)

Exacerbacdo grave 2.20 [0.70;6.93] 1.57 [0.62;3.97]
(altimo ano) (n=71)

Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg PF 3.17 (p=0.054 [0.98;10.27] 3.55* (p=0.012) [1.32;9.54]

ou eq)

Terapéutica 0.52 [0.13;2.05] 1.28 [0.46;3.57]
(stepd+step5)

Fun¢do pulmonar |
Obstrugso 0.80 [0.22;2.95] 2.63 (p=0.068) [0.93;7.40]
persistente (n=71)

Reversibilidade 0.48 [0.15;1.53] 0.77 [0.30;1.98]
bronquica (n=71)

FEV, basal (n=68) | 1.02 | [0.99;1.05] | 1.00 | [0.98;1.02] |
FEV; (A) p6s-BD 0.95 [0.85;1.05] 0.95 [0.88;1.02]
(n=68)

FEV,/FVC basal 1.02 [0.98;1.06] 0.98 [0.95;1.00]
(n=68)

FEV,/FVC (B) p6s-BD 0.99 [0.89;1.10] 1.01 [0.94;1.08]
(n=68)

FEV,s.s basal (n=68) | 1.01 | [0.99;1.03] | 0.99 (p=0.058) | [0.97;1.00] |
FEVs.75 (A) p6s-BD 0.99 [0.97;1.02] 0.98* (p=0.023) [0.96;0.99]
(n=68)

VR basal (n=59) | 1.00 | [0.98;1.02) | 1.00 | [0.99;1.02] |
VR () pés-BD | 1.04 | [0.98;1.11] | 1.01 | [0.97;1.07] |
DLCO (n=54) | 1.01 | [0.98;1.04] | 1.00 | [0.97;1.02] |
Biomarcadores |
Eosindfilos sg (n=71) |  1.35* (p=0.037) | [1.02;1.80] | 1.26* (p=0.034) | [1.02;1.57] |
Log (Eosinéfilos sg 16.65* (p=0.023) [1.46; 189.16] 8.41* (p=0.027) [1.27; 55.49]

+1)

Log (IgE total +1) | 1.00 | [0.99; 1.00] | 0.99 (p=0.098) | [0.99; 1.00] |
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Quadro XXV (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predi¢do do fendtipo com idade
de inicio de asma apds os 12 anos de idade (p<0.05)

Inicio da doenga apds 12 anos ‘

Variaveis | ORqgjusted | 1Co59, | OR | 1Cqs0; |
Biomarcadores |
IgE total sg (n=70) | 0.57 | [0.19;1.65) | 1.00 | [0.99;1.00] |
FeNO (>=35 ppb) 2.38 [0.49;11.54] 3.06 [0.79;11.94]
(n=41)
Expectoragao |
Fenétipo 1.19 [0.19;7.47) 1.25 [0.29;5.41]
expectoragdo (Eos)
Eosinfilos (%)(n=36) | 1.02 | [0.99;1.05] | 1.03 (p=0.056) | [1.00:1.06] |
Log (Eosindfilos 1.45 [0.51;4.08] PE
+0.2)
Neutréfilos 0.99 [0.96;1.01] 0.99 [0.97;1.01]
(%)(n=36)
Log (Neutréfilos Poor Est PE
+0.2)

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society"; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente
FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV1: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s,s: Forced expiratory flow at
25% point to the 75% point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE: Poor estimate; RGE:
refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of Asthma Score; VR:
volume residual; WHO: World Health Organization5

*Significado estatistico se p<0.05.

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05

1.4.4.3 Fenétipo de HS a AINE’s

Teve prevaléncia de 16.7% (n=12), sendo 58% mulheres, percentagem bastante inferior a
encontrada na restante populag3o (80%), com IMC médio de 26.4 Kg/m? (4.5). Apesar de em
58% dos doentes a asma ter tido inicio apds os 12 anos, a média de idades (39 anos (21.4)) foi
baixa.

Registamos, em relagdo aos restantes doentes, maior atopia (75% Vs 66%), maior prevaléncia
de polipose nasal (33% Vs 6%), menor obesidade (excesso de peso em 58% Vs 73%) e maior
exposicdo tabagica (50% Vs 31%). A histdria de pneumonia no decurso da doenga foi mais
frequente (em 42% Vs 34%).

Apesar da maior gravidade avaliada pelo questiondrio SOA (11.8 (5.1) Vs 10.3 (3.8)) e de 58%
ter obtido a classificacdo de grave pelos critérios WHO® (percentagem sobreponivel ao da
restante populagdo), o controlo da doenga foi superior neste fendtipo (33% Vs 16%). Em 67%
dos doentes foram registados pelo menos um episddio de exacerbacdo grave no ultimo ano e,
em 33%, hospitalizagGes. A avaliagao da fungdo respiratéria mostrou valores médios de FEV; e
de FEV,/FVC sobreponiveis aos restantes doentes, mas a labilidade brénquica foi inferior (A
FEV; 5.8 % (6,7) Vs 7.2 (7.5)), tendo-se verificado obstrugdo persistente da via aérea em 25%
dos doentes.
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Quanto aos biomarcadores utilizados, o FeENO mostrou um valor médio de 32 ppb (33.0), a

percentagem de eosindfilos no sangue foi de 4.4% (5.6) e na expectoracdo de 10.8 % (13.0),

sendo a de neutréfilos na expectoracdo de 64% (23.3), ou seja uma inflamagdo mista, mas

mais neutrofilica em relagdo a restante populacdo.

Apesar das diferencas descritas, na analise comparativa destes doentes em relacdo aos

restantes (Quadro VI - S da Informagdo suplementar 4), merecem destaque, pelo significado

estatistico:

e 0 menor nimero de anos de evolucao da doenca, p=0.018;

e a maior prevaléncia de polipose nasal, p= 0.008;

® a pior qualidade de vida, p=0.010;

e a menor inflamagao brénquica eosinofilica, p=0.037.

Dos factores de risco identificados para este fendtipo, com base no modelo descrito

detalhadamente no Quadro XXVI, destacamos, com valor estatistico significativo e apds

correccdo para os factores idade e género:

¢ a polipose nasal, (ORadj 9.5; 1C95%=[1.59; 57.07], p=0.014);
e 0 maior grau de gravidade, medido pelo SOA (ORadj 1.2; 1C95%= [1.02; 1.49], p=0.031).

A presenca de RGE e o género masculino também mostraram forte tendéncia para impacto

neste modelo.

Quadro XXVI - Modelo de regressao logistica para a predi¢do do fendtipo com HS a AINE’s (p<0.05)

HS AINE’s ‘
Variaveis | ORpgiusted | 1Coss, OR ICoss |
Género (masculino) (n=71) | 3.67 | [0.92;14.66] 3.12 (0=0.092) [0.83;11.68] |
Idade (anos) (n=71) | 1.0 | [0.9;1.0] 0.97 [0.94;1.01) |
Escalas |
WHO (grave) (n=71) | 1.4 | [0.3;6.2] 1.03 [0.29;3.62] |
ATS (grave) (n=71) | 2.8 | [0.6;12.1] 1.78 [0.51;6.25) |
Caracteristicas da doenga |
Inicio da doenga antes dos 12 1.09 [0.22;5.25] 1.35 [0.39;4.75]
anos (n=71)
Anos de doenga (anos) (n=71) | 0.96 | [0.90;1.02] 0.95 [0.90;1.01] |
Presenca de comorbilidades PE PE
(n=71)
Atopia | 0.98 | [0.21;4.56) 1.54 [0.37;6.32] |
Tipo de alergia
Acaros 0.73 [0.16;3.24] 1.27 [0.34;4.73]
Pollens 0.96 [0.24;3.95] 1.14 [0.30;4.27]
Fungus PE PE
Barata 1.90 [0.13;26.85] 2.59 [0.21;31.12]
Faneros 2.95 [0.15;59.78] 5.27 [0.31;90,77]
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Quadro XXVI (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predigdo do fendtipo com HS a

AINE’s (p<0.05)

HS AINE’s ‘

Variaveis | ORpgjusted | 1Cosy | or | 1Cosy |

Comorbilidades (n=71) |
IMC (230 Kg/m’) | 0.26 | 0032271 | 0.19 | [0.02;1.59] |
HS AINE’s | n.a. | n.a. | n.a. | n.a |
Rinite | PE | | PE | |
Polipose | 9.53*(p=0.014) | [1.59;57.07] | 6.88*(p=0.016) | [1.43;33.11] |
Sinusite | 2.11 | 055811 | 1.90 | [0.54;6.70] |
Exposigo tabagica | 2.03 | 055756 | 2.28 | [0.65;8.03] |
Histéria de Pneumonia | 1.95 | [0.49;7.88) | 1.39 | [0.39;4.95] |
Ansiedade | 0.22 | 002200 | 0.20 | [0.02;1.69] |
Depresséo | 1.72 | 01519121 | 0.66 | [0.07;5.94] |
SAOS | P:E | | PE | |
RGE | 3.78(p=0.096) | [0.79;18.13] | 2.10 | [0.58;7.60] |
Défice de alAT | 5.84 | (0655251 | 5.70 | [0.72;45.3] |
Bronquiectasia | PE | | PE | |
DPOC | 1.49 | [0.11;2014] | 1.25 | [0.13;12.30] |
Outra doenga obstrutiva | 2.12 | [0.27;16.66] | 1.11 | [0.21;5.93] |
Aspergillus (IgE positiva) | 7.80 | [0.34;181.36] | 5.17 | [0.31,90.77] |

Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
N3o controlo da doenga (n=71) | 0.64 | [013317) | 0.42 | [0.10;1.66] |
Doente em risco (n=70) | 1.05 | 0195791 | 0.61 | [0.14,267] |
ACT (n=70) | 0.91 | [0.80;1.04] | 0.96 | [0.85;1.08] |
CARAT (Rinite) (n=68) | 0.92 | [0.75;1.14] | 0.90 | [0.74;1.10] |
CARAT (Asma) (n=68) | 0.94 | [0.81;1.09) | 1.00 | [0.87;1.14] |
ALQ (n=63) | 1.19 | 096148 | 1.07 | [0.88;1.29] |
SOA (n=69) | 1.23*(p=0.031) | [1.02;1.49] | 1.14 | [0.95;1.35] |
Hospitalizagdo (ultimo ano) 1.08 [0.27;4.28] 0.91 [0.24;3.36]
(n=71)

Exacerbacdo grave (ultimo ano) 2.55 [0.63;10.38] 2.21 [0.60;8.16]
(n=71)

Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg PF ou eq) | 2.09 | [0.51,8.47] | 1.68 | [0.48;5.86] |
Terapéutica (step4+step5) | 1.85 | [0.34,9.79] | 0.81 | [0.22;3.05] |
Fung¢do pulmonar |
Obstruggo persistente (n=71) | 0.61 | [0.103.80] | 0.70 | [0.17;2.89] |
Reversibilidade bronquica 1.20 [0.31;4.68] 1.14 [0.32M4.01]
(n=71)

FEV, basal (n=68) | 1.00 | 097103 | 1.00 | [0.98;1.03] |
FEV; (A) p6s-BD (n=68) | 0.98 | [0.88;1.09] | 0.97 | [0.88;1.07] |
FEV4/FVC basal (n=68) | 0.99 | [0.951.04 | 1.01 | [0.97;1.04] |
FEV./FVC (A)p6s-BD (n=68) | 1.02 | [0.92;1.12] | 1.00 | [0.91;1.10] |
FEV,s.75 basal (n=68) | 1.00 | [09s81.02] | 1.00 | [0.99;1.02] |
FEVas.75 () p6s-BD(n=68) | 1.00 | [097;1.03] | 1.00 | [0.98;1.02] |
VR basal (n=59) | 1.00 | (098102 | 1.00 | [0.98;1.02] |
VR (8)p6s-BD | 1.03 | (0971100 | 1.02 | [0.96;1.08] |
DLCO (n=54) | 1.00 | (0971041 | 1.01 | [0.98;1.05] |
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Quadro XXVI (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predi¢do do fendtipo com HS a
AINE’s (p<0.05)

HS AINE’s ‘

Variaveis | ORagjusted | ICos0, | OR | ICoss |
Biomarcadores |
Eosinéfilos sg (n=71) | 1.09 | [0.91;1.30) | 1.10 | [0.94;1.30] |
Log (Eosinéfilos sg +1) | 1.83 | (01720141 | PE | |
Log (IgE total +1) | 1.00 | [0.99100 | 1.00 | [0.99;1.00] |
IgE total sg (n=70) | 1.05 | [0.29;3.77) | 1.00 | [0.99;1.00] |
FeNO (>=35 ppb) (n=41) | 0.39 | [0.05;2.85] | 0.55 | [0.10;3.09] |
Expectoragao |
Fenétipo expectoragio (Eos) | 0.96 | [0.90;1.02) | 0.97 | [0.92;1.02] |
Eosinfilos (%)(n=36) | 1.02 | 1099105 | 1.02 | [0.99;1.05) |
Log (Eosinéfilos +0.2) | 0.70 | [0.060;8.167] | 0.33 | [0.05;2.42] |
Neutréfilos (%)(n=36) | 0.55 | 0161971 | 1.01 | [0.99;1.05] |
Log (Neutréfilos +0.2) | PE | | PE | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina; ATS:
American Thoracic Society’; BD: broncodilatagio; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital capacity;
CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente FeNO: Fraction
of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEV,sss: Forced expiratory flow at 25% point to the 75%
point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE: Poor estimate; RGE: refluxo gastro-esofagico;
SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of Asthma Score; VR: volume residual; WHO: World
Health Organization®

*Significado estatistico se p<0.05

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05

1.4.4.4 Fenétipo de obesidade (IMC 230 Kg/m?)

A prevaléncia foi de 29% (n=21), o IMC médio de 35 Kg/m’ (4.1), a média de idades de 47.4
anos (14.77), com duragdo de evolucdo da doenca de 23 anos (15.0). Tiveram idade de inicio
de asma apds os 12 anos 52% dos obesos, percentagem semelhante a dos ndo obesos. A
distribuicdo por género foi maior no feminino, que constituiu 91% da populagdo de obesos,
sendo menor a prevaléncia de atopia, de rinite e de exposicdo tabdgica em relacdo a restante
populagdo (62% Vs 73%, 71% Vs 88% e 24% Vs 38 %).

Verificou-se, segundo os nossos critérios, ndo existir controlo total da doenga em 95% dos
obesos, percentagem superior aos 74% nos nado obesos, sendo, no entanto, a pontuagdo média
de ACT (19 (4.9)) sobreponivel entre os dois grupos. A avaliagdo da qualidade de vida medida
pelo ALQ foi consideravelmente pior (13.4, (3.5) Vs 11.4 (3.7)), e a pontuagdo no questionario
de gravidade SOA superior (11 (2.7) Vs 10 (4.2)), tendo sido classificados como graves pela
classificagio WHO® 67%. Apesar do maior recurso a tratamento com doses elevadas de CSI (em
52% dos obesos Vs 35% nos ndo obesos), ndo houve maior recurso a ciclos de CSO nem foi
maior a taxa de hospitaliza¢des.
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A funcdo respiratdria mostrou melhores valores médios nos obesos do que nos restantes, com
FEV; basal de 100 % do previsto (22.1) e FEV,/FVC de 82% (15.0), mas menor reversibilidade (A
FEV; 5.2% (3.6) Vs 7.7% (8.2)).

Quanto aos marcadores de inflamacgdo, tanto o FeNO como a celularidade da expectoragao
mostraram valores sobreponiveis a restante populacao.

Na comparagdao dos dois grupos (Quadro VIl - S da InformagGo suplementar 4), ndo se
detectaram diferencas estatisticamente significativas nos parametros analisados. No entanto,
na comparacdo dos doentes com IMC>25Kg/m? (excesso de peso Vs sem excesso de peso), as
diferengas acentuaram-se e encontramos algumas significativas, sendo as mais relevantes as
relativas ao controlo da doenca e da qualidade de vida, a obstrugao das pequenas vias aéreas e
ao grau de CSI utilizado. Nos doentes com excesso de peso, foi mais frequente o ndo controlo
da doenca (p=0.004), com piores valores quando avaliado pelos questiondrios ACT e CARAT (p=
0.016 e p= 0.015), e pior a qualidade de vida (p=0.022) e a gravidade da doenca (SOA, p=
0.034), apesar de mais doentes fazerem CSI em altas doses (p=0.030). Ndo sendo diferentes os
valores basais de FEV,, verificou-se maior limitacdo dos débitos intermédios nos doentes com
excesso de peso, p=0.026.

Relativamente aos factores preditores do fendtipo obesidade (Quadro XXVIl), ndo destacamos
nenhum com significado estatistico, embora o ndo controlo da doenga se tenha mostrado
importante (OR 7.03; 1C95%= [0.86;57.70], p=0.07).

Quadro XXVII — Modelo de regressdo logistica para a predi¢do do fendtipo obesidade (IMC 230
Kg/m’)

IMC 230 Kg/m> ‘
Variaveis | ORpgiusted | ICoss, | OR | ICose |

Co-variadveis |
Género (masculino) 0.26 [0.05;1.30] 0.28 [0.06;1.35]

(n=71)
Idade (anos) (n=71) | 1.01 | [0.98;1.04] | 1.01 | [0.98;1.04] |

Escalas | | | | |
WHO (grave) (n=71) | 1.81 | [0.60;5.45] | 1.64 | [0.57;4.75] |
ATS (grave) (n=71) | 1.82 | [0.63;5.23] | 1.75 | [0.63;4.91] |

Caracteristicas da doenga |
Inicio da doenga 0.94 [0.27;3.25] 0.98 [0.35;2.71]
antes dos 12 anos
(n=71)

Anos de doenga 0.99 [0.95;1.03] 1.00 [0.97;1.04]
(anos) (n=71)

Presenga de PE PE

comorbilidades n=71)

Comorbilidades (n=71) |
Atopia | 0.80 | [0.25;2.51] | 0.68 | [0.23;1.96] |
Tipo de alergia

Acaros 0.87 [0.28;2.75] 0.73 [0.26;2.05]
Pélens 0.94 [0.30;2.96] 0.88 [0.29;2.67]
Fungus PE PE PE Pe
Barata PE PE PE Pe
Faneros PE PE PE PE
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Quadro XXVII (continuagdo) — Modelo de regressao logistica para a predigdo do fendtipo obesidade

(IMC 230 Kg/m2)

IMC 230 Kg/m2

Variaveis | ORpgjusted | ICoss | OR | ICoss |
IMC (230 Kg/m’) | n.a | | n.a. | |
HS AINE’s | 0.24 | [0.03;2.12] | 0.19 | [0.02;1.59] |
Rinite | 0.41 | [0.11;1.55) | 033(p=0.091) | [0.09;1.19] |
Polipose | 3.73 | [0.73;19.2] | 2.77 | [0.62;12.30] |
Sinusite | 1.93 | [0.67;5.62] | 1.91 | [0.68;5.32] |
Exposigio tabagica | 0.60 | [0.18;1.96] | 0.53 | [0.17;1.67] |
Histéria de 1.16 [0.39;3.41] 1.23 [0.43;3.54]
Pneumonia
Ansiedade | 0.39 | [0.10;1.48] | 0.55 | [0.16;1.90] |
Depress3o | 1.14 | [0.22;5.86) | 1.62 | [0.35;7.54] |
SAOS | PE | PE | PE | PE |
RGE | 1.39 | [0.41;4.74] | 1.46 | [0.48;4.41] |
Défice de alAT | PE | PE | PE | PE |
Bronquiectasia | 0.29 | [0.03;2.78) | 0.46 | [0.05;4.19] |
DPOC | 0.75 | [0.07;8,60] | 0.59 | [0.06;5.59] |
Outra doenga 0.43 [0.08;2.46] 0.49 [0.09;2.50]
Obstrutiva
Aspergillus (IgE positiva) | PE | PE | PE | PE |
Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
N3o controlo da 6.75 (p=0.079 [0.80;56.71] 7.03 (p=0.07 [0.86;57.70]
doenga (n=71)
Doente em risco 1.30 [0.29;5.77] 1.46 [0.36;5.96]
(n=70)
ACT (n=70) | 1.02 | [0.91;1.13] | 1.01 | [0.91;1.12] |
CARAT (Rinite) (n=68) | 0.90 | [0.76;1.07) | 0.94 | [0.80;1.10] |
CARAT (Asma) (n=68) | 0.97 | [0.87;1.09] | 0.96 | [0.86;1.07] |
ALQ (n=63) | 1.14 | [0.97;1.35) | 1.16 | [0.99;1.36] |
SOA (n=69) | 1.09 | [0.93;1.27] | 1.07 | [0.93;1.23] |
Hospitalizagdo 1.15 [0.39;3.38] 1.23 [0.43;3.54]
(altimo ano) (n=71)
Exacerbacgdo grave 0.90 [0.32;2.57] 0.87 [0.32;2.42]
(altimo ano) (n=71)
Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg 2.50 [0.84;7.47) 2.02 [0.72;5.66]
PF ou eq)
Terapéutica 1.85 [0.51;6.78] 2.13 [0.62;7.31]
(Step4+step5)
Fung¢do pulmonary |
Obstrugdo persistente 0.47 [0.12;1.86] 0.43 [0.12;1.48]
(n=71)
Reversibilidade 0.73 [0.25;2.11] 0.66 [0.24;1.83]
bronquica (n=71)
FEV; basal (n=68) | 1.01 | [0.99;1.04] | 1.01 | [0.99;1.04] |
FEV, (A)p6s-BD (n=68) | 0.93 | [0.84;1.03] | 0.94 | [0.85;1.03] |
FEV./FVCbasal (n=68) |  1.05* (p=0.033) | [1.01;1.09] | 1.03(p=0.071) | [0.99;1.07] |
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Quadro XXVII (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predicdo do fendtipo
obesidade (IMC =230 Kg/mz)

IMC 230 Kg/m’ ‘

Variaveis | ORpgjusted | 1Co59, | OR | 1Cq50; |
Fungao pulmonary |
FEV./FVC (8)pés-BD 0.94 [0.86;1.03] 1.03 [0.99;1.07]
(n=68)
FEV,5.75 basal (n=68) | 1.02 | [0.99;1.04] | 0.95 | [0.87,1.03] |
FEV,5.75 (A) p6s-BD 0.99 [0.97;1.01] 1.01 [0.99;1.02]
(n=68)
VR basal (n=59) | 0.98 | [0.96;1.00] | 0.98 (p=0.063) | [0.96;1.00] |
VR (4) | 1.02 | [0.97;1.08] | 1.03 | [0.98;1.09] |
DLCO (n=54) | 1.02 | [0.99;1.05 | 1.01 | [0.99;1.04] |
Biomarcadores |
Eosinéfilos sg (n=71) | 1.10 | [0.93;1.30] | 1.04 | [0.90;1.21] |
Log (Eosindfilos sg +1) | 2.81 | [0.37;21.12] | PE | PE |
Log (IgE total +1) | 1.00 | [0.99;1.00] | PE | PE |
IgE total sg (n=70) | 1.28 | [0.51;3.20] | 0.99 | [0.99;1.00] |
FeNO (>=35 ppb) 1.23 [0.25;5.94] 0.99 [0.24;4.07]
(n=41)
Expectoragao |
Fenétipo 0.19 [0.02;1.56] 0.54 [0.12;2.52]
expectoragao (Eos)
Eosinofilos (%)(n=36) | 0.99 | [0.96;1.02] | 0.99 | [0.97,1.02] |
Log (Eosindfilos +0.2) | 1.38 | [0.49;3.62] | PE | PE |
Neutrofilos (%)(n=36) | 1.01 | [0.98;1.03] | 1.01 | [0.98;1.03] |
Log (Neutréfilos +0.2) | PE | | PE | PE |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT:
antitripsina; ATS: American Thoracic Society’; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC:
forced vital capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq:
equivalente FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s.;s: Forced
expiratory flow at 25% point to the 75% point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE:
Poor estimate; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of
Asthma Score; VR: volume residual; WHO: World Health Organization®

*p<0.05

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05

11.4.4.5 Fenétipo com obstrugdo persistente da via derea (FEV,/FVC pés BD<70%)

A prevaléncia foi de 31% (n=22) e caracterizou-se por média de idade superior a dos restantes
doentes (56anos (13.4) Vs 41 anos (17.8)), com 31 anos (12.2) de evolucdo de doenca, sendo
que 64% teve inicio da doenga apds os 12 anos de idade. O género feminino manteve-se como
mais prevalente (55%) mas em muito menor grau do que na restante populagdo (78%).

Em relagdo as comorbilidades mais frequentes, o IMC médio foi sobreponivel ao dos restantes
doentes, assim como foi sobreponivel a prevaléncia da atopia, mas com maior prevaléncia de
exposi¢cdo tabagica e de histéria de pneumonia no decurso da doenga. Em 32% dos doentes
registou-se co-existéncia de outra doenga obstrutiva, superior aos cerca de 8% nos restantes
doentes.
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Quanto ao controlo da doenga, 95% mostrou-se ndo controlado, segundo os nossos critérios,
apresentando valores médios de ACT, ALQ e SOA respectivamente de 18.7 (5.2), 11.8 (4.1), e
12.0 (3.4). A funcdo respiratédria foi naturalmente pior, com valores basais médios de FEV; de
66% do previsto (12.5), FEV,/FVC de 57% (7.2), FEV,s.55de 23%, (13.3) e VR de 137% (37.3). A
labilidade brénquica mostrou ser ampla, com valor médio de A FEV; de 9.3% (10.65). O valor
da DLCO apresentou-se dentro da normalidade (100% do previsto, (20.7)). A grande maioria
dos doentes (91%) estava sob tratamento GINA grau 4 ou 5, tendo havido necessidade de
recorrer a cursos de CSO durante o ultimo ano em 68% dos doentes, e registo de episddio de
hospitalizacao em 40%.

Foram classificados como graves pela classificagdo WHO® 100% dos doentes.

Quanto aos biomarcadores, foram elevados os valores médios de FeNO, 37 ppb (20.3), da
percentagem de eosinéfilos no sangue e na expectoracao, respectivamente de 5% (4.8) e de
25% (20.6), sendo também elevada a de neutrdfilos na expectoragdo, 66% (15.1).

A comparacgdo destes doentes com os restantes (Quadro VIl - S da Informacdo Suplementar 4),

mostrou que as diferencas foram significativas para os seguintes parametros:

e maior percentagem de doentes graves e pior pontuacdo no questiondrio de gravidade
(p<0.001 e p=0.014, respectivamente);

e distribuicdo por género com prevaléncia nas mulheres menos acentuada (p=0.002);

e maior média de idade dos doentes (p=0.001) e de anos de evolugdo da doenca (p=0.002);

e maior percentagem de doentes ndo controlados (p= 0.040) e pior controlo da doenca
(p=0.040);

e maior percentagem de uso de CSI de altas doses para tratamento (p= 0.031);

e co-existéncia de outras doencas obstrutivas significativamente superior, nomeadamente o
défice de alAT (p=0.047) e de DPOC (p<0.001), bem como a sensibilizacdo a Aspergillus
fumigatus (p=0.031).

Naturalmente, também na avaliacdo da funcdo respiratéria foram notadas diferencgas
significativas, nomeadamente no FEVy, na relagdo de FEV,/FVC e no FEV,s.;5 basais, que foram
inferiores (p<0.001, p<0.001 e p= 0.015, respectivamente), e no VR basal, que foi superior
(p=0.013).

Finalmente, nos marcadores de inflamagao, foi significativamente superior a percentagem de
eosinofilos no sangue (p=0.015).

Como factores de risco/proteccdo para a ocorréncia deste fendtipo, encontrdmos com o nosso

modelo de predicdo, detalhado no Quadro XXVIII, vérias varidveis com significado estatistico.

Destacamos, como factores de risco importantes:

¢ 0 género masculino (ORadj 6.88; 1C95%= [1.78;26.61], p=0.005);

e a gravidade da doenca, avaliada pelas classificacdes WHO® e ATS* com classificagdo de grave
apresentando uma razdo de probabilidades superior nos doentes obstruidos e
respectivamente de ORadj 28.54; 1C95%= [3.24;251.38], p=0.003) e de ORadj 11.12
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[2.41;51.44], (p=0.002), e também pelo questionario SOA (OR 1.21; 1C95%= [1.03;1.41],
p=0.02);

¢ 0 elevado grau de terapéutica utilizado (ORadj 7.06; IC95%= [1.04;48,16], p=0.046), sendo o
uso de CSI de altas doses também factor de risco para este fendtipo (OR 3.07; 1C95%=
[1.09;8.66], p=0.034);

e alguns factores relacionados com a fungao respiratdria foram também de risco: o maior VR
basal (ORadj 1.03; 1C95%= [1.01;1.05], p=0.02), o pior FEV; basal (ORadj 0.80; 1C95%=
[0.70;0.93], p=0.003), a pior relacdo FEV,/FVC basal (OR 0.56; 1C95%= [0.38;0.83], p=0,004) e
a reversibilidade bronquica (ORadj 4.24; IC95%= [1.14;15.77], p=0.031);

¢ finalmente, em relacdo aos biomarcadores, foi factor de risco a percentagem de eosindfilos
no sangue periférico (OR 1.22; 1C95%= [1.02;1.49], p=0.037).

Como factor protector destacamos o nimero de anos de evolu¢do da doenca (OR 0.24; 1C95%

[=0.07;0.86], p=0.029).

Mostraram ter potencial para factor de risco a histdria de pneumonia, o ndo controlo da

doenca e a percentagem de neutrdfilos na expectoracdo e para factor protector o inicio de

doenca antes dos 12 anos.

Quadro XXVIII — Modelo de regressdo logistica para a predicdo do fendtipo com obstrucdo
persistente da via aérea (p<0.05)

Obstrucgao persistente da via aérea

Variaveis | ORpgjusted | ICoss | OR | ICosy |
Co-varidveis |
Género (masculino) 6.88* (p=0.005) [1.78;26.61] 6.11* (p=0.003) [1.85;20.22] |
(n=71)

Idade (anos) (n=71) |  1.06* (p=0.004) | [1.02;1.09] |  1.05*(p=0.003) | [1.02;1.09) |
Escalas |
WHO (grave) (n=71) | 28.54* (p=0.003) | [3.24;251.38] | 29.00* (p=0.002) | [3.61;232.88] |
ATS (grave) (n=71) | 11.12*(p=0.002) | [2.41,51.44] | 6.60* (p=0.001) | [2.08;20.97] |
Caracteristicas da doenga |
Inicio da doenga 136 [0.34;5.45] 0.38 (p=0.068 [0.16; 1.07]

antes 12 anos (n=71)

Anos de doenga 1.05 (p=0.071) [1.00;1.10] 1.06* (p=0.005) [1.02;1.10]
(anos) (n=71)

Presenca de 0.039* (p=0.024) [0.00;0.66] 0.19 [0.02;2.24]
Comorbilidades(n=71)

Comorbilidades (n=71)

Atopia | 2.64 | [0.67;10,42] | | |
Tipo de alergia
Acaros 2.34 [0.61;9.08] 107 [0.38;3.03]
Pélens 2.40 [0.68;8.45] 197 [0.68;5.68]
Fungus 6.22 [0.21;186.59] 233 [0.14;39.09]
Barata 1.66 [0.11;24.25] 114 [0.10;13.31]
Faneros PE PE PE
IMC (230 Kg/m2) | 0.46 | 011191 | 0.43 | [0.13;1.47] |
HS AINE’s | 0.40 | [0.062.71] | 0.70 | [0.17;2.89] |
Rinite | o0.16* (p=0.018) | [0.04,0.73] |  0.24* (p=0.029) | [=0.07,0.86] |
Polipose | 0.55 | [0.07;4.10] | 1.42 | [0.31;6.55] |

90



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga

2014

numa populagdo portuguesa

Quadro XXVIII (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predigdo do fendtipo com
obstrugdo persistente da via aérea (p<0.05)

Obstrugdo persistente da via aérea

Variaveis | ORpgjusted | ICos5 | OR | [ |
Comorbilidades (n=71) |
Sinusite |  032(p=0.076) | [0.091.13] |  0.32*(p=0.04) | [0.11;0.95] |
Exposigo tabégica | 2.42 | [0.68;8.61] | 2.14 | [0.76;6.07) |
Histéria de 3.56 (p=0.064 [0.93;13.767] 1.94 [0.69;5.47]
Pneumonia | | | | |
Ansiedade | 0.29 | [0.07;1.32] | 0.30 (p=0.08) | [0.08;1.15] |
Depressio | 0.20 | [0.02;2.02] | 0.29 | [0.03;2.48] |
SAOS | PE | PE | PE | PE |
RGE | 0.45 | [0.11;1.75] | 0.96 | [0.31;2.97] |
Défice de alAT | 9.37 |  [0.46;192.19] |  7.73(p=0.084) | [0.76;79.07] |
Bronquiectasia | 1.17 | [0.187.71 | 1.15 | [0.20;6.80] |
DPOC | PE | PE | PE | PE |
Outra doenca 2.50 [0.51;12.13] 1.43 [0.14;14.10]
Obstrutiva
Aspergillus (IgE positiva) | PE | PE | PE | PE |
Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
N3o controlo da 7.70 (p=0.071 [0.84;70.46) 7.03 (p=0.07 [0.86;57.70]
doenga (n=71)

Doente em risco 4.13 [0.43;39.67] 6.63 (p=0.079 [0.81;54.61]
(n=70)

ACT (n=70) | 1.00 | [0.89;1.13] | 0.98 | [0.89;1.08] |
CARAT (Rinite) (n=68) | 1.15 | [0.94;1.40] |  1.17(p=0.075) | [0.99;1.39] |
CARAT (Asma) (n=68) | 1.02 | [0.89;1.16] | 1.01 | [0.91;1.13] |
ALQ (n=63) | 0.96 | [0.81;1.15] | 0.98 | [0.85;1.13) |
SOA (n=69) | 1.16 | [0.951.41] |  1.21*(p=0.02) | [1.03;1.41] |
Hospitalizagdo 2.19 [0.63;7.64] 1.37 [0.22;8.74]
(altimo ano) (n=71)

Exacerbagdo grave 0.74 [0.23;2.41] 1.55 [0.24;9.85]
(altimo ano) (n=71)

Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg 2.22 [0.68;7.29] 3.07* (p=0.034) [1.09;8.66]

PF ou eq)

Dose CSI (>750 pg 2.22 [0.68;7.29] 3.07* (p=0.034) [1.09;8.66]

PF ou eq)

Terapéutica 7.06* (p=0.046) [1.04;48,16] 6.12* (p=0.023) [1.29;29.22]
(stepa+step5)

Fun¢do pulmonary |
Obstrugdo persistente n.a. n.a.

(n=71)

Reversibilidade 4.24* (p=0.031) [1.14;15.77] 4.17* (p=0.014) [1.32;13.11]
bronquica (n=71)

FEV, basal (n=68) | 0.804* (p=0.003) | [0.70;0.93] | 0.83*(p<0.001) | [0.75;0.92] |
FEV, (A)p6s-BD (n=68) |  1.12* (p=0.012) | [1.03;1.22] | 1.063(p=0.099) | [0.99;1.14] |
FEV./FVC basal (n=68) | PE | | 0.56* (p=0.004) | [0.38;0.83] |
FEV./FVC (A)pés-BD 1.17 (p=0.075) [0.98;1.40] 1.06 [0.95;1.18]
(n=68)

FEV,s.75 basal (n=68) | 0.902* (p=0.001) | [0.850.96] | 0.897* (p<0.001) | [0.85;0.95] |
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Quadro XXVIII (continuagdo) — Modelo de regressao logistica para a predi¢do do fendtipo com
obstrugdo persistente da via aérea (p<0.05)

Obstrugdo persistente da via aérea

Varidveis | ORpgjusted | ICosy | OR | ICos5 |
Biomarcadores |
FEVs.75 (A)p6s-BD | 0.99 | [0.97;1.01] | 0.972* (p=0.021) | [0.95;0.99]
(n=68)
VR basal (n=59) | 1.03*(p=0.02) | [1.05;1.05] | 1.02*(p=0.023) | [1.01;1.04] |
VR (B) p6s-BD | 0.95 | [0.89;1.03] | 0.95 | [0.90;1.01] |
DLCO (n=54) | 0.98 | [0.94;1.02] | 0.99 | [0.96;1.02] |
Eosinéfilos sg (n=71) | 1.22 | [0.96;1.55] | 1.22* (p=0.037) | [1.02;1.49] |
Log (eosindfilos+1) | 7.13 | [0.68;75.00] | 7.80 | [1.04;58.33]

(p=0.046)

IgE total sg (n=70) | 1.00 | [0.99;1.00] | 1.00 | [0.99;1.01] |
Log (IgE +1) | 1.85 | [0.60;5.69] | PE | PE |
FeNO (>=35 ppb) 0.36 [0.03;3.73] 1.40 [0.33;5.97]
(n=41)
Expetoracao |
Categorizacao de 0.23 [0.03;2.10] 0.39 [0.08;1.78]
fenétipo (Eos)
Eosindfilos (%)(n=36) | 0.99 | [0.95;1.03] | 1.00 | [0.98;1.03] |
Log (eosindfilos+0.2) | 1.00 | [0.31;3.19] | PE | PE |
Neutréfilos (%)(n=36) |  1.03 (p=0.077) | [0.99;1.07] | 1.03(p=0.066) | [0.99;1.05] |
Log (neutréfilos +0.2) | PE | | PE | PE |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society4; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do monodxido de carbono; eq: equivalente
FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV1: Forced expiratory volume in the first second; FEV25-75: Forced expiratory flow
at 25% point to the 75% point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE: Poor estimate;
RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of Asthma Score; VR:
volume residual; WHO: World Health Organization®

*Significado estatistico se p<0.05

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05

111.4.4.6 Fenétipo grave pela classificagio WHO’

Neste grupo incluiram-se 42 doentes, com prevaléncia de 58%, e valor médio no questionario
SOA de 12 (3.2). As suas caracteristicas foram apresentadas em rubrica anterior (11.3.2.1), das
quais destacamos as constantes do Quadro XXIll, relembrando que os doentes graves diferiram
de forma significativa dos ndo graves: na maior ocorréncia de pneumonia e de outra doenga
obstrutiva, no pior controlo da doenga, na pior qualidade de vida, no uso de maior grau de CSI
e de tiotrépio, na pior funcdo respiratéria e no maior grau de eosinofilia periférica. Outros
factores importantes na histéria da doenga, como o seu inicio tardio e a ocorréncia de
exacerbagdes graves no Ultimo ano, mostraram relacionar-se com maior gravidade da doenca.

Para a ocorréncia deste fendtipo identificamos varios factores de risco/proteccdo, estando o
modelo de predicdo detalhado na Quadro XXIX.
Dos factores de risco com significado estatistico, destacamos os seguintes parametros:
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e a gravidade pela classificacdo ATS® (ORadj 128.73; 1C95%= [14.03;1181.53] p=<0.001) e pela
pontuacdo no questionario SOA (OR adj 1.58; 1C95%= [1.25;2.00], p<0.001);

e a ocorréncia de exacerbagdes graves no ultimo ano (ORadj 2.87; IC95%= [1.04;7.90], p=0.04);

e a histéria de pneumonia (ORadj 5.91; IC95%= [1.73;20.17], p=0.005);

ea presenca de outra doenga obstrutiva que ndo a asma (OR 9.06; 1C95%=[1.09;75.21],
p=0.041);

e 0 pior controlo da doenca avaliado pelos questionarios ACT (OR adj 0.86; 1C95% =[0.75;0.99],
p=0.034), CARATasma (ORadj 0.84; I1C95%= [0.74;.96], p=0.008) e a pior qualidade de vida
(OR adj 1.23; 1C95% [1.04;1.44], p=0.013);

e varios parametros da funcao respiratéria, destacando-se a obstrucdo persistente da via aérea
(ORadj 37.86; 1C95%= [3.62;395.78], p=0.002);

e 0 elevado grau de terapéutica com dose de CSI>750ug de PF ou equivalente (ORadj 54.59;
1C95%= [6.65;448.02], p<0.001);

¢ 0s biomarcadores eosinofilia periférica (OR 1.27; IC95%= [1.01;1.61], p=0.045 e neutrofilia da
expectoragdo (OR 1.02; 1C95%= [1.00;1.04], p=0.090.

Conferiu protecgdo para a manifestacao deste fendtipo o inicio de doenga antes dos 12 anos

(OR 0.38; 1C95%= [0.14;0.99], p=0.049, tendo a atopia e a rinite mostrado forte tendéncia para

essa protecgao.

Quadro XXIX — Modelo de regressao logistica para a predi¢ao de doentes graves segundo a WHO?
(p<0.05)

WHO ‘
Variaveis | ORAd'usted | ICQs% | OR | ICQS% |
Co-varidveis |
Género (masculino) 1.66 [0.49;5.58] 1.77 [0.55;5.78]
(n=71)
Idade (anos) (n=71) | 1.03 (p=0.08) | [1.00;1.06] | 1.03 (p=0.07) | [1.0;1.06] |
Escalas |
WHO (grave) (n=71) | n-a | | | |
ATS (grave) (n=71) 128.73* [14.03;1181.53] 106.33 (p<0.001) [12.70;890.64]
(p=<0.001)
Caracteristicas da doenca |
Inicio da doenga 0.53 [0.17;1.67] 0.38* (p=0.049) [0.14;0.99]
antes 12 anos (n=71)
Anos de doenga 1.00 [0.96;1.04] 1.04 [0.98;1.04]
(anos) (n=71)
Presenga de 0.36 [0.03;3.86] 0.44 [0.04;4.53]
comorbilidades
(n=71)
Comorbilidades (n=71) |
Atopia | 0.422 | [0.13;1.33] |  037(p=0.071) | [0.12;1.09] |
Tipo de alergia
Acaros 0.54 [0.18;1.62] 0.44 [0.16;1.21]
Pélens 0.44 [0.15;1.26] 0.47 [0.17;1.30]
Fungus PE [l PE
Barata 1.67 [0.14;19.87] 1.45 [0.13;16.76]
Faneros 0.83 [0.05;14.76] 0.71 [0.04;11.78]
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Quadro XXIX (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predigdo de doentes graves
segundo a WHO® (p<0.05)

PF ou eq)

WHO |

Varidveis | ORpgjusted | ICosy | OR | ICos5 |
Comorbilidades |
IMC (230 Kg/m’) | 1.77 | [0.58;5.42] | 1.64 | [0.57;4.75] |
HS AINE's | 1.16 | [0.29;4.58] | 1.03 | [0.29;3.62] |
Rinite | 0.24(p=0.094) | [0.05;1.27] |  0.23(p=0.071) | [0.05;1.13] |
Polipose | 1.99 | [0.34;11.43] | 2.33 | [0.44;12.45] |
Sinusite | 1.09 | [0.41;2.89] | 0.94 | [0.37;2.42] |
Exposicdo tabagica | 1.85 | [0.63;5.43] | 1.69 | [0.61;4.70] |
Histéria de 5.91*(p=0.005) [1.73;20.17] 4.55 (p=0.009) [1.46;14.14]
Pneumonia
Ansiedade | 0.99 | [0.33;2.99] | 1.05 | [0.37;3.01] |
Depressio | 0.43 | [0.09;2.18] | 0.66 | [0.15;2.88] |
SAOS | 0.20 | [0.02;2.51] | 0.34 | [0.03;3.94] |
RGE | 0.37 | [0.11;1.21] | 0.63 | [0.22;1.77] |
Défice de a1AT | 1.89 | [0.17;21.51] | 2.23 | [0.22;22.56] |
Bronquiectasia | 3.82 | [0.36;32,68] | 3.92 | [0.43;35.42] |
DPOC | PE | 1] | PE | |
Outra doenga 6.54 (p=0.093 [0.73;58.60] 9.06%(p=0.041) [1.09;75.21]
Obstrutiva
Aspergillus (IgE positiva) | 0.40 | [0.02;7.17] | 0.71 | [0.04;11.78] |
Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos futuros |
Nao controlo da PE PE
doenca (n=71)
Doente em risco 26.85* (p=0.003) [2.96;243.51] 27.33* (p=0.002) [3.30;226.33]
(n=70)
ACT (n=70) 0.86* (p=0.034) | [0.75;0.99] | 0.87%(p=0.024) | [0.76;0.98] |
CARAT (Rinite) 0.99 [0.84;1.16] 1.03 [0.89;1.20]
(n=68)
CARAT (Asma) 0.84* (p=0.008) [0.74;0.96] 0.85*(p=0.008) [0.75;0.96]
(n=68)
ALQ (n=63) | 1.23*(p=0.013) | [1.04;1.44] | 1.21%(p=0.013) | [1.04;1.40] |
SOA (n=69) | 1.58*(p<0.001) | [1.25;2.00] | 1.59*(p<0.001) | [1.27;2.00] |
Hospitalizagdo 2.88 (p=0.06 [0.96;8.62] 2.46 (p=0.09 [0.87;7.00]
(altimo ano) (n=71)
Exacerbacgdo grave 2.87* (p=0.04 [1.04;7.90] 2.54 (p=0.058 [0.97;6.67]
(altimo ano) (n=71)
Terapéutica (n=71) |
Dose CSI (>750 pg 54,59* (p<0.001) [6.65;448.02] 58.0%(p<0.001) [7.14;470.88]

Terapéutica
(step4+step5)

29.40* (p<0.001)

[5.24;164.67]

19.5%(p<0.001)

[4.89;77.73]

Fungdo pulmonar

Obstrugdo
Persistente (n=71)

37.86* (p=0.002)

[3.62;395.78]

29.0*(p<0.001)

[3.61;232.88]

(n=68)

Reversibilidade 2.69 (p=0.052) [0.99;7.32] 2.89%(p<0.033) [1.091;7.67]
bronquica (n=71)

FEV, basal (n=68) | 0.95* (p<0.001) | [0.92,0977] |  0.95*(p<0.001) | [0.92;0.98] |
FEV; (8)p6s-BD 1.11* (p=0.046) [1.01;1.24] 1.09 (p<0.065) [1.00;1.20]
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Quadro XXIX (continuagdo) — Modelo de regressdo logistica para a predigdo de doentes graves
segundo a WHO® (p<0.05)

WHO

Varidveis | ORpgjusted | ICosy | OR | ICos5 |
Fungdo pulmonar |
FEV./FVC basal 0.93* (p=0.003) [0.89;0.98] 0.93*(p<0.001) [0.89;0.97]
(n=68)
FEV./FVC (8) p6s- 0.99 [0.92;1.06] 0.99 [0.92;1.07]
BD (n=68)
FEV,sssbasal (n=68) |  0.94* (p<0.001) | [0.91;0.97] | 0.95%(p<0.001) | [0.93;0.97] |
FEV,5.75 (B)p6s-BD 1.02 [0.99;1.04] 1.01 [0.99;1.02]
(n=68)
VR basal (n=59) | 1.00 | [0.99;1.03] | 1.01 | [0.99;1.03] |
VR (A) p6s-BD | 1.02 | [0.97;1.08] | 1.01 | [0.97;1.07] |
DLCO (n=54) | 097(p=0.055) | [0.94;1.00] | 097(p=0.085) | [0.94;1.00] |
Biomarcadores |
Eosindfilos sg 1.29 (p=0.05 [1.00;1.65] 1.27%(p=0.045) [1.01;1.61]
(n=71)
Log (eosinéfilos+1) | 14.54%(p=0.012) | [1.79;118.05] |  12.45*%(p=0.012) |  [1.74;89.10.06] |
IgE total sg (n=70) | 1.00 | [0.99;1.00] | 1.00 | [0.99;1.00] |
Log (IgE +1) | 1.04 | [0.43;2.51] | PE | PE |
FeNO (>=35 ppb) 0.28 [0.05;1.45] 0.52 [0.14;1.97]
(n=41)
Expectoragdo |
Categorizagdo de 0.44 [0.07;2.59] 0.42 [0.08;2.07]
fenétipo (Eos)
Eosindfilos (%)(n=36) | 0.99 | [0.97;1.02) | 1.00 | [0.97;1.02] |
Log (eosinéfilos+0.2) | 0.71 | [0.27;1.86] | PE | PE |
Neutréfilos (%)(n=36) | 1.02 | [0.99;1.04] | 1.02 (p=0.090) | [1.00;1.04] |
Log (neutréfilos +0.2) | PE | | PE | PE |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSI: corticoterapia inalada; CSO: corticoterapia oral; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente
FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV1: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s,s: Forced expiratory flow at
25% point to the 75% point of forced vital capacity;IMC: indice de massa corporal; Ig: Imunoglobulina; PE: Poor estimate; RGE:
refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; Sg: sangue; SOA: Severity of Asthma Score; VR:
volume residual; WHO: World Health Organization

*Significado estatistico se p<0.05

A sublinhado, p<0.1; a negrito: p<0.05
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11.3.5 Agrupamento da populacdao em clusters e suas caracteristicas
11.3.5.1 Identificagdo de clusters

Até hoje, ndo se conhecem estudos portugueses dirigidos ao agrupamento dos asmaticos por
clusters. A nossa abordagem foi feita de forma ndo supervisionada, procedendo-se depois a
comparacdo dos grupos obtidos, tendo em conta as caracteristicas utilizadas para a
caracterizacdo da populacdo global e que incluiram, para além das -caracteristicas
demograficas e evolutivas da doenca, as clinicas, laboratorias e funcionais. A abordagem
metaboldmica destes resultados é apresentada em rubrica seguinte.

A escolha das variaveis descritas na metodologia do trabalho (Quadro VIlI, sec¢do 11.2.2.5), teve
como base as utilizadas nos estudos de Haldar et al.? e de Moore et al.**®, sendo portanto mais

abrangente do que cada um deles isoladamente.

Reuniram condi¢Oes estatisticas para inclusdo na analise 57 elementos (Quadro X - S da
Informacgdo suplementar 6), correspondendo a 79% da amostra global.

O dendrograma obtido consta da Figura 5.
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Figura 5 — Dendrograma obtido por andlise cluster hierarquica, segundo método Ward. Usando o
método hierdrquico de cluster, 57 individuos foram agrupados até um unico cluster final. Em cada gera¢do de
clusters, as amostras foram aglomeradas em clusters mais abrangentes, tendo-se tornado evidente a formacgao de
5-6 grupos.

Pelo dendograma, as melhores solu¢des pareceram-nos ser as divisdes em 6 ou em 5 grupos.
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Como ilustrado no grafico da Figura 6, a partir do cluster nimero 7, as diferengas sdo muito
reduzidas sendo a melhor solu¢ao do ponto de vista estatistico, a divisdao em 6 grupos.
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Figura 6 — Grafico de aglomeragao. A partir do cluster 7 as diferencas nos critérios de aglomeracdo sdo

reduzidas.

De forma a validarmos a nossa metodologia, testdmos outro método de analise, o método em
dois-passos (two-steps clustering), apropriado para varidveis quantitativas e qualitativas em
simultaneo. Quando o compardmos com as solugdes apresentadas pelo método Ward (Quadro
XXX), notamos, nas distribuicbes por 5 e 6 clusters, bastante coincidéncia com os resultados
obtidos pelo primeiro método, garantindo assim a sua consisténcia. Para a solucdo de 4
clusters, os dois métodos apresentaram solugdes diferentes.

Quadro XXX —Comparagdo das metodologias de andlise cluster Ward e two-step clustering.

‘ Distribuicdo dos elementos da amostra em fungao dos clusters obtidos ‘

‘ Solugao 6 clusters ‘ Solugao 5 clusters | Solugao 4 clusters ‘
N2 de Ward Two Ward Two ’ Ward Two steps
clusters steps steps
1 A A | A | AN A [ A
2 | 9 | 9 | 19 | s | 19 | 16 |
3 1 | 1 | | | | |
4 | 15 13| 15 19| 16 | 6 |
5 | 10 | 6 | 10 | 16| 15 | 28 |
6 A A A | | |

Legenda: As células sombreadas a cinzento representam a correspondéncia entre o método Ward e o método
Two-steps clustering.

Apesar de a divisdo em 6 clusters ser a que mostrou maior sobreposi¢cao de grupos obtidos
pelos dois métodos, optamos pelo agrupamento em 5 clusters ja que, apds analise criteriosa
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dos resultados, era este o agrupamento clinicamente mais relevante. A solu¢do apresentada
para os 4 clusters ndo era clinicamente justificavel, tendo sida eliminada.

11.3.5.2 Caracterizagao dos clusters identificados

As varidveis que mostraram ter importancia (com valor significativo) na divisdo dos cinco
grupos foram as seguintes: género, idade, IMC, excesso de peso, idade de inicio de doenca
antes dos 12 anos, anos de evolugdo da doenga, numero de exacerbag¢des no ultimo ano,
gravidade pelas classificagdes WHO® e ATS?, nimero de comorbilidades, controlo da doenca,
ACT, CARAT, ALQ, SOA, dose de CSI, uso de tiotropio, nimero de farmacos de controlo,
obstrucdo persistente, reversibilidade bronquica, FEV;basal (%previsto), FEV./FVC basal
(%previsto) e AFEV,/FVC, FEV,s5.55 basal (% previsto), percentagem de eosindfilos no sangue, IgE
total sérica. (Quadros XXXI a XXXV).
Deste conjunto destaca-se:

e aidade de inicio da doencga (Figura 7),

e agravidade da doenca (classificacdo WHO” e escala SOA) (Figuras 8 e 9),

e 0 IMC (Figura 10),

e ainflamagdo eosinofilica (percentagem de eosinéfilos no sangue periférico) (Figurall).

Inicio antes 12 anos

M0
40,0% Esim

30,0%

%

20,0%7

10,0%

0,0%—
1 c2 ca c4 cs

Figura 7 — Variavel Inicio de asma antes dos 12 anos nos 5 clusters. Distribuic3o da classificacdo de idade de
inicio de asma antes dos 12 anos (verde) e apds os 12 anos (azul) nos clusters considerados (C1, C2, C3, C4, C5).
Destaca-se que em C1 e C2 a idade de inicio de asma apds os 12 anos ocorreu na totalidade dos elementos de Cl e
na maioria dos de C2.
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WHO

Wz severo
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Figura 8 — Variavel qualitativa de gravidade (classificagdo WHOS) nos 5 clusters. Distribuicio da
classificagdo de ndo grave (azul) e de grave (verde) pela classificagdo WHO® nos clusters considerados (C1, C2,
C3,C4,C5). Verifica-se que a totalidade dos elementos de C1 e a maioria de C2 tinham asma grave, e a que a
totalidade dos elementos de C5 tinha asma ndo grave.

20 L]

1 c2 3 c4 =3

Figura 9 — Variavel quantitativa de gravidade (Severity of Asthma Score) nos 5 clusters. Distribuicio dos
resultados para a variavel Severity of Asthma Score nos clusters considerados (C1, C2, C3, C4,C5). Verifica-se que C1
é 0 grupo que apresenta maior mediana e menor dispersdao de resultados, sendo portanto o grupo mais grave,
seguido de C2. A menor mediana foi obtida por C5. Os pontos representam outliers moderados.
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IMC (Kg/m2)

Figura 10 - Variavel IMC (Kg/mz) nos 5 clusters. Distribuicdo dos resultados para a varidvel IMC nos clusters
considerados (C1, C2, C3, C4,C5). Verifica-se que C2 e C4 sdo os grupos que apresentam maior mediana e C5 a
menor, com menor dispersdo de resultados. Os pontos representam outliers moderados.

| 5B gy

o T
c1

cs

Figura 11 - Variavel inflamagdo eosinofilica no sangue periférico (% eosindfilos) nos 5 clusters.
Distribuicdo dos resultados para a variavel percentagem de eosindfilos no sangue periférico nos clusters
considerados (C1, C2, C3, C4,C5). Verifica-se que C1 é o grupo que apresenta maior mediana mas também maior
dispersdo de resultados e C4 o grupo com menor mediana e menor dispersdo de resultados.

Os pontos representam outliers moderados.

A distribuicdo dos 57 elementos que integraram a andlise foi a seguinte:
C1, 7 elementos; C2, 19 elementos; C3, 10 elementos; C4, 15 elementos; C5, 6 elementos.
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As caracteristicas de cada cluster estdo detalhadas nos Quadros XXXI a XXXV e descrevemos as
mais relevantes de cada um.

Cluster 1 (n=7): todos os elementos foram classificados como graves, quer pela WHO>, quer
pela ATS®, tiveram inicio de doenca apds os 12 anos, eram do género masculino e tinham
excesso de peso, com IMC médio de 27 Kg/m® (1.4). A média de idades foi de 64 (8.3) anos,
com 30 (13.8) anos de evolugao da doenca. A histdria de pneumonia no decurso da doenga foi
varidvel. Nenhum doente apresentou controlo da doenca, tendo sido frequentes as
hospitalizacGes e exacerbagcGes graves no Ultimo ano e o recurso a ciclos de CSO. As
pontuacdes nos questionarios ACT e CARAT foram francamente baixas, sendo a do ACT a pior
de todos os grupos (15 (6.7)) e as do ALQ e SOA francamente elevadas (a do SOA a pior de
todos os grupos (15 (2.8)). A maioria apresentou alteragdes imagioldgicas na TAC-AR, sendo
frequente o air trapping. Em relacdo as comorbilidades presentes, a atopia foi frequente, bem
como a rinite e a exposicdo tabdgica em alguma altura da vida, tendo sido o grupo que
registou mais casos de HS a AINE’s. Quanto a terapéutica utilizada para controlo, foi o grupo
gue usou maior numero de farmacos (5 (0.6)) e todos faziam dose de CSI>750 pg PF ou
equivalente, estando no grau 4 ou 5 de terapéutica GINA. A avaliacdo da funcdo respiratdria
mostrou que todos tinham obstrucdo persistente da via aérea, apesar de existir
reversibilidade bronquica na quase totalidade do grupo, com valor médio de A FEV; de 8%
(9.6), sendo o grupo com valores basais de FEV; e FEV;/FVC mais baixos (66% (16.2) e 56%
(6.6), respectivamente) e valores de VR mais elevados (137% (44.8)).

Em relagdo aos outros biomarcadores, os valores de FeNO foram tendencialmente superiores a
35 ppb, sendo o grupo com maior eosinofilia periférica (8 % (6.8)), tendo sido significativa a
diferenca para todos os outros grupos, nas compara¢bes multiplas. Na analise da
expectoragao, quer a percentagem de eosindfilos quer a de neutrdfilos, tiveram o 292 valor
médio mais elevado dos cinco grupos, com valores de 32% (21.4) e 55% (25.7)
respectivamente, e o mais baixo de macréfagos. Quanto ao fenétipo da expectoracgdo, tendo
sido feita colheita para andlise em 85% de doentes, os tipos celulares identificados foram o
eosinofilico e o misto, com igual prevaléncia.

Cluster 2 (n=19): sendo o grupo mais prevalente (1/3 da populacdo) e o mais obeso, com IMC
médio de 30 Kg/m® (6.8), na grande maioria classificados como graves (74%), o género
feminino compreendeu quase a sua totalidade (95%), com predominio de inicio de doenga
apos os 12 anos (em 58% da populagdo). A média de idades foi de 50 anos (11.9), com elevada
média de anos de evolugdo da doenga (24 (13.0)). A histéria de pneumonia no decurso da
doenca foi variavel mas com prevaléncia elevada (42%). Nenhum doente apresentava controlo
da doencga, tendo sido frequente o recurso a ciclos de CSO, com elevada ocorréncia de
exacerbacgdes graves mas de hospitalizagGes varidvel. As pontuagdes nos questiondrios ACT e
CARAT foram baixas, tendo sido o grupo que manifestou pior qualidade de vida com valor de
ALQ mais elevado (14.2 (2.8)), e o segundo valor de SOA mais elevado (11.6 (2.5)). Em relagdo
as comorbilidades presentes, foi o grupo onde se registou menor nimero. A atopia foi menos
frequente que nos outros grupos, registada em apenas 47% dos doentes, e ganhou
protagonismo o disturbio depressivo-ansioso com prevaléncia de 42%, s6 semelhante a
prevaléncia do grupo C4. Em relagdo a terapéutica utilizada para controlo, foi o segundo grupo
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gue usou maior numero de farmacos (3 (0.9)) e cerca de 80% estavam no grau 4 ou 5 de
terapéutica, fazendo na maioria dos casos doses elevadas de CSI. A avaliacdo da funcdo
respiratdria mostrou valores basais médios de FEV; e de FEV,/FVC normais, sem aumento do
VR. A obstrucdo persistente da via aérea foi registada em 32% dos doentes que mostraram
alguma reversibilidade, com valor médio de grupo para A FEV1 de 8% (7.7). Em relacdo aos
outros biomarcadores, os valores de FeNO foram tendencialmente inferiores a 35 ppb, sem
eosinofilia periférica (4% (1.7)), sendo o valor da IgE total sérica, o mais baixo de todos os
grupos. Quanto a contagem de células na expectoracdo induzida, dos 58% de doentes que
realizaram a sua colheita, 45% mostrou padrdao ndo eosinofilico, com valor médio de
eosinodfilos de 24% (30.3) mas valor elevado de neutréfilos (51% (32.1)).

Cluster 3 (n=10): 90% dos elementos tiveram inicio de doenga antes dos 12 anos, pertencendo
todos ao género feminino, com IMC médio de 27 Kg/m2 (7.0), bastante inferior ao cluster 2,
também constituido maioritariamente por mulheres. A classificacdo de gravidade da doenca
foi variavel, mas de predominio ndo grave (60%). A média de idades foi de 26 anos (8.4),
naturalmente com poucos anos de evolucdo da doencga (14 (7.4)). Ndo apresentaram controlo
da doenca 90% dos elementos, com necessidade de recurso a ciclos de CSO oscilante e elevada
ocorréncia de hospitalizagbes e exacerbagbes graves (70 e 80%, respectivamente). Apesar
disso, as pontuagdes no questionario ACT estiveram no limiar para o controlo (20 (4.0)), o
mesmo ndo se passando com o valor do CARAT (asma) (11 (3.4)). Quanto a qualidade de vida,
o valor de ALQ reportado mostrou algum impacto da doencga (12 (3.5)), sendo o valor do SOA
de 10 (4.0). A grande maioria ndo apresentou altera¢des imagioldgicas na TAC-AR. Registou-se
um numero relativamente elevado de comorbilidades (4 (1.4)) com a atopia a ser muito
frequente (80%) e com grande prevaléncia de alergia a acaros, sendo também frequente a
rinossinusite mas muito raro o disturbio depressivo-ansioso. Em relagdo a terapéutica utilizada
para controlo, 50% estavam abaixo do grau 4 de terapéutica, na maioria dos casos sem uso de
doses elevadas de CSI. A avaliacdo da fungdo respiratéria mostrou valores basais médios de
FEV, e FEV,/FVC normais, sem obstrucdo das pequenas vias nem aumento do VR. Nenhum
mostrou obstrugdo persistente da via aérea, e a labilidade brénquica era normal (A FEV1 de 6%
(3.9)). Relativamente aos outros biomarcadores, os valores de FeNO foram inferiores a 35 ppb,
sem eosinofilia periférica (2% (1.7)). Quanto ao fendtipo da expectoragdo, em 50% dos
doentes que realizaram a colheita para andlise, o tipo celular foi eosinofilico mas, se
atentarmos nos valores médios de eosindfilos e neutrdfilos (6% (6.3) e 36.3% (32.1),
respectivamente), era compativel com padrao celular pobre.

Cluster 4 (n=15): com idade de inicio de doenca varidvel, predominio do género feminino
(80%) e IMC médio de 28 Kg/m? (4.7), a classificacdo de gravidade da doenca foi bastante
equilibrada na frequéncia de graves e ndo graves. A idade de inicio da doenga foi varidvel mas
predominantemente antes dos 12 anos, com média de idades aproximada do cluster 2 (54
anos (15.9)), mas com mais anos de evolugdo da doenga, existindo historia de pneumonia no
decurso da doenca em 33% dos casos. Um terco apresentava controlo da doenca (foi o
segundo grupo com melhor controlo), tendo sido pouco frequente a necessidade de recurso a
ciclos de CSO, de ocorréncia de hospitalizagdes ou de exacerbag¢des graves. As pontuagées no
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questionario ACT estiveram acima do nivel de controlo, (22 (2.1)), com pouco impacto na
qualidade de vida (a segunda melhor média de grupo para o valor de ALQ 10 (2.9)) e o valor do
SOA abaixo dos 10 pontos (9 (2.7)), também o segundo melhor. Dos 53% dos doentes que
realizaram TAC-AR, registaram-se altera¢des na maioria (85%) e o nimero de comorbilidades
presentes foi alto: a atopia foi registada em 2/3 dos doentes, sendo a rinossinusite também
frequente. O distlrbio depressivo-ansioso manifestou-se em mais de 50% dos doentes, sendo
0 grupo com maior prevaléncia, e 1/3 tinha alguma exposicdo tabagica na sua vida. Em 26%
dos doentes foi detectada a presenca de outra doenca obstrutiva para além da asma, sendo a
bronquiectasica a mais frequente. Em relacdo a terapéutica utilizada para controlo, a maioria
dos casos (87%) nao fazia uso de doses elevadas de CSI. A avaliagdo da funcdo respiratoria,
mostrou valores basais médios de FEV; normais (88% (24.0)), mas baixos de FEV,/FVC (71%
(7.9)), considerando a média de idades da populacdo em causa (54 anos). Foi o grupo onde se
registou maior obstrugdo das pequenas vias aéreas, com valor médio de FEV,s5.;5 de 39% (18.3),
mas menor reversibilidade da mesma quando comparado com C2, com elevac¢do do VR (132%
(35.2)). A obstrucdo persistente da via aérea foi registada num terco dos doentes, havendo
resposta positiva a broncodilatagdo em mais de 50% do grupo, com valor médio de resposta
de 8% (6.5) para o FEV;. Em relagdo aos outros biomarcadores, os valores de FeNO foram
tendencialmente inferiores a 35 ppb, sem eosinofilia periférica (2 % (1.3)). Quanto ao fenétipo
da expectoragdo, dos 47% em que se realizou a colheita da amostra, 57% era do tipo nao
eosinofilico. De facto, o valor médio da percentagem de neutrdfilos foi o mais elevado de
todos os grupos (59% (31.8)) e o de eosindfilos o segunda mais baixo (21% (25.6)),
aproximando-se do padrao celular do C2.

Cluster 5 (n=6): com idade de inicio de doencga tendencialmente antes dos 12 anos de idade,
pertencendo maioritariamente ao género masculino, foi o grupo mais jovem, com média de
idades de 23 anos (6.8). Tinham poucos anos de evolugdo da doenga (13 (8.7)) e, em apenas
17%, se registou historia de pneumonia. Apresentaram o IMC mais baixo de todos os grupos,
com valor normal (21 Kg/m? (8.1)). Todos os doentes foram classificados como n3o graves
pelas duas classificagdes utilizadas. 67% apresentava completo controlo da doenga, sem
qualquer registo de hospitalizagdo no ultimo ano e, em apenas 17% dos casos, se registou
recurso a ciclos de CSO. Em concordancia, as pontuagdes no questiondrio ACT e CARAT (asma)
mostraram ser normais e as melhores de todos os grupos, sem grande impacto na qualidade
de vida. O valor do SOA foi o mais baixo de todos (4.8 (2.5)). A atopia e a rinite foram
registadas em 100% dos doentes. Em relagdo a terapéutica utilizada para controlo, o niumero
médio de farmacos utilizados foi o mais baixo, 83% dos doentes estavam abaixo do grau 4 de
terapéutica GINA e nenhum fazia doses elevadas de CSI. A avaliagdo da funcdo respiratéria,
mostrou os melhores valores em comparagdo com os outros grupos. No entanto, o valor
médio do VR mostrou-se elevado, mas com grande varia¢do (142% (37.7)). Nenhum doente
apresentou obstrucdo da via aérea, tendo sido baixa a labilidade brénquica (3% (3.0) para a
variacdo de FEV, apds prova de broncodilatacdo). Em relagdo aos outros biomarcadores, os
valores de FeNO foram tendencialmente superiores a 35 ppb, mas sem eosinofilia periférica
(3% (1.6)) e apresentaram os valores mais elevados de IgE total. Quanto ao fendtipo da
expectoracao, em apenas 25% foi realizado o estudo celular, ndo sendo interpretdveis os
resultados.
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As comparag¢des multiplas entre os grupos (Quadros XXX a XXXV) conseguiram-se estabelecer
para os seguintes parametros: idade, anos de evolugdo de doenca, IMC, pontuagdo dos varios
questionarios, nimero de farmacos utilizados, valores de fungao respiratéria, percentagem de
eosindfilos no sangue e valores logaritmicos de IgE total sérica. Destacamos os seguintes
achados:

e Os grupos C3 e C5 ndo diferiram, com significado estatistico, na idade, nos anos de evolugao
de doenga, no IMC, no nimero de medicacdo usada, na funcdo respiratéria, nem na
eosinofilia periférica, mas diferiram na qualidade de vida (Figura 12), no controlo da doenca
(Figura 13) e na gravidade da mesma (Figuras 8 e 9), com piores resultados para o sexo
feminino.

54

(] c2 c3 c4 cs

Figura 12 — Variavel qualidade de vida (ALQ) nos 5 clusters. Distribuicdo dos resultados para a variavel ALQ
nos clusters considerados (C1, C2, C3, C4,C5). O grupo que apresentou mediana mais elevada, e portanto pior
qualidade de vida, foi 0 C2, e com menor dispersdo de resultados. O contrario foi verificado em C5.
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Figura 13 - Variavel controlo da asma (CARATasma) nos 5 clusters. Distribuicio dos resultados para a
variavel CARAT (asma) nos clusters considerados (C1, C2, C3, C4,C5). Os grupos que apresentaram medianas mais
baixas (pior controlo de sintomas asmaticos) foram o C1 e C2, este ultimo com menor dispersdo de resultados. Os
pontos representam outliers moderados e o asterisco outliers severos.

e Os grupos C2 e C4, predominantemente constituidos por mulheres, diferiram essencialmente
pela maior gravidade e pior qualidade de vida de C2 (Figura 12), ndo diferindo com
significado estatistico na idade, nos anos de evolucdo da doenca (embora com valores
bastante inferiores para o C2, que se aproximou mais de C3 em termos de médias do que de
C4), no IMC ou nos valores da funcdo respiratdria. No entanto, detectaram-se diferencas
significativas entre os grupos respeitante ao controlo da doenga (CARAT asma) (Figura 13).

¢ Os grupos C1 (o mais grave) e C5 (o menos grave) foram os que mais se diferenciaram
individualmente: O C1 diferenciou-se pela maior gravidade, com SOA mais elevado (apenas
sem diferenga estatistica para o grupo C2) (Figura 9), pelo maior numero de farmacos de
controlo utilizados (com significado estatistico em relagdo a todos os outros grupos) e pelo
elevado grau de eosinofilia periférica; C5 diferenciou-se pela idade (apenas sem diferenca
com o grupo C3) e pela menor gravidade, com o melhor valor de SOA.
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Quadro XXXI — Caracterizagao da populagao asmatica e da histéria da doenga, nos 5 clusters

Variaveis c1 c2 c3 ca c5 Analise Comparagoes

qualitativas (n, %) (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6) estatistica multiplas

e quantitativas (M

(DP))

Idade (anos) 64.318.3 49.9+11.9 25.9+8.4 53.7+15.9 23.0+6.8 F(4,52)=19.0 C5=C3;
P<0.001 C2=C4=C1

Género

Feminimo 0(0.0) 18(42.9) 10(23.8) 12(28.6) 2(4.8) Fisher=29.5 n.a.

Masculino 7(46.7) 1(6.7) 0(20.0) 3(20.0) 4(26.7) P<0.001

IMC (Kg/m?) 27.3t1.4 | 30368 | 26.9:7.0 | 28.1#4.7 | 21.2+18 | F(452)=3.2 | C5=C3=C1=C4;
P=0.020 €3=C1=C4=C2

Inicio de asma antes

12A

N3o 7(25.9) 11(40.7) 1(3.7) 6(22.2) 2(7.4) Fisher=15.4 n.a.

Sim 0(0.0) 8(26.7) 9(30.0) 9(30.0) 4(13.3) p=0.003

Anos de doenga 29.7+13.8 24.4+13.0 14.3+7.4 31.8+18.5 12.8+8.7 F(4,52)=3.8 C5=C3=C2=C1;
P=0.009 €3=C2=C1=C4

Hospitalizagdo (no

ultimo ano)

N3o 4(11.1) 12(33.3) 3(8.3) 11(30.6) 6(16.7) Fisher=8.6 n.a.

Sim 3(14.3) 7(33.3) 7(33.3) 4(19.0) 0(0.0) p=0.060

Exacerbacgdo grave

(no ultimo ano)

N3o 1(3.7) 8(29.6) 2(7.4) 11(40.7) 5(18.5) Fisher=12.9 n.a.

Sim 6(20.0) 11(36.7) 8(26.7) 4(13.3) 1(3.3) p=0.009

ATS

N&o-grave 0(0.0) 7(22.6) 7(22.6) 11(35.5) 6(19.4) Fisher=19.0 n.a.

Grave 7(26.9) 12(46.2) 3(11.5) 4(15.4) 0(0.0) p<0.001

WHO

N3o-grave 0(0.0) 5(20.8) 6(25.0) 7(29.2) 6(25.0) Fisher=16.8 n.a.

Grave 7 (21.2) 14(42.4) 4(12.1) 8(24.2) 0(0.0) p=0.001

TAC-AR Normal

N3o 5(29.4) 5(29.4) 1(5.9) 6(35.3) 0(0.0) Fisher=5.1 n.a.

Sim 1(12.5) 3(37.5) 2(25.0) 1(12.5) 1(12.5) p=0.238

Air trapping (AT)

Nao 2(11.8) 6(35.3) 2(11.8) 6(35.3) 1(5.9) Fisher=4.7 n.a.

Sim 4(50.0) 2(25.0) 1(12.5) 1(12.5) 0(0.0) p=0.322

Enfisema (E)

Nao 4(19.0) 8(38.1) 3(14.3) 5(23.8) 1(4.8) Fisher=5.6 n.a.

Sim 2(50.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(50.0) 0(0.0) p=0.333

Bronquiectasias (B)

Nao 4(23.5) 5(29.4) 3(17.6) 4(23.5) 1(5.9) Fisher=2.3 n.a.

Sim 2(25.0) 3(37.5) 0(0.0) 3(37.5) 0(0.0) p=0.845

E+B

Nao 6(25.0) 8(33.3) 3(12.5) 6(25.0) 1(4.2) n.a n.a.

Sim 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(100.0) 0(0.0)

AT+E+B

N3o 5(20.8) 8(33.3) 3(12.5) 7(29.2) 1(4.2) n.a n.a.

Sim 1(100) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

ATS: American Thoracic Society; C: Cluster; IMC: indice de massa corporal; WHO: World Health Organization
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Quadro XXXII — Controlo da doenga, qualidade de vida e risco de eventos adversos, nos 5 clusters

Variaveis: c1 Cc2 c3 ca c5 Anidlise Comparacgoes
qualitativas (n, (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6) estatistica multiplas
%) quantitativas
(M(DP))
Controlo da
doenga
Sim 0(0.0) 0(0.0) 1(10.0) 5(50.0) 4(40.0) Fisher=15.7 n.a.
Nzo 7(14.9) 19(40.4) 9(19.1) 10(21.3) 2(4.3) p=0.001
Doentes em risco
(21 ponto)
Ndo 0(0.0) 4(36.4) 1(9.1) 2(18.2) 4(36.4) Fisher=8.5 n.a.
Sim 7(15.2) 15(32.6) 9(19.6) 13(28.3) 2(4.3) p=0.045
Uso de CSO (no
ultimo ano):
0 0(0.0) 6(23.1) 4(15.4) 11(42.3) 5(19.2)
1 2(11.1) 7(38.9) 5(27.8) 3(16.7) 1(5.6) n.a. n.a.
2 2(33.3) 4(66.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
23 3(42.9) 2(28.6) 1(14.3) 1(14.3) 0(0.0)
ACT 14.846.7 17.7£3.2 19.624.0 21.8+2.1 23.5t1.4 F(4,52)=7.6 C1=C2;
p<0.001 C2=C3=C4;
C3=C4=C5
CARAT (Rinite) 5.64.0 6.0+3.7 5.5+2.1 9.3+2.4 6.2+1.8 F(4,52)=3.7 C3=C1=C2=C5;
p=0.010 C1=C2=C3=C4
CARAT (Asma) 9.445.0 8.7+3.1 11.1+3.4 15.5#3.4 | 15.7+2.5 | F(4,52)=9.5 C2=C1=C3;
p<0.001 C3=C4; C4=C5
ALQ 12.9+4.0 14.2+2.7 11.743.5 9.6£2.9 7.7£3.3 F(4,52)=7.5 C5=C4;
p<0.001 C4=C3=C1,
C3=C1=C2
SOA 15.0£2.8 11.6+2.5 10.3+4.0 8.7+2.7 4.8+2.5 F(4,52)=9.4 C5;
p<0.001 C4=C3=C2;
C2=C1

ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; C:
Cluster; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; CSO: corticoterapia oral; IMC: indice de massa corporal; WHO: World
Health Organization
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Quadro XXXIII — Distribuicdo das comorbilidades nos 5 clusters

Variaveis qualitativas Cc1 Cc2 c3 ca c5 Analise estatistica

(n, %) e quantitativas (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6)

(M (DP))

Atopia

N3o 2(11.1) 9(50.0) 2(11.1) 5(27.8) 0(0.0) Fisher=5.3

Sim 5(12.8) 10(25.6) 8(20.5) 10(25.6) 6(15.4) P=0.255

Rinite

Nao 0(0.0) 4(40.0) 1(10.0) 5(10.0) 0(0.0) Fisher=4.6

Sim 7(14.9) 15(31.9) 9(19.1) 10(21.3) 6(12.8) p=0.282

Polipose

Nao 5(10.2) 17(34.7) 8(16.3) 13(26.5) 6(12.2) Fisher=2.6

Sim 2(25.0) 2(25.0) 2(25.0) 2(25.0) 0(0.0) p=0.657

Sinusite

N3o 4(12.9) 9(29.0) 4(12.9) 10(32.3) 4(12.9) Fisher=2.6

Sim 3(11.5) 10(38.5) 6(23.1) 5(19.2) 2(7.7) p=0.661

Exposicdo tabagica

Nao 2(5.6) 13(36.1) 7(19.4) 10(27.8) 4(11.1) Fisher=3.9

Sim 5(23.8) 6(28.6) 3(14.3) 5(23.8) 2(9.5) p=0.432

Histdria de pneumonia

N3o 4(11.1) 11(30.6) 6(16.7) 10(27.8) 5(13.9) Fisher=1.6

Sim 3(14.3) 8(38.1) 4(19.0) 5(23.8) 1(4.8) P=0.857

HS AINE’s

Nao 4(8.3) 18(37.7) 8(16.7) 14(29.2) 4(8.3) Fisher=7.5

Sim 3(33.3) 1(11.1) 2(22.2) 1(11.1) 2(22.2) P=0.068

Ansiedade (sim) 0(0.0) 5(38.5) 1(7.7) 5(38.5) 2(15.4) Fisher=4.3; P=0.361

Depressdo (sim) 0(0.0) 3(50.0) 0(0.0) 3(50.0) 0(0.0) Fisher=3.4; P=0.482

RGE

N3o 4(10.0) 13(32.5) 9(22.5) 10(25.0) 4(10.0) Fisher=2.8;

Sim 3(17.6) 6(35.3) 1(5.9) 5(29.4) 2(11.8) P=0.615

Défice al-AT

Nao 5(9.4) 19(35.8) 9(17.0) 14(26.4) 6(11.3) Fisher=5.6;

Sim 2(50.0) 0(0.0) 1(25.0) 1(25.0) 0(0.0) p=0.105

Bronquiectasias

N3o 7(13.2) 18(34.0) 10(18.9) 12(22.6) 6(11.3) Fisher=3.6;

Sim 0(0.0) 1(25.0) 0(0.0) 3(75.0) 0(0.0) p=0.415

DPOC

Nao 5(9.6) 18(34.6) 10(19.0) 13(25.0) 6(11.5) Fisher=4.3;

Sim 2(40.0) 1(20.0) 0(0.0) 2(40.0) 0(0.0) p=0.283

Outra doenga

obstrutiva

N3o 4(8.3) 17(35.4) 10(20.8) 11(22.9) 6(12.5) Fisher=7.1;

Sim 3(33.3) 2(22.2) 0(0.0) 4(44.4) 0(0.0) p=0.086

Aspergillus (IgEpos)

Nao 6(10.9) 19(34.5) 10(18.2) 14(25.5) 6(10.9) Fisher=4.0;

Sim 1(50.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(50.0) 0(0.0) p=0.346

N2 de comorbilidades F(4,52)=2.6; P=0.046
5.6+3.0 3.3t14 3.6t1.4 3.6x1.4 3.5t1.0 C2=C5=C3=C4;

C5=C3=C4=C1

AT: antitripsina; C: Cluster; CSO: corticoterapia oral; DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva crénica; HS AINE’s: hipersensibilidade a
anti-inflamatorios ndo esterdides; Ig: Imunoglobulina; IMC: indice de massa corporal; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAQS:
sindrome de apneia obstrutiva do sono
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Quadro XXXIV — Distribuicdo da terapéutica pelos 5 clusters

Variaveis C1 C2 C3 ca C5 Anilise

qualitativas (n, (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6) estatistica

%) e

quantitativas

(M1DP)

Imunoterapia

N3o 5(11.1) 19(42.5) 7(15.6) 11(24.4) 3(6.7)

Sim 1(9.1) 0(0.0) 3(27.3) 4(36.4) 3(27.3) n.a.

No passado 1(100) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

Terapéutica:

até step3 0(0.0) 0(0.0) 1(33.3) 2(66.6) 0(0.0)

step3 0(0.0) 4(28.6) 4(28.6) 1(7.1) 5(35.7) n.a.

step4 5(13.5) 14(37.8) 5(13.5) 12(32.4) 1(2.7)

step5 2(66.7) 1(33.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

Dose CSI:

<750 pgr PF ou eq 0(0.0) 9(25.7) 7(20.0) 13(37.1) 6(17.1) Fisher=20.6;

>750 ugr PF ou eq 7(31.8) 10(45.5) 3(13.6) 2(9.1) 0(0.0) P<0.001

BALA

Nao 0(0.0) 0(0.0) 1(33.3) 2(66.7) 0(0.0) Fisher=3.6;

Sim 7(13.0) 19(35.2) 9(16.7) 13(24.1) 6(11.1) P=0.436

Tiotropio

Nao 3(6.7) 15(33.3) 10(22.2) 11(24.4) 6(13.3) Fisher=8.7;

Sim 4(33.3) 4(33.3) 0(0.0) 4(33.3) 0(0.0) P=0.045

Montelucaste

Nao 1(3.7) 8(29.6) 5(18.5) 9(33.3) 4(14.8) Fisher=5.0;

Sim 6(20.0) 11(36.7) 5(16.7) 6(20.0) 2(6.7) P=0.288

Omalizumabe

Nao 5(9.3) 18(33.3) 10(18.5) 15(27.8) 6(11.1) Fisher=5.6;

Sim 2(66.7) 1(5.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) P=0.088

Aminofilina

Ndo 5(9.8) 17(33.3) 10(19.6) 13(25.5) 6(11.8) Fisher=3.6;

Sim 2(33.3) 2(33.3) 0(0.0) 2(33.3) 0(33.3) P=0.410

CS nasal

Nao 3(20.0) 8(53.3) 0(0.0) 4(26.7) 0(0.0) Fisher=9.0;

Sim 4(9.5) 11(9.5) 10(23.8) 11(26.7) 6(14.3) P=0.045
F(4,52)=6.9;

Ne de farmacos 5.0£0.6 3.1:0.9 3.0£13 2.90.9 2.810.8 p<0.001

C1;
C5=C4=C3=C2

BALA:beta-adrenérgico de longa acgdo; C: Cluster; CS: corticoterapia; CSI: corticoterapia inalada; eq: equivalente PF:
propionato de fluticasona
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Quadro XXXV — Fungdo pulmonar nos 5 clusters

Variaveis qualitativas (n, c1 c2 c3 ca c5 Andlise Comparagoes

%) e quantitativas (M:DP) (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6) estatistica multiplas

Obstrugdo persistente

N3o 0(0.0) 13(33.3) 10(25.6) 10(25.6) 6(15.4) Fisher=21.4; n.a.

Sim 7(38.9) 6(33.3) 0(0.0) 5(27.8) 0(0.0) P<0.001

Reversibilidade brénquica

Nao 1(4.0) 5(20.0) 9(36.0) 7(28.0) 3(12.0) Fisher=13.5; n.a.

Sim 6(18.8) 14(43.8) 1(3.1) 8(25.0) 3(9.4) P=0.006

FeNO(ppb):

<35 1(5.0) 8(40.0) 5(25.0) 4(20.0) 2(10.0) Fisher=4.8; n.a.

235 3(23.1) 2(15.4) 2(15.4) 3(23.1) 3(23.1) P=0.320

Fendtipo expectoragdo

EOS (n=15) 3(20.0) 6(40.0) 2(13.3) 3(20.0) 1(6.7)

NEU (n=3) 0(0.0) 1(33.3) 0(0.0) 2(66.7) 0(0.0) n.a. n.a.

Misto (n=9) 3(33.3) 3(33.3) 1(11.1) 1(11.1) 1(11.1)

PAUCI (n=3) 0(0.0) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 0(0.0)

FEV; basal (%) 66.1+16.2 87.5+24.3 114.7£13.8 88.0+24.0 114.0+£27.2 F(4,52)=6.7 C1=C2=C4,
p<0.001 C2=C4=C5=C3

FEV, ap6s BD (%) 74.0+£14.7 95.6+23.9 120.4+£12.9 95.5+21.1 116.8+25.8 F(4,52)=6.5 C1=C4=C2;
p=0.001 C4=C2=C5=C3

A FEV; (%) 7.919.6 8.1+7.7 5.7£4.0 7.5%6.5 2.8+3.0 F(4,52)=0.8
p=0.281 n.a.

FEV,/FVC basal (%) 56.3£6.6 73.4¢15.3 93.7¢15.4 71.147.9 96.315.7 F(2,52)=14.9 C1=C4;C4=C2; C3=C5
p<0.001

FEV,/FVC ap6s BD (%) 58.9+6.9 76.4+15.8 88.9+10.6 72.618.4 95.0+4.1 F(4,52)=11.3 C1=C4; C4=C2; C2=C3;
p<0.001 C3=C5

A FEV,/FVC (%) 2.6£3.4 3.0t4.6 -4.8+13.2 1.5+2.7 -1.314.4 F(4,52)=2.7 n.a.
p=0.05
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Quadro XXXV (continuagdo) — Fungdo pulmonar nos 5 clusters

Variaveis qualitativas (n, c1 c2 c3 (o} Cc5 Andlise Comparagoes
%) e quantitativas (M+DP) (n=7) (n=19) (n=10) (n=15) (n=6) estatistica multiplas
FEV 575 basal (%) 19.1+6.0 42.8+24.0 88.7+11.3 39.0+18.3 120.3+.24.9 F(4,52)=35.03
p<0.001 C1=C4=C2; C3; C5
FEV35.75 apds BD (%) 9.7+15.8 67.4136.1 111.7+18.9 55.9+28.4 131.2+21.8 F(4,52)=21.2
p<0.001 C1; C4=C2;C3=C5
A FEV25-75 (%) -9.4+16.8 24.6+30.1 23.0+17.2 16.9+34.2 10.8+13.5 F(4,52)=2.2
p=0.076 n.a.
VR basal (%) 137.4+44.8 117.4+25.6 106.7+34.4 132.2+35.2 142.0+37.7 F(4,52)=1.8 n.a.
p=0.149
VR ap6s BD (%) 136.2+46.5 114.9+27.6 107.2+32.0 127.5+37.8 136.6142.0 F(4,52)=1.1 n.a.
p=0.392
A VR (%) -12.0+4.6 -2.6112.8 -2.7£12.6 -5.318.2 -5.248.3 F(4,52)=0.9 n.a.
p=0.482
Eosindfilos sangue (%): 7.7+6.8 3.9+1.7 1.8+1.7 1.5+1.3 3.3¢1.6 F(4,52)=7.0 C4=C3=C5=C2;
p<0.001 Cl
IgEt sérica (log(mmol/L)): 2.540.4 1.9+0.4 2.140.7 2.310.7 2.740.2 F(4,52)=3.2 €2=C3=C4=C1;
p=0.019 C3=C4=C1=C5
Eosinéfilos expectoragdo (%) 32.0+21.4 24.3+30.3 5.846.3 21.3+25.6 44.5+48.8 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)
Neutréfilos expectoragao (%) 55.2+25.7 50.6+32.1 36.3+32.1 59.4+31.8 38.0+53.7 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)
Macréfagos (%) 1.7+2.8 8.6114.1 3.844.8 5.7+8.9 13.5+10.6 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)
Mondcitos (%) 4.0£5.4 7.76.9 22.5+27.8 6.4+5.1 2.0+2.8 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)
Céls. dendriticas (%) 0.0+0.0 0.19+0.60 0.0+0.0 0.17+0.37 0.04+0.05 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)
Basofilos (%) 0.3710.48 0.03+0.06 0.03+0.05 0.03£0.04 0.070.10 n.a.
(n=6) (n=11) (n=4) (n=7) (n=2)

BD: broncodilatagdo; FVC: forced vital capacity; C: Cluster; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; Eos: eosinofilico; FeNO; Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced Expiratory Volume in the first
second; FEV,s.zs: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced Vital Capacity; Ig: Imunoglobulina; Neu: neutrofilico; Pauci: paucigranulocitico; VR: volume residual
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11.3.6 A metabolémica na asma grave e na identificagdo de biomarcadores urinarios
especificas da asma (grupos de gravidade, fenétipos e clusters)

Nesta rabrica, tivemos como intuito a identificacdo de metabolitos urinarios relacionados com
a peroxidacdo lipidica, que fossem biomarcadores de gravidade da asma e dos clusters
previamente identificados. Este objectivo, se cumprido, permitir-nos-ia contribuir para o
estudo da patogenia da asma, correlacionando os perfis metabolémicos urinarios da
peroxidacao lipidica dos asmdticos com parametros clinicos e de gravidade da doenca.

A técnica utilizada para obtencdo de dados foi a andlise bidimensional por cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massa por tempo de vbéo, que permite avaliar
compostos volateis resultantes do stress oxidativo. Os dados obtidos foram submetidos a
analises dirigidas e supervisionadas.

11.3.6.1 Asma grave

Dados obtidos por GCxGC- ToFMS

Das varias dezenas de metabolitos detectdveis na urina, utilizou-se para a andlise pela técnica
GCxGC uma base de dados reduzida, compreendendo 34 aldeidos e alcanos alifaticos,
relacionados com a peroxidacdo lipidica (decorrente do stress oxidativo), dum perfil
metabolémico urinario (Quadro I - S da Informagdo suplementar 1).

A analise supervisionada, pelo método PLS-DA, incidiu na matriz acima referenciada, tendo-se
obtido a separacdo por grupos de gravidade constantes do grafico da Figura 14. Esta
distribuicdo sobre as duas componentes LV1 (First Latent Variable) e LV2 (Second Latent
Variable), que explicam 61,8% da variabilidade, mostra claramente a separa¢do de dois
grupos: um relativo a doentes graves e outro a ndo graves. No entanto, essa separa¢ao nao foi
conseguida num numero consideravel de elementos (n=28), que aparecem sobrepostos
(Figura 14).
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Figura 14 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na
urina de individuos graves e ndo graves. O grafico das coordenadas factoriais mostra que as amostras estdo
dispersas ao longo da primeira varidvel latente, com predominio das amostras de AG no seu lado negativo e das
amostras de asma ndo grave no seu lado positivo. Um grupo de amostras sobrep&e-se no eixo de LV1.

Perante os resultados obtidos, na tentativa de obter melhor separagao entre grupos de
gravidade, e variando a extensdo do stress oxidativo com a idade, procedeu-se ao mesmo tipo
de analise, tendo em conta o factor idade. A divisdo foi feita em 4 faixas etarias (Figuras 15-A a
18-A), tendo-se entdo obtido separagdo muito clara, por grupos de gravidade e sem amostras
sobrepostas, sendo os compostos responsaveis por essa separacao os constantes dos graficos
correspondentes (Figuras 15-B a 18-B).
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Individuos até 21 anos (incluindo asmaticos graves e nao graves)
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Figura 15 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na
urina de individuos graves e ndo graves, com < 21 anos de idade.
A - O grafico das coordenadas factoriais mostra a discriminagdo ao longo do LV1 havendo predominio de doentes
graves no seu lado negativo e de doentes ndo graves no lado positivo. Os simbolos preenchidos representam os
elementos graves e os ndo preenchidos os nao graves.
B - No grafico das contribui¢des factoriais, apesar de se verificar uma distingdo entre AG e asma ndo grave, quando
se consideram as familias de peroxidagdo lipidica, ndo é possivel, nesta faixa etaria, fazer a caracterizagdo da
gravidade em fung¢do da familia quimica. A atribuicdo dos numeros relativos aos picos dos metabolitos estd
patente no Quadro | - S da Informagdo suplementar 1.
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Individuos de 22 a 40 anos (incluindo asmaticos graves e nao graves)
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Figura 16 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na

urina de individuos graves e nao graves, entre 22-40 anos de idade.

A - O grafico das coordenadas factoriais mostra a discriminagdo ao longo do LV1 havendo predominio de doentes
graves no seu lado negativo e de doentes ndo graves no lado positivo. Os simbolos preenchidos representam os
elementos graves e os ndo preenchidos os ndo graves.

B - No gréfico das contribuigGes factoriais, nota-se que, nos componentes identificados responsaveis pela separagdo
da AG, predominam os alcanos. A atribuigdo dos numeros relativos aos picos dos metabolitos estd patente
Quadro | - S da Informagdo suplementar 1.
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Individuos de 41 a 60 anos (incluindo asmaticos graves e nao graves)
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Figura 17 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na
urina de individuos graves e nao graves, entre 41-60 anos de idade.
A - O grafico das coordenadas factoriais mostra a discriminagdo ao longo do LV1 havendo predominio de doentes
graves no seu lado negativo e de doentes ndo graves no lado positivo. Os simbolos preenchidos representam os
elementos graves e os ndo preenchidos os ndo graves.
B - No grafico das contribuigdes factoriais, nota-se que nos componentes identificados responsaveis pela separagdo
da AG predominam os alcanos. A atribuicdo dos numeros relativos aos picos dos metabolitos esta patente no
Quadro | - S da Informagdo suplementar 1.
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Individuos com mais de 60 anos (incluindo asmaticos graves e ndo graves)
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Figura 18 - Anilise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na

urina de individuos graves e ndo graves, para individuos com mais de 60 anos de idade.

A- 0O grafico das coordenadas factoriais mostra a discriminagdo ao longo do LV1 havendo predominio de doentes
graves no seu lado negativo e de doentes nao graves no lado positivo. Os simbolos preenchidos representam os
elementos graves e os ndo preenchidos os nao graves.

B- No grafico das contribuigdes factoriais, nota-se que nos componentes identificados responsaveis pela separagao
da AG predominam os alcanos. A atribuicdo dos nimeros relativos aos picos dos metabolitos esta patente no
Quadro | - S da Informagdo suplementar 1.

Resumindo, com excepgdo da faixa de individuos com menos de 21 anos de idade, a familia
guimica que predomina nos doentes graves é a dos alcanos, com maior extensdo a medida que
a idade aumenta. Nos graficos das contribui¢des factoriais nota-se que a AG é caracterizada
pelo predominio de alcanos, que se comega a observar para os individuos com idades entre
22-40 anos, acentuando-se nas duas faixas etdrias seguintes.
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11.3.6.2 Clusters

Com o intuito de encontrar biomarcadores de diferentes clusters/endétipos, procedemos a sua
andlise metaboldomica, fazendo uso da mesma técnica GCxGC, agora dirigida aos clusters
obtidos previamente.

Foi, também aqui, utilizada a base de metabolitos urindrios relacionados com a peroxidacao
lipidica, referida no Quadro I - S da Informagdo suplementar 1, a qual se aplicou a PLS-DA.

A separacdo obtida para os 5 clusters nao foi clara, principalmente devido aos clusters 2 e 4
(Figura 19).

[¢<]

LV2 (10,1%)

LV1 (18,4%)

OCluster1 XCluster2 M (Cluster3 =—Cluster4 Cluster 5

Figura 19 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na
urina dos 57 individuos, distribuidos pelos 5 clusters.

O grafico das coordenadas factoriais, obtido por PLS-DA, aplicada as areas de pico dos aldeidos e alcanos alifaticos
detectados na urina dos individuos dos cinco clusters, mostra ndao haver discriminagdo clara entre os grupos, ao
longo da primeira e da segunda varidvel latente, principalmente devido a c2 e C4 que se sobrepde.

Perante este resultado, procedemos a outras andlises supervisionadas que mostraram que os
clusters obtidos eram clinicamente justificaveis. Em primeiro lugar fizemos andlise
supervisionada dos C1, C3 e C5, por terem diferentes graus de gravidade mas, em comum,
uma provavel resposta inflamatdria do tipo Th2. Depois, fizemos andlise supervisionada aos C2
e C4, ja que partilhavam caracteristicas como a idade e o IMC, mas apresentavam gravidade e
controlo de doenga discordantes, sugerindo diferente resposta inflamatéria. Desta forma,
obtivemos uma boa discriminagdo para os clusters 1, 3 e 5 (Figura 20), mas n3o tdo clara para
os clusters 2 e 4 (Figura 21).
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Os clusters 1, 3 e 5 diferenciaram-se com base na composi¢ao urindria dos aldeidos e alcanos
alifaticos, como mostra o grafico das coordenadas factoriais (Figura 20-A) onde a primeira e
segunda varidvel latente explicam 49% da variabilidade total. Ao longo de LV1, encontra-se
separacdo entre o C1 e os outros clusters (C3 e C5) e, ao longo de LV2, entre C3 e C5. Como se
observa na Figura 20-A, as amostras de C1 localizam-se no lado positivo de LV1 e, as de C3 e
C5, no seu lado negativo; as amostras de C1 e C5 localizam-se no lado positivo de LV2 e as de
C3 no seu lado negativo.

De acordo com o grafico das contribuigdes factoriais de LV1 e LV2 (Figure 20-B), C1 apresenta
maior peso de todos os metabolitos estudados, com excepg¢do do hexanal que caracteriza os
individuos de C3.

Deste modo, este trés clusters podem ser organizados de acordo com o estado relativo de
peroxidacao lipidica: cluster 1>cluster 3>cluster 5.

Os metabolitos com valores VIP>1 foram os determinantes para esta diferenciacao,
nomeadamente: hexanal, nonanal, decanal, heptadecano, 2,6,10-trimetillpentadecano,
dodecanal, tetradecano, undecanal, tetradecanal, hexadecano. Estdo ilustrados na Figura 20-C.
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Figura 20 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos detectados na urina de

individuos dos clusters C1, C3 e C5.

A - O grafico LV1 Vs LV2 mostra a discriminagdo ao longo de LV1 entre o

C1 e os restantes. C3 esta localizado maioritariamente no lado negativo de LV1 e no lado negativo de LV2. C5 esta
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no lado negativo de LV1 e positivo de LV2. Os simbolos ndo preenchidos correspondem aos elementos do C1, os
preenchidos escuros ao C3 e os preenchidos claros ao C5.
B- O grafico das contribui¢des factoriais de LV1 e LV2 explica a separagdo observada no grafico A (com excepgdo

do hexanal, que caracteriza os individuos do C3, todos os metabolitos em estudo caracterizam o C1).

C- Coluna VIP explicando o grifico A. Os metabolitos com valores VIP>1 sdo os que contribuem para a
diferenciagdo entre os 3 clusters. Identificagdo de compostos: 8: 2,2,4,6,6-pentametilheptano, 13: tetradecano,
14: pentadecano, 15: hexadecano, 16: 2,6,10-trimetillpentadecano, 17:heptadecano, 18: octadecano, 19:
nonadecano, 20: eicosano, 21: 3-metillbutanal, 22: 2-metilbutanal, 24. hexanal, 29: nonanal, 30: decanal, 31:
undecanal, 32: dodecanal, 33: tetradecanal, 34: hexadecanal.

Relativamente a C2 e C4 encontrou-se tendéncia para maior extensdo de stress oxidativo em

C2, quando comparado com C4 (Figura 21).

PLS-DA scores scatter plot Clusters 2 e 4 . Class 2
#* Class 4

Lv2 (17.8%)

LV1 (25,2%)

RZK = 0,432 R2Y = 0,238 Q2 = 0,187
SIMCAF 11.5 - 28-11-2013 15:58:05

Figura 21 — Analise PLS-DA aplicada as areas de pico de aldeidos e alcanos alifaticos detectados na
urina de individuos dos clusters C2 e C4. O gréfico LV1 Vs LV2 mostra grande heterogeneidade da amostra ndo
havendo discriminagdo clara ao longo de LV1 entre o C2 e C4. No entanto, C2 esta localizado maioritariamente no

lado positivo de LV1 e C4 no seu lado negativo.

11.3.6.3 Relacdo entre as caracteristicas fenotipicas e os clusters encontrados com os
biomarcadores urinarios identificados

Como descrito na metodologia, os modelos para identificagdo de correlagdes entre os
metabolitos urinarios e os pardmetros clinicos (FEV,; FeNO; ACT, CARAT, ALQ e SOA) foram
feitos usando regressdes PLS nos conjuntos de metabolitos determinados por Genetic
Algorithm para cada parametro.

Quando correlaciondmos a metabolémica dos 5 clusters (em simultdaneo) com os pardmetros
clinicos, ndo encontrdmos correlagGes significativas. Entdo, e a semelhan¢a do racional
utilizado anteriormente para a execucdo de andlises supervisionadas aos clusters,
selecionamos os agrupamentos previamente obtidos (C1, C3 e C5; C2 e C4). Obtivemos, assim,
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modelos significativos para os pardmetros FEV,, FeNO e SOA, com identificacdo do respectivo
conjunto 6ptimo de metabolitos (Quadro XXXVI).

Para a predicdao do FEV,, foi obtido um modelo significativo apds exclusdo do C2 e do C4,
correspondentes a mulheres mais velhas com excesso de peso (Figura 22-A). O conjunto
Optimo de metabolitos incluiu os seguintes: 2-metilpentano; heptano; 2,4-dimetilheptano;
nonano; undecano; dodecano; pentadecano; 2-metillbutanal; hexanal; decanal; tetradecanal e
hexadecanal.

Para a predi¢cdo do FeNO foram calculados dois modelos: apds exclusao de C2 e C4, restavam
apenas 16 amostras (Figura 22-B), pelo que optamos por fazer outro modelo que incluisse um
maior nimero de elementos. Nesse modelo, que excluiu apenas o C3, os resultados foram
piores (Figura 22- C) do que os encontrados com o modelo de predicdo que excluiu C2 e C4
(Figure 22-B). O conjunto 6ptimo de metabolitos para a predicdo de FeNO (C1,C3,C5) incluiu:
2,2,4,6,6-pentametilheptano, 2,4-dimetilheptano, 2-hexanal, 2-metilbutanal, decano,
heptanal, hexadecano, hexano, pentanal, tetradecanal e tetradecano.

Para a predi¢do do SOA, excluimos o C2 e C4 (Figura 22-D) e o conjunto dptimo de metabolitos

incluiu: 4-metilheptano, octano, 2,2,4,6,6-pentametilheptano, tridecano, octadecano,
pentanal, dodecanal, tetradecanal e hexadecanal.

Quadro XXXVI — Metabolitos urinarios VIP e predi¢do de parametros clinicos

Parametros clinicos Metabolitos urinarios VIP
FEV, (%previsto) Metillpentano, heptano, 2,4-dimetilheptano, nonano, undecano, dodecano,
pentadecano, 2-metillbutanal, hexanal, decanal, tetradecanal e hexadecanal.
FeNO 2,4,6,6-pentametillheptano, 2,4-dimetillheptano, 2-hexanal, 2-metillbutanal,
decano, heptanal, hexadecano, hexano, pentanal, tetradecanal e
tetradecano.
SOA 4-metilheptano, octano, 2,2,4,6,6-pentametillheptano, tridecano,

octadecano, pentanal, dodecanal, tetradecanal e hexadecanal.

FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; SOA: Severity of Asthma
Score; VIP: Variable importance in the projection
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Figura 22 — Curvas previstas Vs curvas medidas e respectivos modelos estatisticos de PLS para a

@ Cluster 1-val
= Cluster 4-val

ACluster2- cal
< Cluster5-cal

ACluster 2-val
4 Cluster5-val

O Cluster 1- cal
O Cluster5-cal

predicdo de parametros clinicos usando metabolitos urinarios

A- modelo de predi¢do de FEV, para os clusters 1, 3 e 5, usando 12 metabolitos; B-modelo de predicdo do FeNO
para os clusters 1, 3 e 5, usando 11 metabolitos; C- modelo de predigdo do FeNO para os clusters 1, 2, 4 e 5, usando

@ Cluster 1-val
4 Cluster5-val

O Cluster3- cal

11 metabolitos; D- modelo de predi¢do do SOA para os clusters 1, 3 e 5 usando 9 metabolitos.

Os modelos de calibragdo PLS foram validados usando o procedimento leave-one-out. Os simbolos ndo preenchidos
e os simbolos preenchidos foram usados para os dados de calibracdo e de validagdo, respectivamente. O conjunto

6ptimo de metabolitos foi seleccionado para cada modelo usando Genetic Algorithm.
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111.1 CONSIDERAGOES PREVIAS

O numero final de doentes incluidos no estudo (42 doentes graves e 30 ndo graves) foi por nés

aceite como suficiente, reconhecendo poder ser considerada uma amostra pequena quando

comparada com a de outros estudos e tendo em conta o resultado do calculo para a correcta

dimensdo da amostra. Porém, os resultados obtidos permitem-nos afirmar que a dimensao da

amostra foi adequda. Acresce que, o nimero de casos foi superior ao valor empirico de 30

amostras, sugerido pelo Teorema do Limite Central**®.

A representatividade da amostra em relacdo a populacdo portuguesa também nos parece

relevante ja que o centro hospitalar onde foi recrutada cobre uma area de 500 000 habitantes,

incluindo zonas rurais e urbanas, acolhendo na Consulta Externa em causa, doentes

referenciados de varios servicos, onde se incluem os de cuidados de saude primarios:

e Servico de urgéncia dos HUC, do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra ou de outros
hospitais distritais de Coimbra;

¢ Consulta Externa de Servicos de Pneumologia de outros hospitais do Distrito;

e Qutros Servicos dos HUC;

¢ Cuidados de saude primarios do Distrito.

Escolha da classificagdo de gravidade da asma

Os estudos de larga escala dedicados ao entendimento da asma usam diferentes critérios de
classificagdo de gravidade. Se o estudo SARP utiliza a definicdo ERS/ATS de 2000%, o estudo
ENFUMOSA™ classifica a gravidade da asma com base no nivel regular de tratamento com CSI
e 0 BioAlIR classifica-a com base na histéria de exacerbagdes graves no Ultimo ano, apesar de
uso de elevadas doses de CSI (21600 ug de budesonide ou equivalente) e cuidados médicos
especializados'”.

Para esta investigac3o aplicAmos duas escalas de gravidade: WHO’ e ATS/ERS (2000)*. A escala
por nés utilizada na classificacdo dos doentes para a analise metabolémica foi feita utilizando a
escala WHO?, j& extensamente abordada no capitulo da Introducdo (1.7). Na discussdo de
resultados usamos também a escala ATS/ERS (2000)*, pela sua utilidade na comparagdo com
dados de outros estudos.

Das varias rubricas apresentadas discutiremos os resultados obtidos, destacando como
importantes para essa discussdo os seguintes:

127



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

128

A) Caracterizagao da populagdo global:

Em relacdo a histdria da doenca, a ocorréncia de pneumonia foi importante no
grupo de doentes graves, bem como a idade de inicio tardio da doenga, que se
relacionaram com a maior gravidade. As comorbilidades mais frequentes foram
rinite, atopia e excesso de peso, sendo o RGE poucas vezes reportado, devendo por
isso ser mais investigado, particularmente em casos de asma dificil. A elevada
prevaléncia do excesso de peso detectada, torna a sua abordagem uma prioridade
também ao nivel comunitario.

. O ndo controlo da doenca (por nds considerado quando ACT <20 ou CARATb <16 ou

ALQ>10 ou FEV; pré-BD <80%) foi frequente, muito provavelmente pela
concorréncia de critérios que utilizdmos. Se considerdassemos apenas a pontuagado
de ACT, 56% dos doentes apresentava pontuacdo igual ou superior a 20.

A baixa percentagem de controlo foi obtida, como era expectavel, principalmente a
custa dos doentes graves.

No grupo de doentes ndo graves houve alguma discordancia na avaliacdo dos
sintomas pelo ACT e pelo CARAT. Este Ultimo teste pode contribuir para aumentar o
limiar de alerta para risco de eventos futuros, nomeadamente na abordagem de
exacerbacGes em contexto de descontrolo de rinite.

. Apesar do relativo controlo sintomdtico da populacdo grave face a realidade da

populagdo asmatica portuguesa, 81% do grupo manifestou, pelo menos, um critério
da componente de risco onde se inclui a ocorréncia de exacerbacées (pelos critérios
de gravidade da classificagio WHO?), colocando-os numa situagdo de n3o controlo
da doenga.

Nos doentes graves, verificou-se idade de inicio de doen¢a mais tardio, menor grau
de atopia, maior prevaléncia de excesso de peso e de histdria de pneumonia, co-
existéncia de outra doenga obstrutiva e presenca de distlrbio ansioso/depressivo.
O questionario de gravidade SOA foi discriminativo, revelando diferencga estatistica
nas pontuacdes obtidas para os dois grupos (grave Vs ndo grave).

Em relacdo as correlagdes estabelecidas entre os parametros avaliados,
confirmdmos as ja bem estabelecidas correlagdes da fungdo respiratdria dos
asmaticos (piores valores com idade mais avancada, mais anos de evolugdo da
doenca, maior gravidade, histéria de pneumonia e neutrofilia da expectoracdo), e
identificdmos outras importantes e com significado estatistico, como o género
masculino e o questionario de gravidade SOA. A eosinofilia periférica também se
correlacionou, de forma significativa, com a classificacdo de grave, com a pior
qualidade de vida e com a idade de inicio de doenca apds os 12 anos (correlagdo
gue se manteve quando analisada para o sub-grupo de doentes graves).
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B) Com base na analise da expectoragao induzida:

1. Identificaram-se os diferentes fendtipos celulares, tendo sido o eosinofilico o mais
prevalente, seguido do misto. No entanto, a propor¢ao do fendtipo misto nos
doentes graves foi superior a dos ndo graves.

2. Das varias células analisadas, os macréfagos mostraram diferenca significativa entre
grupos de gravidade, com valores mais baixos nos doentes graves.

3. Das correlagdes estabelecidas destacamos: a negativa da percentagem de
neutréfilos com o FEV, basal; a positiva da percentagem de macréfagos com o FEV,
basal; a positiva da percentagem de baséfilos com a IgE sérica.

C) Em relagdo aos fenétipos clinicos estudados destacamos que:

1. Os doentes atépicos apresentaram idade de inicio de doenga mais precoce, menor
ocorréncia de histéria de pneumonia e melhor qualidade de vida.

2. Os com asma de inicio apds os 12 anos eram mais obesos, menos atdépicos, com
pior qualidade de vida e maior gravidade da doenga.

3. Os que apresentaram HS a AINE’s tinham maior prevaléncia de polipose nasal, pior
qualidade de vida e menor inflamagao brénquica eosinofilica.

4. Os com excesso de peso apresentaram menor controlo da doenca, pior qualidade
de vida e maior gravidade.

5. Os com obstrucdo persistente tinham menor controlo da doenca e maior
coexisténcia de outras doengas obstrutivas.

D) Dos resultados obtidos com os modelos de predicio dos fendtipos clinicos
destacamos como factores de risco (favordveis) e de proteccdo (ndo favoraveis) para a
ocorréncia dos mesmos, os seguintes:

1. Para o fendtipo atopia foram de risco a idade de doenca antes dos 12 anos, o
melhor controlo da doenga, a maior reversibilidade da obstru¢cdo bronquica e o
menor grau de terapéutica utilizado. Como inovadores e desfavoraveis a essa
ocorréncia, apontamos a histéria de pneumonia no decurso da doenga, a presenca
de outra doenca obstrutiva, a classificagdo de grave pela WHO>.
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. Para o fenétipo de asma com inicio apds os 12 anos de idade foram identificados

como preditores de risco a idade avancada e menor nimero de anos de evolucdo
da doenca, maior gravidade da doenca e maior uso de CSI. Os factores protectores
foram a atopia e a rinite. Como mais-valia em relacdo ao ja conhecido, o nosso
estudo mostrou que a maior pontuacdo no questiondrio de gravidade SOA é factor
de risco para o fenétipo em causa, assim como o género masculino e a obstrucdo
persistente da via aérea.

. No fenétipo de HS a AINE’s, identificou-se, a semelhanca do ja conhecido, a

polipose nasal e a maior gravidade da doenca como factores de risco, tendo o
guestionario SOA novamente papel na predicao de gravidade.

. No modelo de estudo para o fenétipo obesidade ndo foram encontrados factores

preditores relevantes.

. Para o fenétipo da obstrugdo persistente da via aérea, multiplos factores de risco

foram identificados: a idade mais avancada de inicio da doenca, o género
masculino, a maior intensidade de terapéutica, a pior fungdo respiratdria, a maior
gravidade da doenga (novamente com destaque para o papel do questionario SOA
na sua avalia¢do) e a inflamagdo neutrofilica da via aérea, tendo o inicio da doenga
antes dos 12 anos mostrado papel protector para o fenétipo em causa.

. Em relacdo ao fendtipo grave destacamos como factor de risco inovador a

identificacdo da percentagem de eosinofilia no sangue periférico.

E) N&o sendo conhecidos estudos portugueses que utilizem a analise cluster dirigida a
populacdo asmatica, este estudo adquire, também aqui, caracter inovador entre nds:

1. A distribuicdo obtida fez-se em 5 grupos distintos, sendo evidente a sobreposicdo

de alguns clusters (C1, C2, C5) com os identificados noutros estudos: o C1
correspondeu ao grupo de doentes com asma de inicio tardio, evoluida, com
obstrucdo da via aérea e de maior gravidade; o C2, ao grupo de predominio
feminino, com asma de inicio tardio, obesidade marcada e menor grau de atopia; o
C5, ao de asma ligeira, alérgica, eosinofilica e de inicio precoce. Os grupos C3 e C4
trazem alguma novidade neste tipo de analise: o C3 identificou um grupo de
doentes com asma intermitente, cuja gravidade se prende com a ocorréncia de
exacerbacdes graves; o C4, correspondeu a um grupo com provavel alteracdo de
fendtipo inicial (eosinofilico) pela presenca de obesidade.

. O uso da andlise da expectoragdo induzida na distingdo dos clusters pareceu-nos

fundamentalmente importante na caracterizacdo do Cluster 1 (grupo grave com
asma de inicio tardio, inflamagdo mista e elevagdo marcada de eosindfilos) e do
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Cluster 2 e 4 (grupo obeso e maior prevaléncia do género feminino, inflamacao de
relativo predominio neutrofilico).

F) A semelhanca do que ja tinhamos demonstrado relativamente & importancia da

74,75

metaboldmica urinaria na previsdo de exacerbac¢des’™ >, também demonstramos a

sua importancia na gravidade da doencga e na identificacdo de clusters:

1. Em relacdo a gravidade da doenca, obteve-se separacdo clara entre grupos de
gravidade, consoante a faixa etaria, identificando-se como responsaveis por essa
separacdo um grupo de compostos relacionados com a peroxidacgao lipidica.

2. Na identificacdo de clusters, obteve-se separacdo clara dos grupos C1, C3 e C5,
passiveis de serem organizados pela extensdo da peroxidagao lipidica (C1>C3>C5),
com identificacdo dos compostos responsaveis por essa separacao.

3. Os modelos de regressdao PLS mostraram que os niveis de peroxidacdo lipidica
patentes nos perfis metabolémicos urindrios destes doentes podem prever o perfil
da fungdo respiratéria (FEV,), o tipo de inflamacdo Th2 (FeNO) e o grau de
gravidade (SOA).

4. Ficou demonstrado que a extensdo do stress oxidativo se relaciona com a
gravidade da doenca, existindo correlagdo com os parametros referidos. Portanto,
endétipos obtidos pela metaboldmica urindria mostraram que alguns clusters e
caracteristicas fenotipicas de gravidade da asma podem ser associados com
metabolitos especificos da peroxidacao lipidica.

1.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA COM ENFOQUE NOS DOENTES GRAVES, SUPORTADA
EM PARAMETROS FUNCIONAIS RESPIRATORIOS E LABORATORIAIS IMUNO-
INFLAMATORIOS

111.2.1 Caracteristicas Demograficas e Clinicas (populacdo total)

Neste estudo, o género feminino foi mais prevalente (78%), valor superior aos 57%
encontrados no Unico estudo Portugués de prevaléncia da asma®, abrangendo populacdo
infantil e adulta com média de idades de 39 anos. Sendo conhecida a maior prevaléncia do
género masculino em idades mais jovens, que passa a ser mais prevalente no género feminino
em idade adulta, a discrepancia pode dever-se a média de idades da nossa populacdo (46 anos
(17.7)), que apenas incluiu asmaticos com 218 anos de idade.

Relativamente a histdria da doenga, 53% da populagdo acusava inicio antes dos 12 anos de
idade, com 23 anos (14.4) de evolugdo. Estes dados sdo consistentes com os do estudo
GA’LEN™, dirigido a populagdo entre os 15-49A de idade, de 15 paises europeus, em que a
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prevaléncia da asma mostrou ser maior em adultos jovens do que nos restantes grupos
etdrios.

Comparando os asmaticos segundo a idade de inicio de doencga (depois e antes dos 12 anos), o
grau de grave dos que iniciaram tardiamente foi mais frequente (71% Vs 47%).
Consistentemente, os valores de SOA foram piores (11.4 (3.91) Vs 9.3 (3.49), p=0.02) e o uso
de CSl em altas doses e de ciclos de CSO maior (56% Vs 26 % e 68% Vs 39%, respectivamente).
Quanto ao valor de FEV;(% do previsto) ndo se encontraram diferencas significativas mas, a
semelhanca do estudo SARP, foi maior a prevaléncia de doentes obstruidos (41% Vs 21%).
Outros parametros foram avaliados, tendo-se notado maior prevaléncia de excesso de peso
nos doentes com asma de inicio tardio (85% Vs 61%), que apresentaram pior controlo dos
sintomas, sendo concordante com a conhecida associacdo entre pior controlo asmatico e
obesidade, que mostrou ja ser independente da atopia'’® e da inflamag3o eosinofilica'”’.

Em relagdo as comorbilidades apresentadas, a percentagem de doentes com RGE foi reportada
em valor bastante inferior ao da literatura (outro estudo aponta para valores de 75%'%),
admitindo-se que os nossos doentes podem ndo valorizar esstes sintomas ou apresentar
doenca assintomatica (Harding et al."”’identificou RGE em 24% dos doentes graves, sem clinica
de doenca gastrica). Apesar do RGE ser implicado como factor de pior controlo da asma, a
melhoria dos sintomas asmaticos com o tratamento da doenca gastrica ndo é consistente na
literatura®’®.

180 tinha sido mostrada

Quanto ao excesso de peso, em meta-andlise de 7 estudos prospectivos
maior incidéncia de asma neste grupo (com OR 1.92; 1C95%=1.43-2.59), ndo sendo
surpreendente o valor reportado nos nossos doentes (72%), tanto mais que foi notdria a
prevaléncia do género feminino. De facto, a co-existéncia de excesso de peso e asma (mais
evidente no sexo feminino), tem sido relacionada com pior controlo da doenga, mesmo sob
terapéutica apropriada™"*®.

A atopia foi reportada em 68% da populagdo total e a rinite em 83%. Sendo conhecido que

75% dos adultos com asma tem rinite alérgica'®, estes valores n3o sdo surpreendentes.

A percentagem de 43% encontrada para o conjunto dos disturbios depressivos e ansiosos ndo

184). Como é sabido, os asmaticos tendem

se afasta da conhecida (40% e 24%, respectivamente
a manifestar maior incidéncia destes disturbios, podendo ser factor de grande impacto na
asma, por mecanismo de feedback negativo, envolvendo componentes comportamentais e de

adesdo terapéutica.

Em relagdo ao controlo da doenga, 56% apresentava pontuacdo de ACT>= 20, percentagem
sobreponivel aos 53.5% do estudo europeu de prevaléncia da asma ndo-controlada, European

1
& 0 valor

National Health and Welness Survey, que fez uso da escala ACT nessa avaliagdo
obtido foi no entanto superior ao encontrado num estudo dirigido a populagdo portuguesa,
gue englobou no inquérito 5551 doentes com idades superiores a 12 anos, e cuja percentagem

de asméticos com valor ACT>=20 foi de apenas 39%°.
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Na avaliacdo da funcdo respiratéria, os valores médios de FEV, e de FEV,/FVC basais da
populacdo (Quadro XIV) foram ligeiramente superiores aos encontrados no estudo
ENFUMOSA, em que os valores médios de FEV, basal e de FEV,/FVC foram normais para os
doentes controlados (89% (18.1) e 90% (12.9), respectivamente), e estiveram no limiar da

normalidade para os graves (72% (23.1) e 80% (16.6), respectivamente)™.

Relativamente a histéria da doenca, 50% da nossa amostra referia pelo menos uma
exacerbagdo grave no Ultimo ano e 35% hospitalizacdo. De acordo com a literatura®, os
factores de risco que se tém vindo a associar ao internamento sdo: problemas com a
terapéutica (como a auséncia de plano escrito para tratamento de crise, 0 ndo cumprimento
da terapéutica instituida, a auséncia de medicacdo preventiva e ainda dificuldade no acesso a
cuidados médicos diferenciados); os factores genéticos, demograficos e ambientais (como
problemas psicossociais, meio socio-econdmico e cultural desfavorecido, sensibilizacdo
alergénica, tabagismo activo e/ou passivo, poluicdo atmosférica); e os relacionados com a
evolucdo da doenca (como a histdria de internamentos anteriores por asma, histéria de
internamento no ultimo ano, trés ou mais recursos ao servico de urgéncia por asma no ultimo
ano e gravidade da doenca)®.

No nosso grupo de doentes a taxa de hospitalizacdo foi maior no género feminino, naqueles
gue manifestavam pior controlo dos sintomas e histéria de exacerbacdes mais frequente no
ultimo ano, tendo maior grau de gravidade de doenca, em concordancia com a evidéncia
actual. As comorbilidades que mais se destacaram neste sub-grupo foram o excesso de peso, a
atopia, a exposicao tabdgica e o disturbio ansioso-depressivo.

Relativamente ao tratamento utilizado pela totalidade da populagao e, tendo sido verificada a
adesdo terapéutica na inclusdo dos doentes que completaram o estudo, verifica-se que 71%
estava pelo menos no grau 4 da terapéutica GINA e 40% fazia CSI em altas doses. No estudo
ENFUMOSA™, a dose média de CSI utilizada no tratamento dos doentes controlados foi de
666 ug de beclometasosna ou equivalente e de 1,773 pug nos asmaticos graves e, no estudo
SARP, 75% dos doentes que fazia tratamento com CSl, fazia-o em associacdo com LABA™®,
Parece-nos, por isso, haver a este nivel sobreposi¢dao da nossa abordagem terapéutica com a
doutros estudos. Quanto ao uso de CSO de forma continuada, ela ndo foi utilizada, ao
contrario do verificado no estudo SARP, em que 32% dos doentes graves o fazia. No entanto,
6% dos nossos doentes fazia tratamento biolégico com omalizumabe (actualmente de primeira
linha no grau 5 de tratamento, se adequado & situacdo clinica®). Alguns trabalhos tém sugerido
orientacdo de terapéutica com CSs, consoante os valores de celularidade da expectoracgao,
com um cut-off de 3% para os eosinéfilos'®’, ja que a normalizacdo de eosinofilia leva a
reducdao da HRB, do recurso a cuidados de salde e da necessidade de ciclos de CSO. Outros
estudos verificaram que a elevada percentagem de neutrofilia na expectoragdo se associa a
uma ma resposta a CSI'®. Se atentarmos nos resultados da contagem diferencial de células na
expectoracao, obtidos num sub-grupo da nossa amostra, com média de idades de 48 anos
(17.6), onde 65% dos doentes eram graves, encontrdmos valor médio de 24% (27.6) de
eosindfilos e de 52% (31.1) de neutrdfilos, perto dos 60% considerados normais para esta faixa
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etaria’®. Na comparacdo entre grupos de gravidade, a percentagem de eosinéfilos ndo variou
de forma significativa mas a de neutrdfilos foi fortemente superior no grupo de doentes
graves, apontando para uma possivel refractariedade a corticoterapia. No entanto, se a
primeira vista e com base na eosinofilia da expectoragdo podera parecer que, nos ndo graves,
existe margem para aumentar a dose de CSl, ela ndo sera clinicamente necessaria para atingir
o controlo sintomatico dos doentes, que apresentaram um valor médio de ACT de 21 (3.4).
Quanto a prevencdo da componente risco, apesar de no estudo SARP 32% dos doentes graves
fazerem CSO de forma crdnica, na sua maioria reportavam histéria de hospitalizacdo, 40%
evento anterior com necessidade de cuidados intensivos e 12% com ocorréncia desse evento
no ultimo ano. No nosso grupo de graves, sem uso crénico de CSO, a taxa de hospitalizacdo no
ultimo ano foi de 42%, sem registo de eventos com necessidade de cuidados intensivos. Nao
podemos, no entanto, excluir que a taxa de exacerbagdes graves pudesse ser inferior, se
houvesse maior uso de CSs.

Se atentarmos noutros biomarcadores como o FeNO e a eosinofilia periférica, constatamos
qgue os nossos valores sdo inferiores aos dos outros estudos, nos diferentes grupos de
gravidade. O valor médio do FeNO de 32 ppb (23.8) foi inferior ao encontrado no estudo SARP
(45ppb (39) para os moderados e 40ppb (38) para os graves), e a eosinofilia no sangue (3.3%
(3.3)), inferior a encontrada no estudo ENFUMOSA (4.1% (3.1) nos controlados e 4.4% (5.0) nos
graves).

Em relagdo ao FeNO (apontado como marcador favoravel a inflamagdo bréonquica eosinofilica),
ndo encontramos correlagdo do seu valor com o de eosinofilia na expectoracdo, sendo a
evidéncia actual controversa em relagdo a este aspecto, particularmente na asma grave.

189, 190

Podendo ser util na prevencdo das exacerbacoes , ndo estd preconizado o seu uso para

122) 'O facto de os nossos

titular a corticoterapia (segundo as Ultimas normas da ERS/ATS
valores para os biomarcadores da inflamacdo eosinofilica terem sido notoriamente inferiores
aos dos outros estudos em que foi feito uso de CSO, aponta-nos para a correcta abordagem
terapéutica.

O uso de outros farmacos de controlo foi amplamente feito, provavelmente como alternativa a
recorréncia a CSs, tendo-se incluido antileucotrienos (em 54%), anticolinérgicos de longa acgdo
(em 7%), teofilinas (em 10%) e omalizumabe (em 6%).

De notar ainda que a imunoterapia especifica foi utilizada em 18% dos doentes, sem diferenca

estatistica nos grupos de gravidade.

Na analise por sexos, ndo foram verificadas diferengas significativas em relagao aos anos de
evolugdo, a histéria de pneumonia no decurso da mesma, e as hospitalizagdes e exacerbagdes
graves no ultimo ano.

Quanto as comorbilidades, o facto das percentagens de atopia, polipose nasal, exposicao
tabagica activa ou passiva e co-existéncia de outra doenca obstrutiva que ndo a asma,
reportadas para o sexo masculino, serem superiores as encontradas no sexo feminino, pode
justificar a maior gravidade da doenca encontrada nos homens e o pior valor de FEV; basal
(p=0.028). Ja noutros estudos, o sexo masculino tinha sido identificado como factor de risco

. .. ~ , eps . 192
associado a limitacdo do fluxo aéreo na asma de dificil tratamento*.
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Contudo, as pontuagbes de controlo sintomdatico pelo ACT ndo diferiram significativamente
entre géneros. Ao contrario, o de impacto na qualidade de vida, mostrou ser pior para o
género feminino (ndo atingindo significado estatistico), podendo relacionar-se com a maior
prevaléncia do disturbio ansioso/depressivo nas mulheres.

Nos estudo BioAIR e SARP (dirigidos ao estudo da asma grave) ndo foi encontrada diferenca
significativa entre sexos para a gravidade da doenca. No entanto, no estudo ENFUMOSA, foi
encontrada maior prevaléncia de asma grave no sexo feminino, particularmente quando na
presenca de obesidade. Na nossa populacdo, a sub-andlise da gravidade da doenca por género
e categoria de IMC ndo mostrou diferencas significativas.

Quanto ao tratamento com CSI em altas doses foi superior no género masculino (56% Vs 36%),
consistente com o seu maior grau de gravidade.

Em resumo:

Na populacdo do estudo prevaleceu o género feminino; os doentes com asma de inicio tardio
apresentaram maior gravidade da doenca, maior grau de obesidade e pior controlo
sintomdtico, sendo estes dados consistentes com os da literatura. Em relacdo as
comorbilidades mais frequentes, a atopia, a rinite, o excesso de peso e o distlrbio ansioso-
depressivo, foram semelhantes aquelas encontradas na literatura actual.

A histdria de hospitalizagdes foi mais frequente no género feminino, nos doentes com asma de
inicio tardio e pior controlo da doenca, apesar do elevado uso de CSI em altas doses.

O grau de terapéutica inalatdria crénica ndo se afastou do utilizado em outros estudos mas o
uso de CSO foi nitidamente inferior. Apesar disso, os marcadores de inflamacdo eosinofilica
mostraram valores inferiores aos dos outros estudos e a ocorréncia de exacerbagGes graves
ndo foi superior. Esta é uma questdo para reflexdo, a que mesmo as Ultimas normas de
tratamento para a asma grave (ERS/ATS'?*) ndo conseguem responder.

111.2.2 Classificacdo de gravidade

Como justificado na rubrica da metodologia, escolnemos para classificar a gravidade dos
doentes os critérios da WHO?, tendo sido documentada a boa concordancia com a classificagao
ATS*

Considerando a classificagdo escolhida, alguns doentes preenchiam mais do que um dos
critérios necessarios para adquirir o grau de grave (Quadro XVi).

Pelas NAEPP guidelines'™, os 42 doentes considerados graves apresentaram doenca n3o
controlada. Nestas normas incluem-se as componentes controlo (avaliagdo de sintomas e
funcdo respiratdria) e risco (histéria de pelo menos uma hospitalizagdo no ultimo ano; uso de
altas doses de CSl ou CSO crénico ou omalizumabe e recurso a 2 ou mais ciclos de CSO por ano
para controlo de exacerbacdo).

Em relagdo a componente controlo, avaliada simultaneamente pela escala ACT e pela presenca
de obstrucdo da via aerea, constatdmos que o valor médio de ACT do grupo grave (18 (5.69)),
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foi sobreponivel ao encontrado na populagdo asmatica portuguesa (de 17.2) por outro estudo®
gue considerava em conjunto doentes graves e nao graves. Além disso, no nosso grupo de
doentes graves, apenas 50% apresentava ACT <20 (contra os 61% da populacdo portuguesa
asmatica) e 24% tinha ACT> 20, apesar de FEV; <80%. Quanto ao segundo critério da
componente controlo, apresentaram obstrucdo da via aérea 52% dos doentes, com valor
médio de FEV, basal de 65% (11.6), percentagem inferior a do estudo TENOR™®, em que o
valor médio da populagdo total adulta (que incluia doentes graves e nao graves) era de 74%, e
superior & encontrada no estudo SARP®, em que 80% dos doentes graves apresentavam FEV,
<80%.

Apesar do relativo controlo sintomatico da populagdo grave, face a realidade da populagdo
asmatica portuguesa, 81% do grupo manifestou, pelo menos, um critério da componente de
risco, colocando-os numa situacdo de nao controlo da doenca. Destacamos a percentagem de
exacerbagdes graves, com 40% de doentes com necessidade de pelo menos 2 ciclos de CSO no
ultimo ano, apesar de tudo inferior a relatada no estudo SARP (em que 54% necessitou de pelo
menos 3 ciclos de CSO no ultimo ano). Quanto a ocorréncia de hospitaliza¢gdes, que ocorreu
em 43% dos doentes, ndo se afastou da percentagem encontrada no mesmo estudo para
recurso ao SU por asma nos asmaticos graves (40%)"°.

A andlise destes dados pode apontar para o uso menos atempado da corticoterapia, com
consequente instalacdo de exacerbacGes e com necessidade de internamento. Varios
condicionalismos podem concorrer para esta situacdo, nomeadamente as caracteristicas socio-
econdmicas da populagdo, tradicionalmente educada para a dependéncia médico/doente e a
“aversdao” pela toma de CSO, aliada a possivel menor acessibilidade aos cuidados de saude
primarios por alguns doentes, em tempo util. Mais importante, é a falta de padronizacao de
biomarcadores que possam orientar a titulacdo da corticoterapia na asma grave. Varios
candidatos s3o0 a contagem de eosindfilos na expectoracdo™®’, o FeNO™ e a percentagem de
eosindfilos no sangue periférico. O uso de escalas de controlo de sintomas e a histéria de
exacerbacdo grave sdo também ferramentas a ter em conta (independentemente da idade, e
apesar da terapéutica de controlo, os doentes com asma dificil demonstram elevadas taxas de
recurso a cuidados de saude, sendo a histdria de exacerbagao recente o preditor mais forte de

exacerbagdes futuras'®).

111.2.3 Caracteristicas Demograficas e Clinicas (considerando o grupo de gravidade)
Para esta discussdo, é de particular interesse o conhecimento dos estudos ENFUMOSA™,
TENOR™® e SARP, j& apresentados na Introdug3o.

No nosso estudo, na comparagdo entre grupos de gravidade, a tendéncia para idade superior
nao foi surpreendente, ja que esta associada a factor de risco para gravidade da doencga, como
ja descrito no estudo SARP®. Relativamente ao género, ndo foram encontradas diferencas
significativas na sua distribuicdo, apesar de se manter a prevaléncia do género feminino (como
na populacdo global), sendo menos notdria no grupo dos graves. O mesmo ndo se passou No
estudo ENFUMOSA™® onde, nos doentes graves, houve prevaléncia de 4/1 do género
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feminino. Por sua vez, no estudo SARP®, o género feminino foi factor de risco para asma grave
apenas no fenétipo da asma com inicio na idade adulta e relacionada com a obesidade.

O facto das percentagens reportadas para o sexo masculino, relativas a prevaléncia de histdria
de atopia, polipose nasal, exposicdo tabdgica activa ou passiva, e co-existéncia de outra
doenca obstrutiva que ndo a asma terem sido superiores as encontradas no sexo feminino
(81% Vs 66%; 19% Vs 9%, 44% Vs 30 %, e 25 Vs 12%, respectivamente), pode justificar a maior
gravidade da doenga verificada nos homens, no nosso estudo.

Quanto a elevada presenca do disturbio de ansiedade/depressdo, (embora ndo tenha diferido
significativamente do grupo n3o grave) sabemos de outros estudos'® que a sua co-existéncia
com asma aumenta o risco de recorrer ao SU (OR 5.3, 1C95%=1.4—-19.6), ter exacerbacbes (OR
12.4, 1C95%=1.5-101.7) e hospitaliza¢cdes (OR 4.8, IC95%= 1.1-21.0), quando comparado com
asmaticos que ndo apresentam esse disturbio. Portanto, devemos aumentar o nosso limiar de
alerta neste grupo de doentes.

Em relagdo a histdria da doencga, comparando os nossos asmaticos de inicio precoce Vs tardio,
a gravidade daqueles com inicio tardio foi maior (com 71% dos doentes classificados como
graves Vs 0s 47% nos de inicio precoce), sendo os valores de SOA significativamente superiores
(p=0.02). J4 nos estudos BioAIR” e SARP®, o grupo de doentes graves tinha inicio mais tardio
da doenga. Com base nesse parametro, foram distinguidos no estudo SARP dois fendtipos
graves: o de asma grave de inicio tardio, que se caracterizava por maior prevaléncia de doenca
sinopulmonar e FEV; basal mais baixo e o fenétipo de asma grave, de inicio precoce, com
maior grau de atopia, mais sintomas, maior eosinofilia na expectoracdo e maior recurso a CSO.

Relativamente ao valor de FEV; (% do previsto) ndo encontramos diferencas significativas mas,
a semelhanga do estudo SARP, foi maior a prevaléncia de doentes obstruidos (41% Vs 21%).

Relativamente a percentagem de hospitalizacbes no Uultimo ano, ela ndo diferiu
significativamente entre os grupos de gravidade. No estudo SARP, tinha-se cifrado em 30% nos
adultos asmaticos graves, numero inferior ao do nosso grupo (43%). Porém, 12% tinha tido
internamento em UCI, o que ndo se passou com nenhum dos nossos doentes. Tal leva-nos a
acreditar que uma das razoes para esta discrepancia, possa ser a diferenca de critérios para
internamento (no nosso caso, a decisdo de internamento hospitalar podera suceder para
doentes com exacerba¢des menos graves, impedindo-se a progressdao da gravidade). Outra
razdo pode prender-se com o uso de CSO como terapéutica crénica utilizada pelos doentes no
estudo SARP, ja que 32% dos doentes fazia tratamento continuado com CSO, o que ndo
aconteceu no nosso estudo (apesar de 10% dos graves fazer tratamento bioldgico com
omalizumabe). O uso alargado de CSO verificado no estudo SARP, e que nao impediu a elevada
taxa de internamentos, pode relacionar-se ndo s6 com a gravidade da doenga mas também
com a menor adesdo a terapéutica inalatéria ja que os dados do estudo foram colhidos em
varios centros, sem afericdo da adesdo a terapéutica. Contudo, ndo podemos excluir que isto
possa significar um menor grau de gravidade do nosso grupo grave, em compara¢dao com o
estudo SARP, podendo as diferentes classificacdes utilizadas (WHO’ e ATS?) ter influéncia, visto
avaliarem a doeng¢a com abrangéncia e dimensdes diferentes.
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Quanto as comorbilidades apresentadas, o excesso de peso presente em 81% dos doentes
graves, com IMC médio de 29 Kg/m? (4.9), n3o se afasta do valor dum estudo multicéntrico
realizado no RU em doentes com asma grave (com IMC médio 30 Kg/m?)™® sendo
ligeiramente superior ao reportado no estudo ENFUMOSA (IMC 27 Kg/m? nos doentes graves).

Quanto a atopia, apesar de resultados dos estudos ENFUMOSA™* e TENOR™® apontarem para
a asma do adulto ser significativamente menos atdpica, o fendtipo dos asmaticos alérgicos
graves e de inicio precoce, parece contar para 40% do total dos doentes graves'?*. No nosso
grupo grave, essa percentagem foi de 60%, podendo este aumento justificar-se pelo
prolongado periodo de polinizacdo que se verifica no nosso pais e pela conhecida elevada
prevaléncia de sensibilizagdo alergénica a 4caros (alergeno peranual).

A maior prevaléncia de histéria de pneumonia e da co-existéncia de outra doenca obstrutiva
para além da asma (com diferenca significativa entre grupos de gravidade, p=0.021), é
coerente com os dados da literatura. No estudo SARP, 2/3 dos doentes reportaram histéria de
pneumonia sendo, com excepg¢do do valor basal de FEV, (%previsto), o maior factor preditor
de gravidade.

A histdria de qualquer exposicdo tabagica também ja mostrou associar-se a pior progndstico
nos doentes asmaticos e a maior risco de hospitalizacdo, por mecanismos relacionados com a
sensibilidade a corticoterapia e a pior funcdo pulmonar. As percentagens encontradas no
nosso estudo para os graves, de 13% de fumadores e de 70% sem histdria de exposi¢do
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tabdgica prévia, ndo se afasta da reportada pelo estudo do RU™ em que, sendo o tabagismo

activo pouco frequente, a histéria anterior de tabagismo registava-se em cerca de 30% dos
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doentes graves (semelhante ao estudo TENOR™ em que 4.3% dos adultos com asma de dificil

controlo eram fumadores, 32% ex-fumadores e 63.7% ndo fumadores).

Em relagdo ao controlo da doenga, a qualidade de vida e ao risco futuro, encontraram-se
naturalmente diferengas significativas entre grupos de gravidade, tendo em conta as
pontuacgdes dos varios questiondrios utilizados.

Se nos doentes graves a pontuagdo ACT e CARAT foi inferior aos cut-offs para controlo da
doenga, no grupo de doentes ndo graves, apesar do valor de ACT apontar para o seu controlo,
(estando acima dos 20 pontos), a avaliacdo dos sintomas pelo CARAT foi indicativo de algum
descontrolo, sobretudo na avaliagdo dos sintomas da via aérea superior. Apesar de nao termos
dados que correlacionam os questiondrios ACT e CARAT, o segundo mostrou boa correlagao

%7 Tal significa que o CARAT pode

com o ACQ5 e a avaliacdo do controlo feita pelo médico
constituir uma mais-valia na avaliag¢do clinica, com aumento do limiar de alerta para risco de
eventos futuros, principalmente na abordagem precoce da exacerbagdo com terapéutica

dirigida a rinossinusite.

Quanto ao questionario utilizado para avaliar a gravidade da asma (SOA), os valores obtidos
mostraram diferenca significativa entre os grupos (p<0.001). O SOA foi desenvolvido para
identificar doentes com asma moderada-grave em risco para outcomes adversos, sem
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necessidade de avaliar a fungdo respiratdria, tendo mostrado superioridade nessa avaliacdo
em relacdo as escalas ACT, WPAI-A (Work productivity and activity impairment-asthma) e ao
valor de FEV, basal (%previsto). No nosso estudo, a percentagem de doentes em risco para
eventos futuros, mostrou ser também superior nos doentes graves, com valor significativo
(p<0.001). Consistentemente, o grupo de doentes graves fazia maior uso de CSI em altas
doses, de montelucaste e de tiotrdpio.

A semelhanca do estudo ENFUMOSA™®, a funcdo respiratéria avaliada pelos diversos
parametros utilizados mostrou ser significativamente pior nos graves, com maior prevaléncia
de obstrugdao brénquica e maior labilidade brénquica. Nesse estudo, os doentes com asma
grave apresentaram valores percentuais de FEV;, FEV;/FVC e FEV,5.75(% do previsto) menores
gue os nao graves (respectivamente de 82% (24.5) Vs 109% (19.9), p<0.001; 69% (16.4) Vs 85%
(12.2), p<0.001; 37% (25.2) Vs 80% (30.2), p<0.001). Alguns estudos tém apontado o
encerramento precoce da via derea e hiperinsuflacdo pulmonar como factores de risco para

asma de dificil controlo™°

. O aumento do VR e o atingimento das pequenas vias aéreas
verificados, apontam para a necessidade de avaliagdo completa da funcdo respiratéria,
particularmente nos doentes graves, jd que mesmo na presenca de altas doses de CSI podem
existir alteragOes estruturais com consequente obstrucdo persistente da via aérea.

Na comparacdo entre grupos, houve ainda diferenca significativa quanto a presenca de
obstrucdo persistente (definida por FEV,/FVC pds BD<70%), p< 0.001, apontando para a
existéncia das referidas alteracdes estruturais.

N3o obstante, a labilidade brénquica mostrou forte tendéncia para ser superior nos doentes
graves (p=0.05), consistente com os dados do estudo SARP*® onde apenas 9% dos asmaticos

graves com FEV,;<60% mostraram irreversibilidade ao salbutamol.

Relativamente aos biomarcadores, a tendéncia para o valor mais elevado do FeNO no grupo
dos ndo graves ndo nos surpreende, dada a sobreposicdo do aumento do valor de FeNO na
asma leve a moderada relatada na literatura'®®. No entanto, devemos ter presente que valores
de FeNO>35 ppb, parecem associar-se ao aumento da hipereactividade bronquica,
hiperinsuflagdo, visitas ao SU, atopia e eosinofilia na expectoracdo’®. De facto, no nosso
estudo, o valor de FeNO relacionou-se com a presenga de obstrugdo persistente apenas no
grupo dos graves (r= 0.45, p<0.005, Quadro XVIII). A auséncia de indicacdo para o uso deste
biomarcador na titulagdo da terapéutica', prende-se exactamente com a dificuldade de
encontrar cut-offs éptimos para tal.

O facto de termos encontrado maior grau de eosinofilia periférica no grupo de doentes graves,
é consistente com a elevada prevaléncia de atopia registada e consequente padrdo Th2. Nao
obstante, nos doentes submetidos a andlise da expectoragdo (37, sendo 65% graves), ndo se
notou diferenga na percentagem de eosindfilos entre grupos de gravidade. Por sua vez, a
percentagem de neutréfilos mostrou-se tendencialmente superior nos doentes graves (58.5%
Vs 40%). Varios estudos tém apontado para a combinagdo da inflamagdo eosinofilica e
neutrofilica nos fenétipos mais graves, relacionando-a com mais frequentes exacerbagdes e

maior uso de CSO™.
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Em resumo:

Consistente com outros dados da literatura, o nosso grupo de doentes graves teve, face aos
ndo graves, idade superior, maior IMC, maior histéria de pneumonia, maior prevaléncia de
outra doenga obstrutiva, menor atopia, pior controlo da doenca e pior fungdo respiratoria,
mas maior labilidade brénquica. Quanto aos biomarcadores avaliados ndao se encontraram
diferencas significativas para o FeNO e IgEtotal mas a neutrofilia na expectoracao foi
tendencialmente superior.

111.2.4 CorrelagGes entre parametros avaliados

Como ja referido na apresentacdo de resultados, as correlacdes encontradas entre diferentes
parametros avaliados (demograficos; relativos a evolugdo da doenga, ao controlo da doenga e
gualidade de vida; ao grau de terapéutica; funcdo respiratéria; biomarcadores e grau de
gravidade), podem ajudar na melhor compreensdo das manifestacbes da doenca na nossa
populagdo.

111.2.4.1 Correlagbes entre parametros avaliados na populagdo total

No Quadro XVII apresentaram-se os valores de correlacdo que mostraram significado
estatistico.

Das correlacées que destacamos na rubrica dos resultados:

A fungdo respiratdria basal mostrou-se pior para os doentes mais velhos e com mais anos de
evolucdo da doencga, com correlagdes de intensidade moderada, mas também para os mais
graves, pior controlados. O estudo SARP tinha ja identificado a diminui¢ao do FEV; e a idade
como factores de risco para gravidade da doenca mas outros estudos identificaram ndo sé a
diminui¢cdo do FEV;, mas também a obstrucdo das pequenas vias como factores de risco para
asma de dificil controlo™. Quer a duracdo da doenca, quer a sua gravidade, tém vindo a ser
associadas a obstrucdo persistente'®®, sendo consistente com a forte intensidade da correlagdo
negativa de FEV; com a obstrucdo persistente por nés identificada (valores menores de FEV,
na presenca dessa obstrugdo). O facto do VR basal (% do previsto) se ter correlacionado
positivamente com a presenca de obstrucdo persistente, reforca a importancia do
envolvimento das pequenas vias aéreas nesta patologia, devendo fazer-se uma avaliacdo
alargada da fung¢do respiratdria, particularmente nos doentes de maior gravidade, nos quais a
avaliagdo apenas por espirometria pode ser insuficiente.

Quando analisamos as correlagdes estabelecidas para o valor basal de FEV, (% previsto),
ressalta a correlagdo com o género masculino que, embora de fraca intensidade, foi
significativa. O sexo masculino tinha ja sido identificado por outros como factor de risco para

192 - . .~ s .
I'2, Para além disso, o facto de no nosso estudo a exposicdo tabagica e a presenca

asma difici
de outra doenca obstrutiva ter sido mais prevalente entre os homens, refor¢ca os motivos para

essa relacdo. Ndo menos importante, foi a correlagdo estabelecida com a histdria de
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pneumonia no decurso da doenca, factor ja identificado no estudo SARP como dos principais
preditores de gravidade da asma.

Importante, e com tradugdo na pratica clinica diaria, foi a correlacio encontrada entre
FEV1/FVC e a pontuacdo no questionario de gravidade SOA (quanto menores os valores basais,
maior pontuacdo no questionario). Este foi apenas validado para populagdo com asma
moderada a grave® pelo que, no nosso grupo, que também incluiu doentes com asma leve, a
identificacdo desta correlacao torna-se significativa.

Relativamente a correlacdo da AFEV; apds BD com a gravidade da doenca, a mesma nao foi

186 gue, no entanto, a correlacionou com o nivel de obstrucao basal

verificada no estudo SARP
(r=0.37; P <.0001), e que de alguma forma corrobora os nossos resultados.

Relativamente aos biomarcadores analisados (FeNO, eosinéfilos no sangue, IgE total sérica,
percentagem de eosindfilos e neutrdfilos na expectoracdo), destacamos a correlagdo do FeNO
com os anos de evolugdo da doengca e com os sintomas de rinite. O estudo SARP tinha ja
estabelecido a correlacdio do FeNO com a idade de inicio da doenga. Num estudo muito

2© 5 FeNO correlacionou-se também com a percentagem de eosindfilos na

recente
expectoragdo e, num outro, com a IgE sérica®®".

No nosso estudo, a percentagem de eosindfilos no sangue periférico correlacionou-se
significativamente com varios parametros avaliados, sendo superior nos doentes mais graves,
nos que faziam doses de CSI> 750 ug de PF ou equivalente, ou naqueles com idade de inicio da
doenca apds os 12 anos, aumentando com a pior pontuacdo para a qualidade de vida e para os
sintomas de rinite. Varias revisdes tém focado o fendtipo alérgico e ndo alérgico da asma,
apesar de apenas 50% das asmas serem atribuiveis a inflamacdo eosinofilica®®.

Noutro estudo dirigido aos diferentes fenétipos inflamatérios da asma®®, os doentes com
padrdo eosinofilico elevado mostraram valores totais de IgE superiores, com menor valor de
FEV,; e maior HRB do que aqueles com padrdo eosinofilico baixo, para além de reportarem
mais sintomas, mesmo apods ajuste para a dose de CSI, o que suporta as correlagdes por nds
encontradas.

As correlagdes que identificdmos para a IgE total, com o género masculino, com a atopia, e
com a pior qualidade de vida corroboram as restantes. Assim, apesar de na sub-andlise do
estudo SARP acima referida®®, a contagem de eosindfilos, os niveis de FeNO ou os de IgE,
sozinhos ou em combinagdo, ndo terem sensibilidade ou especificidade suficiente para
servirem como biomarcadores de maior gravidade da asma ou de maior uso de cuidados de
saude, ndo podemos ignorar as correlacdes por nds e por outros encontradas, e que apontam
para uma relag¢do da inflamagdo eosinofilica com maior repercussao da doenca asmatica.

Finalmente, em relagao aos biomarcadores da expectoracao induzida, avaliada num sub-grupo
de doentes, verificdmos que os de inicio tardio de asma tiveram valores superiores de
eosindfilos e de neutrdfilos na expectoragdo. A maior percentagem de eosinéfilos nesse grupo
pode relacionar-se com a gravidade da doenca, j4 que esse foi um factor preditor de
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gravidade, como se vera na discussao dos modelos de predicio de fendtipos, em rubrica
posterior.

Por outro lado, as correlagdes significativas e de moderada intensidade encontradas para a
percentagem de neutroéfilos (negativa com o valor FEV; basal, de eosindfilos no sangue e na
expectoracdo, e positiva com histdria de exacerbacdo grave no Ultimo ano) ndo sdo de
menosprezar. Novamente, na sub-analise do estudo SARP, apesar de a idade ou o valor de
FEV, basal, sozinho ou em combinacdo, ndo terem sido suficientes para predizer a
percentagem de neutrofilos na expectoracgdo, a correlacdo com a idade (r= 0.40, p <.001) e a
negativa com o FEV, basal (r=0.16, p<0.013), foi também por eles encontrada.

A inflamac¢do neutrofilica é associada em varios estudos a maior gravidade da asma, menor
FEV, e reducdo da reversibilidade brénquica®® '*, podendo estar relacionada com
mecanismos inflamatdrios induzidos pela IL-17.

111.2.4.2 Correlagbes entre parametros avaliados na populagdo grave

A totalidade das correlacOes estabelecidas no grupo de doentes graves estd descrita no
Quadro XVIII dos resultados, onde se apresentam os valores de correlacdo com significado
estatistico.

Vdrias das correlacdes encontradas na populacdo total mantiveram-se na populacdo grave,
mas estabeleceram-se outras e diferentes.

Quanto a fungdo respiratéria de base, e a semelhanga do sucedido na populagdo total, mas de
forma mais marcada, mostrou-se pior nos doentes mais velhos e com mais anos de evolucdao
da doenga. Como discutido anteriormente, o FEV; foi identificado como o preditor de
gravidade de maior importancia. De facto, e como discutiremos mais a frente (modelos de
predicdo dos fendtipos, 11.4.4), a nossa populagdo de obesos mostrou para a fungdo basal
melhores valores médios em relagdo a populacdo total. Apesar de alguns estudos reportarem
aumento da resisténcia da via aérea nos obesos, por mecanismo mal esclarecido, a obesidade
ndao condiciona obstru¢do da via aérea donde o aumento dos sintomas asmaticos e da
gravidade nos obesos, possa prender-se com outros factores como a producdo de
adipocinas®®.

As restantes correlagdes do FEV,; basal (negativas com a obstrucdo persistente, a
reversibilidade bronquica, a idade e os anos de evolucdo da doenca) mantiveram-se neste
grupo grave.

A importancia da correlagao negativa do FEV,; com o género masculino, encontrada na amostra
global, ndo se manteve neste subgrupo, o que pode ser explicado pela existéncia de dois
grupos predominantes de doentes graves na nossa popula¢do, identificados mais a frente
como Clusters 1 e 2, sendo o primeiro constituido preferencialmente por homens com pior
funcdo respiratéria e o segundo por mulheres obesas, com mau controlo da doenga mas
menor rebate na fun¢do respiratéria.

A labilidade bronquica, medida pelo AFEV; pds-BD, manteve a correlagdo que se tinha
estabelecido na populag¢ao total com os anos de evolucdao da doenca e, encontrou-se como
nova, a correlagao inversa com o IMC, significando que os doentes mais obesos tém menor
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resposta a BD. J& na populacdo total se tinha estabelecido a correlagdo da AFEV; com a
gravidade da doenga.

Novamente, o significado estatistico da correlacdo encontrada na populacdo total entre
FEV./FVC e a pontuagdo no questionario de gravidade SOA ndo se manteve no grupo dos
graves. Podendo ser surpreendente, ja que esse instrumento foi desenhado tendo particular
atencdo os doentes graves, pode explicar-se pela maior homogeneidade de piores valores de
SOA neste grupo, diluindo o efeito de linearidade da correlacdo, ja que a diferenca de médias
dos valores de SOA entre doentes graves e ndo graves foi significativa (p<0.001), e pior nos
graves.

Relativamente as correlacdes estabelecidas para os biomarcadores, as encontradas neste
grupo de doentes graves foram importantes, com destaque para a do FeNO com a obstrucao
persistente, sugerindo que a inflamagdo eosinofilica se correlaciona com a remodelagao da via
aérea. Nos doentes graves, a elevacdo do FeNO foi ja correlacionada com maior obstrucdo da
via aérea, eosinofilia e utilizacdo de cuidados de saude urgentes'*®. Para além disso, o FeNO
tem mostrado melhor correlacdo com os eosindfilos na asma grave do que na ndo grave
suportando a presenca da inflamacdo Th2, mas também a relacdo da inflamacgdo eosinofilica

com o stress oxidativo como evidenciado por alguns estudos**® %",

111.2.5 Importancia clinica dos resultados e limitagGes

Da discussdo dos resultados apresentada em 111.2.1, destacamos como clinicamente relevante:

¢ A boa representatividade da nossa amostra, ja que os resultados obtidos se sobrepdem em
larga escala aos de outros estudos.

e A prevaléncia do género feminino na populacdo total, que nos deve fazer alertar para a
problematica da asma neste grupo, muitas vezes estigmatizado pela coexisténcia da
sindrome ansiedade-depressao.

e Nos doentes com asma de inicio tardio, em sobreposicdo com outros estudos, verificamos
menor grau de atopia, maior gravidade e menor controlo da doenca, sendo maior a
prevaléncia de obstrucdo da via aérea. Estes doentes faziam maior uso de CSI em altas doses
e tiveram maior necessidade de recurso a ciclos de CSO. O conjunto destes factores deve-nos
fazer equacionar, em casos seleccionados e apds ponderar e integrar os parametros do
controlo da doenga, do risco de eventos futuros e dos dados dos biomarcadores disponiveis,
a necessidade de instituir corticoterapia oral de forma mais precoce e eventualmente por
periodos mais prolongados.

¢ As comorbilidades mais importantes (rinite, atopia, excesso de peso) estiveram também em
concordancia com a literatura. A epidemia da obesidade é uma preocupacdo transversal a
todas as areas da medicina e na abordagem terapéutica da asma nao deve ser desvalorizada,
ja que, o controlo do peso, pode melhorar a sintomatologia dos doentes.

Apesar da aparente baixa prevaléncia de RGE no nosso grupo, a sua presenca deve ser
pesquisada, mesmo em doentes assintomaticos que revelem dificil controlo da doenca,
considerando a frequente coexisténcia com a obesidade.
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e Em concordancia com a evidéncia actual, no nosso grupo de doentes a taxa de hospitalizacao
foi maior nos doentes femininos, naqueles que manifestavam pior controlo dos sintomas e
historia de exacerbagbes no ultimo ano, tendo maior grau de gravidade de doenga. As
comorbilidades que mais se destacaram neste sub-grupo foram o excesso de peso, a atopia,
a exposicdo tabagica e o disturbio ansioso-depressivo.

e Em relagdo ao grau de terapéutica crdénica, o ndo uso de CSO de forma continuada nao
aumentou a ocorréncia de exacerbagdes graves em relagdo a outros estudos onde faziam uso
dessa opcao terapéutica. Como referido na discussdao, se por um lado o aumento dos
marcadores de inflamacgao eosinofilica na expectoracao indicavam margem terapéutica para
a sua aplicacdo, o bom controlo e funcdo respiratéria verificados na populagdo (e superior
aos dados conhecidos noutros estudos) apontaram em sentido inverso. Por outro lado, a
inflamacao da via aérea dos doentes graves foi mista, o que pode indicar refractariedade a
corticoterapia, devendo preferir-se associar outras alternativas terapéuticas.

e Na andlise por género, a maior prevaléncia de comorbilidades como a polipose nasal,
exposicdo tabagica e co-existéncia de outra doencga obstrutiva, no sexo masculino, poderd
justificar a maior gravidade verificada no grupo dos homens.

¢ N3o havendo gold standard para a classificacdo da gravidade da asma, e fazendo os diversos
estudos de larga escala uso de diferentes classificagdes, a escolha da classificacio WHO’
prendeu-se com o facto de incluir trés componentes que se interligam e nos parecem
fundamentais na abordagem da asma grave. S3o elas a gravidade da doenca, o seu controlo e
a resposta a terapéutica.

Os dados discutidos tornam imperioso fazer: 1) controlo sintomatico dos doentes, com
enfoque na educacdo para o uso da corticoterapia de forma adequada e rigorosa; 2) avaliagido
alargada da funcdo respiratéria com prova de broncodilatacdo e determina¢do do volume
residual; 3) melhor caracterizagdo e monitorizacdo da evolugdo sintomatica, para direccionar a
prevencao de exacerbagdes graves, nomeadamente com uso de biomarcadores inovadores a
ganhar lugar.

Na analise por grau de gravidade, verificou-se idade de inicio de doenga mais tardio, havendo
neste sub-grupo (fendtipo de doentes graves com asma de inicio tardio) sobreposicdo com o
fendtipo descrito por Moore et al.'”, no menor grau de atopia.

Os doentes graves revelaram, na sua globalidade, maior prevaléncia de excesso de peso,
atopia, histéria de pneumonia, co-existéncia de outra doenca obstrutiva e presenca de
disturbio ansioso/depressivo.

O questionadrio de gravidade SOA revelou diferencga estatistica nas pontuagdes obtidas para os
diferentes grupos de gravidade, podendo ser uma ferramenta util na nossa rotina de consulta.
Igualmente, a avaliagdo alargada da fungao respiratdria, particularmente dos doentes graves,
pode adicionar informacdes importantes na caracteriza¢do dos doentes.

Os dados obtidos com o estudo das correlagdes entre os parametros avaliados vieram
adicionar informacdo ao conhecimento actual, relativamente as ja bem estabelecidas
correlagBes entre a pior fungdo respiratéria dos asmaticos e a maior idade, mais anos de

144



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

evolugdo da doenca, maior gravidade e histéria de pneumonia. A estas, juntdmos a correlagao
com o género masculino e com o questiondrio de gravidade SOA. Na pratica clinica reforca o
acima mencionado, relativamente a necessidade do uso regular do questiondrio SOA, de facil
aplicabilidade e com pouca necessidade de recursos, por ndo implicar realizacdo de estudo
funcional respiratério.

Também importantes foram os achados da correlacdo da eosinofilia periférica com a gravidade
da doenga, o seu inicio tardio e a pior qualidade de vida e ainda a dos neutréfilos na
expectoracdo com a histéria de pneumonia. Estes achados podem ajudar a melhor
compreender o papel do tipo de resposta imunitaria na asma.

Um dos vieses que pode ser apontado na classificacdo da nossa populacao, facto transversal a
muitos outros estudos referenciados, é o da falta de controlo na adesdo terapéutica. O facto
de este problema ter sido equacionado desde o processo de seleccdo dos doentes (feito
sempre pelo mesmo investigador), deverd ter minimizado este efeito, estando convictos que a
sua interferéncia nos resultados foi minimizada. No entanto, ndo foi avaliada de forma
objectiva a adesdo a corticoterapia, por exemplo com medicdo sérica dos niveis de cortisol.
Outro viés possivel refere-se a capacidade de memdria dos nossos doentes ja que, nalguns
questionarios, a solicitagdo de memdria correspondeu a um ano e, na recolha de informacao,
tiveram de se reportar até ao inicio da doenca. Exceptuando os questionarios estandardizados
(ACT, CARAT, ALQ, SOA) que foram preenchidos pelos doentes, todos os outros dados foram
colhidos pelo investigador principal o que, como é sabido, permite maior acuidade dos
resultados, com diminuicdo do efeito deste problema.

Outra possivel limitacdo deste estudo é o facto da classificacdo utilizada para estabelecer a
gravidade incluir, como critério, o nivel de terapéutica utilizado para controlo dos doentes. Tal
pode levar a inclusdo de individuos com menor gravidade intrinseca da doenga onde o efeito
da ma adesdo pode ser superior. Em todo o caso, é reconhecido que para maior grau de
gravidade e maior carga terapéutica maior é o grau de adesdo.

111.3 IDENTIFICAGAO DE FENOTIPOS CELULARES DA EXPECTORACAO NUMA POPULAGAO DE
ASMATICOS, COM ENFOQUE NOS DOENTES GRAVES, E CORRELACOES COM
PARAMETROS CLINICOS, FUNCIONAIS E LABORATORIAIS.

As caracteristicas demograficas, apresentadas na Informagdo suplementar 5, para este sub-
grupo de doentes, em que a maioria era grave (24 Vs 13), sobrepGe-se com a maior parte das
caracteristicas da populacdo do estudo, com excepc¢do para o controlo da doencga, qualidade
de vida e fungdo respiratéria, parametros que se mostraram mais proximos para os
encontrados na populacao grave.

111.3.1 Contagem diferencial de células nos fenétipos celulares da expectoragao

A escolha dos cut-offs utilizados na classificacdo de fendtipo eosinofilico e neutrofilico da
expectoracdo (de 2% para os eosinéfilos e de 60% para os neutroéfilos) foi baseada na literatura
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existente: em relacdo aos eosindfilos tivemos em conta as recomendacgées ATS/ERS®; em
relacdo ao valor de neutréfilos, tendo em conta que o mesmo varia com a idade, o valor foi
escolhido com base na média de idades da nossa populacdo e os valores publicados para essa
faixa etaria'®.

Apesar de alguns estudos apontarem para a falta de consisténcia da classificacdo da asma com

188 outros tém utilizado esses resultados para

uso de apenas uma amostra de expectoragdo
melhor entender o mecanismo fisiopatoldgico a ela subjacente e mesmo orientar terapéuticas.
Haldar et al.?, reportaram que, num sub-grupo de doentes com asma eosinofilica refractaria,
as exacerbagdes se correlacionaram com a percentagem de eosindfilos na expectoragao.
Outros autores, verificaram que os neutréfilos se relacionam com a gravidade da obstrucdo da
via aérea’®e, associados ou n3o ao aumento de eosindfilos, se encontram na via aérea dos
doentes com asma grave®®.

Outro estudo™®

, que pretendeu avaliar a heterogeneidade da asma em relacdo com os
padrées inflamatdrios (do sangue periférico), que envolveu mais de 300 doentes com asma,
definiu quatro fendtipos: EOShi/NEUlo; EOSlo/NEUhi, EOShi/NEUhi, EOSlo/NEUlo. Nos que
apresentaram inflamacdo eosinofilica, os niveis de Igk foram mais elevados, o FEV; mais baixo,

houve mais histéria de exacerbagdes e piores pontuagdes nos questionarios de sintomas.

No nosso estudo, verificdmos que na identificacdo do fendtipo celular da expectoracao, o
padrdo eosinofilico foi o mais frequente nos dois grupos de gravidade, seguido do misto, de
forma mais importante no grupo grave. Segundo evidéncia actual, os asmaticos com elevacgdo
simultdnea de neutréfilos e eosindfilos na expectoracdo sdo os que tém pior funcdo
respiratdria, pior controlo da asma, maior recurso a cuidados de saude e mais sintomas™’.

Da literatura, apenas 50% dos asmaticos tém inflamag3o eosinofilica da via aérea®®’, o que se
aproxima dos nossos dados, tendo sido reportado, para adultos com asma estdvel tratada com
CSl, prevaléncia de 40% para o padrdo eosinofilico e de 25% para o neutrofilico®™.

Enquanto o nimero de eosinéfilos nos diversos compartimentos pulmonares foi ja associado a
gravidade da obstrucdo da via aérea e da hiperreactividade®"’, o de neutréfilos associou-se a
inflamac3o sistémica®'?, podendo a causa desta inflamacdo decorrer da inflamag&o subclinica
do tracto respiratdrio, da hipoxia tecidual, da exposi¢do tabdagica e da obesidade, mas também

da activacdo neutrofilica sistémica, com libertacdo de proteases.

Recentemente, a contagem de células na expectoragdo tem sido usada pela transcriptomica
descrevendo-se trés perfis genéticos na asma moderada a grave: um, idéntico ao endétipo
Th2hi e dois com caracteristicas do Th2lo (um dominado pelos neutréfilos e o outro pelos

- 21
macréfagos)™

No nosso estudo, na contagem diferencial de células da expectoragdo, apenas os macrofagos
mostraram diferenga significativa, com valor mais baixo nos graves, p= 0.021. Os macroéfagos
participam na homeostasia imunitdria pulmonar, quer pela fagocitose, quer pela libertagao de
mediadores em resposta a antigénios. O seu papel regulador permanece controverso mas
dados recentes sugerem que possa participar activamente na asma, produzindo mediadores
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pro e anti-inflamatérios, incluindo citocinas Th1, Th2, Th17 e IL-33, dependendo das diferentes
condicbes do meio envolvente. Enquanto a IL-33 amplifica a polarizacdo dos macréfagos
contribuindo para a inflamacdo da via aérea®, a deplecdo dos macréfagos inibe o
desenvolvimento da HRB, enfatizando a sua importancia na asma, podendo mesmo vir a ser
um alvo terapéutico®”. No entanto, estudos feitos em animais com asma experimental,
mostraram antes aumento da inflamacdo®. Outro factor a ter em conta é a proximidade dos
macroéfagos as células dendriticas, com envolvimento na sua activacdo mas que, na presenca

de exposicdo alérgica, pode estar comprometido®.

No estudo de Hastie et al.*®

, também apenas os macréfagos mostraram diferenca significativa
entre grupos de gravidade, diminuindo a sua percentagem com o aumento da gravidade. A
inferioridade dos macréfagos no grupo de graves, nos dois estudos, podera relacionar-se mais
com a sua capacidade anti-inflamatdria do que com a reguladora, ja que experimentalmente a
funcdo homeostatica dos macréfagos alveolares parece perder-se na presenca da asma’™.
Existem duas sub-popula¢cdes de macrofagos: os M1 relacionados com a inducdo de
inflamacdo em resposta aos patogéneos intracelulares e os M2, envolvidos na fagocitose e na
apoptose. As citocinas Th2 induzem a diferenciagdo no sub-tipo M2 mas o sub-tipo mais
envolvido nos processos patogénico e resolutivo da asma ndo estd identificado, sendo

necessarios mais estudos para clarificar o papel da plasticidade macrofagica na asma**.

Em relacdo aos neutréfilos, que também no nosso estudo se relacionaram com a gravidade da
asma, sabe-se que o mecanismo para o seu aumento envolve a libertacdo da IL-8, o
recrutamento de neutrdfilos activados, que libertam quantidades elevadas de mieloperoxidase
(MPO) e LTB4*Y, e a contribui¢do do uso de CS que aumentam a sua sobrevida. Estudos
recentes mostraram que os neutrdfilos tém também capacidade para extensas alterages na
expressao génica, importantes na regulacdo de muitas das suas fungdes. A asma neutrofilica
associa-se a activagdo da resposta imunitdria inata e a expressdo de receptores TLR2, TLR4 e
CD14, bem como a citocinas proé-inflamatérias como a IL-8 e IL-1b.

Quanto as células dendriticas (DCs — Dendritic cells), cuja percentagem se verificou aumentada
no grupo dos graves, sdo o tipo celular principal na apresentagdo antigénica e estdo envolvidas
ndo sé na indugao da resposta alérgica Th2 na asma, mas também na indugdo da resposta
imune adaptativa, supraregulando varias quimiocinas como a CCL17 e CCL2, que atraem os
eosindfilos e os baséfilos para o pulmio?*®
poucas células apresentadoras de Ags as CD4+ mas com apresentagao eficiente as CD8+°, ja

tinham mostrado estar aumentadas em doentes com asma’’’. Faz portanto sentido, o

. As DCs plasmocitdides (pDCs), um sub-tipo com
219

aumento na percentagem de pDCs no grupo dos graves, verificado no nosso estudo, mas
também da percentagem de basdfilos ja que, como se disse atrds, as DCs atraem os baséfilos
para o pulmao.

Os basdfilos constituem cerca de 1% dos leucdcitos periféricos, ainda com papel fisioldgico por
esclarecer’, mas com capacidade para se desenvolver em eosinéfilos e mastécitos®?’. S3o
importantes produtores de IL-4 e, como tal, podem contribuir para a propagac¢do da resposta
Th2 CD4+*. Nos processos inflamatdrios, os baséfilos desgranulam em resposta as reaccdes

IgE mediadas e, na exposicdo alérgica, induzem a propagacdo da resposta Th2 mediada®*.
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ll.3.2 Correlagbes das caracteristicas imunocelulares da expectoracio com outros
parametros clinicos

Das correlagdes significativas encontradas destacamos a que estabelece a relacdo de
neutréfilos na expectoragdo, com o FEV, basal (% do previsto) (r= -0,34), a semelhanca de
outro estudo™’, mas também com o género masculino (r= -0,37). Esta Ultima correlacdo pode
ser condicionada pela maior prevaléncia do género feminino, na nossa amostra.

Numa subandlise do estudo SARP?®

, em que a populagdao consistia em asmaticos leves,
moderados e graves, foram encontradas algumas associa¢des com a gravidade da doenca. O
estudo referenciado encontrou relagdo entre a percentagem de eosindéfilos na expectoragao
com a contagem de eosindfilos no sangue e com os niveis de FeNO, sendo os cut-offs de 30
ppb para o FeNO, 300/ul eosindfilos no sangue e 2% de eosindfilos na expectoracdo. No
entanto, o uso destes parametros para a predicdo de eosinofilia na expectoragdo ndo mostrou
boa acuidade.

O facto da percentagem de macréfagos se ter relacionado directamente com o FEV; basal
(r=0.35) e inversamente com o VR (r-0.44), corrobora os resultados de ter sido maior a sua
percentagem no grupo nao grave.

Outra célula que mostrou correlacdo foi o basdfilo, de forma directa com a IgE sérica (r=0.42).
Como atras referido, os baséfilos desgranulam em resposta as reac¢des IgE mediadas e, na
exposicao alérgica, induzem a propagacao da resposta Th2 mediada, fazendo esta correlagao

todo o sentido®®.

Em resumo:

Na interpretagdo destes resultados tivemos em mente que o sub-grupo em causa teve maior
prevaléncia de doentes graves e se aproximou em alguns pardmetros (controlo da doencga e
fungdo respiratéria) do grupo grave da populagdo total.

O fendtipo eosinofilico foi o mais prevalente, e o misto o segundo, quer nos doentes graves
quer nos nao graves. No entanto, a proporg¢ao relativa do fenétipo misto nos doentes graves
foi superior a dos ndo graves. A semelhanca da literatura recente, estes dados apontam para o
envolvimento de mecanismos ndo Th2 no fendtipo misto. O aumento verificado de neutroéfilos
correlacionou-se com a gravidade da fun¢do respiratéria, independentemente da gravidade
dos doentes. A menor percentagem de macrofagos verificada nos doentes graves aponta para
a preponderancia do seu papel anti-inflamatdrio, em detrimento do papel regulador, nos
doentes asmaticos, devendo ser um factor importante e a ter em conta em futuras abordagens
terapéuticas. Relembramos que a percentagem de doentes com histdria de pneumonia na
evolugdo da doenca foi muito superior nos graves. Outras células, nomeadamente as
dendriticas, tém tido crescente atengdo na investigacdo actual e que, no nosso estudo,
também se mostraram mais elevadas nos doentes graves.
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111.3.3 Importancia clinica dos resultados e limitagdes

A expectoracdo induzida constitui um método de estudo fidvel, reprodutivel, ndo invasivo e
com pouco dispéndio de tempo, valioso na avaliacdo da inflamacdo da via aérea. Até novos
estudos estarem disponiveis, a identificacdo do fendtipo eosinofilico baseado na contagem de
células da expectoracdo induzida parece ser o método mais adequado para identificar
actividade eosinofilica. Para além dos neutréfilos e eosindfilos, outras células merecem maior
investigacdo, como sejam os macrdéfagos pelo seu papel anti-inflamatdrio e as células
dendriticas por poderem ser futuros alvos terapéuticos.

Das correlacOes referidas, a que estabelece relacdao entre percentagem de neutréfilos com o
FEV, basal ressalta a importancia da neutrofilia nos processos de remodelagao brénquica.

Sendo a colheita da expectoracdo induzida uma técnica acessivel, requer contudo
equipamento especializado. A nebulizacdo com solugdo salina hipertdnica pode provocar
broncoespasmo, estando contraindicada em doentes com obstrucdo grave da via aérea. No
entanto, se feita por pessoal treinado, o uso de solucdo salina isotdnica ndao esta
contraindicado, podendo os doentes fazer pré-medicagdo com [2 agonista, sem haver
interferéncia nos resultados**.

O sucesso da colheita é de 70-90% e depende da obtencdo de nimero adequado de células e

2 No nosso estudo, a eficiéncia da

de pouca contaminacdo por células epiteliais da saliva
técnica foi optimizada, ja que a colheita foi feita por pessoal treinado e apds ensino adequado
do doente para a expectoracgao.

Na interpretacdo dos resultados, deve ter-se presente que a percentagem de eosindfilos e de
neutrdfilos na expectoracdo ndo é especifica da asma, podendo ser influenciada por outros
factores como a idade, os habitos tabagicos e outras doencas concomitantes. Ndo obstante, o
cut-off utilizado para a valorizacdo da neutrofilia teve em conta a média de idades da
populagdo em causa.

Outra limitacdo a considerar é a reduzida dimensdo da amostra por poder ter limitado o

estabelecimento de mais correlagdes.

I.4 CARACTERIZAGAO DOS FENOTIPOS CLINICOS DA POPULAGCAO; IDENTIFICAGAO DE
FACTORES DE RISCO/PROTECCAO DE FENOTIPO, COM BASE EM MODELOS DE PREDIGAO

Neste ponto da investigacdo, depois de caracterizados os fendtipos considerados, foram
desenhados os seus modelos de predicdo, com base na metodologia referida em rubrica
anterior, e com o objectivo de identificar os factores de risco/proteccdo para a ocorréncia do
mesmo. Quadros XXIV a XXIX.

Apresentaram-se os seguintes fendtipos: atopia, idade de inicio da doenca apds 12 anos de
idade, HS a AINE’s, obesidade, obstrugao persistente e gravidade, tendo em conta as varidveis
demogréficas, clinicas, funcionais e laboratoriais. Os resultados constam dos Quadros IlI-S a
VII-S da Informagdo suplementar 4.
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111.4.1 Fenétipo de atopia

A prevaléncia encontrada na nossa populacdo (68%), aproxima-se dos 60% descritos na
literatura, reforcando que a asma ndo alérgica parece existir em apenas 2 em cada 5 casos de
asma dos adultos, constituindo um fenédtipo mais grave®?®. Os estudos ENFUMOSA™> e SARP*
mostraram uma associacao negativa da atopia com a asma grave do adulto, podendo mesmo
os doentes alérgicos terem melhor fungdo pulmonar®?.

Na comparagdo entre atdpicos e ndo atdpicos, os resultados colhidos estabeleceram as
diferencas significativas para a menor idade dos doentes, p=0.013, a maior frequéncia de idade
de inicio de doenca antes dos 12 anos, p= 0.039, e a menor prevaléncia de histéria de
pneumonia, p= 0.033, nos atdpicos.

O facto do inicio da doenca antes dos 12 anos ter sido, no nosso modelo, factor de risco para a
atopia (OR 2.96; 1C95%=1.05-8.32), p=0.039) apesar de novo, ndo é surpreendente, ja que o
fendtipo atépico é especialmente prevalente nas criancas®”. Relevante e inovador foi o
impacto encontrado para a histdria da pneumonia na evolugdo da doenca: nos asmaticos, a
probabilidade da sua ocorréncia foi significativamente inferior nos doentes atdpicos (ORadj
0.28; 1C95%=0.09-0.86), p=0.027). Alguns avangos tém sido feitos na compreensdo da
imunopatogenia da asma, tendo-se identificado dois fenétipos moleculares Th2-Hi e Th2-Lo,
incluindo-se no primeiro quer os alérgicos de inicio precoce, quer os menos alérgicos e com
inicio tardio da doenca. Nos asmaticos de inicio tardio poderd ser importante no seu
desenvolvimento a componente da imunidade inata, onde o epitélio da via aérea responde a
insultos ambientais, como sejam os peptideos antimicrobianos*®. A identificacdo de células
linfocitarias inatas, capazes de secretar citocinas Th2 em resposta ao dano epitelial, pode ser
crucial nesse entendimento.

Apesar destes factos, o fendtipo nao alérgico parece partilhar com o alérgico reacgGes
medidadas pela IgE, ja que esta esta presente na via aérea de ambos, independentemente de
existir evidéncia de atopia, aumento das células Th2, activagdo mastocitdria e infiltracdo
eosinofilica®.

Na monitorizagdo do controlo da doenga, as pontuagdes dos questiondrios ACT, CARAT e ALQ
foram melhores na presenga de atopia, o ultimo com valor significativo, p=0.025. A avaliagdo
da funcdo respiratéria ndo foi diferente neste grupo (quer em relagcdo a populagdo total quer
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em relagdo aos nao atdpicos). Ja o estudo TENOR™ mostrou que, apesar das mulheres serem

mais atdpicas do que os homens, tém melhor fungdo pulmonar e ndo necessitam de maior

nivel de tratamento®®.

Em relagdo a gravidade da doencga, a pontuag¢do do questionario de gravidade SOA foi melhor
nos atdpicos do que nos ndo atdpicos e 51% obteve a classificagdo de grave pelos critérios
WHO?. O sub-grupo de doentes graves do fendtipo atdpico, tinha sido definido no coorte do
estudo SARP, representando 40-50% dos asmaticos graves'”, e caracterizava-se pelo maior
numero de positividade dos testes alérgicos, niveis séricos de IgE total mais elevados, maior
exposicdo ambiental e forte histéria familiar de atopia®**. No nosso modelo, a menor gravidade
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da doencga, mostrou ser potencial factor de impacto na predi¢cdo do fendtipo de atopia, com
OR para a classificacdo de grave (WHO?) de 0.36; 1€95%=[0.11;1.19].

Quanto aos biomarcadores até agora conhecidos, o valor de FeNO, que tem sido reportado
como biomarcador de asma atdpica, apesar de elevado ndo mostrou ter impacto no nosso
modelo. A contagem de células da expectora¢do apontou para uma inflamacao de predominio
eosinofilico e o valor sérico de IgE mostrou ser significativamente superior nos atdpicos,
p=0.008. Como é sabido, o tratamento anti-Igt com omalizumabe, foi o primeiro tratamento
fenotipicamente orientado, nomeadamente para o fendtipo alérgico grave.

111.4.2 Fenotipo com idade de inicio de asma apds os 12 anos de idade

A importancia clinica deste fendtipo surge apds vdrios grupos terem identificado, por
diferentes abordagens de analise, a idade de inicio de doenga como factor determinante na
distingdo dos fendtipos asmaticos (usando a idade de 12 anos como cut-off)***>.

A asma com inicio antes dos 12 anos associou-se consistentemente a maior condi¢do atdpica,
enquanto a iniciada apds os 12 anos se associou quer a asma com inflamacao eosinofilica, quer
a asma do obeso, mais comum em mulheres e, em geral, menos alérgica. Apesar disso, ndo se
encontraram biomarcadores relacionados com a de inicio precoce.

Segundo Wenzel, que agrupou os fendtipos conhecidos de acordo com as suas caracteristicas,
a idade de inicio da doenca pareceu-lhe ser melhor discriminador da asma do adulto do que os
sintomas alérgicos. A asma de inicio precoce revelou apresentar-se com vdrios graus de
gravidade, em associacdo a outras doencas como a rinite e sintomas alérgicos, boa resposta a
corticoterapia e a tratamentos Th2 direccionados, como o omalizumabe. Tem como
biomarcadores as citocinas Th2 e os niveis totais de IgE. Dentro deste grupo, verificou-se
recentemente a distincgdo molecular de asma alérgica ligeira-Th2, associada a maior
eosinofilia®®>. Outros estudos sugerem que, a medida que a gravidade da asma de inicio
precoce aumenta, vias ndo-Th2 como as Th17 e Th1 possam envolver-se**.

A asma de inicio mais tardio, cuja prevaléncia se estima em 50% dos asmaticos"*

, tem
tendencialmente apresenta¢do na idade adulta, com predominio eosinofilico, mas menos
alérgica, podendo ter maior prevaléncia de sinusite e polipose nasal. Foi recentemente
identificado o biomarcador periostina nesse sub-grupo e as vias patobiolégicas envolvidas
resultam da interac¢do da imunidade Th2, vias IL-33 e IL-17. Relaciona-se com eosinofilia
refractdria a corticoterapia, ndo estando esclarecida a razdo da diferengca de resposta
terapéutica. Na sua patobiologia estd também envolvida a IL-5, apresentando resposta
terapéutica ao anticorpo IL-5 e a modificadores dos leucotrienos**.

Ainda, na asma com inicio na idade adulta, tém sido avan¢ados sub-fenétipos nao Th2, entre
os quais o relacionado com a obesidade, com o fumo do tabaco, a asma neutrofilica e a

. sos 132
paucigranulocitica.

No nosso estudo, quando comparamos os doentes com idade de inicio de asma apds os 12
anos com os restantes, e que passaremos a discutir, encontramos algumas diferencgas
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significativas (detalhadas no Quadro V-S da Informag¢do suplementar 4). Dos varios factores de
risco para o fendtipo em causa, apresentados na rubrica de resultados e resumidas no Quadro
XV, destacamos a idade do doente, a gravidade pela escala WHO” e pelo score SOA, a elevada
dose de CSI utilizada, a qualidade de vida, a atopia, a reversibilidade da obstrucdao e alguns
biomarcadores como os eosinéfilos no sangue.

Com prevaléncia aproximada a da literatura, a idade mais avancada foi identificada como
factor de risco para o fendtipo em causa (ORadj 1.08; 1C95%=1.04-1.12, p<0.001), a
semelhanca do estudo SARP. Este facto suporta os nossos resultados, uma vez que também
identificamos como factores de risco para o fendtipo em causa a classificacdo de grave pela
escala WHO’ (OR 2.67; 1C95%=1.01-7.07, p=0.049) e a maior pontuacdo no questionario SOA
(OR 1.17; 1C95%=1.02-1.34, p=0.025). Alids, aquando da compara¢do da gravidade dos
asmaticos de inicio precoce Vs tardio, tinhamos ja verificado a diferenga significativa de
gravidade entre os grupos, superior nos de asma de inicio tardio, (quer para a classificacdo de
grave pela WHO?, p= 0.046, quer para a pontuacdo no questionario SOA, (p=0.02)).

O género masculino mostrou-se importante na predicdo do fenétipo em causa, embora sem
significado estatistico (ORadj 3.71 (0.088-15.70), p=0.075), podendo dever-se ao facto deste
género ser factor de risco conhecido para obstrucdo fixa, como identificado no coorte
TENOR',

O facto do IMC médio da populacgdo ter sido elevado, e o excesso de peso se ter mostrado com
diferenca significativa consoante a idade de inicio de doenca (p= 0.019), coincide com a
existéncia do sub-fendtipo da asma de inicio tardio anteriormente descrito, ndo-Th2, e
relacionado com obesidade. Este sub-fendtipo associa-se a um estado pré-inflamatério
generalizado com produc¢do de TNF-qa, IL-6 e leptinas, com menor grau de atopia, muitos
sintomas, mas pouca necessidade de interveng¢do médica de alto grau™.

A atopia foi menos frequente nos de asma com inicio tardio (p= 0.036), e identificada como
factor de protecgdo para este fenétipo (OR 0.34; 1C95%=0,12-0,95, p=0.039) confirmando-se os
resultados de outros estudos que sugerem que os mecanismos de resposta Th2, nestes
doentes, serdo mais complexos do que os associados aos da asma de inicio precoce. Tal foi
também corroborado pela comprovacgdo da existéncia de inflamag¢dao mista verificada e a pior

resposta a corticoterapia.

De facto, a terapéutica com CSI em altas doses foi, no nosso estudo, factor de risco (OR 3.55;
1C95%=1.32-9.54, p=0.012) para o fendtipo em causa (idade de inicio de asma apds os 12
anos), tendo ja sido referido o elevado grau de terapéutica de manutengdo utilizado,
denotando provavel refractariedade a corticoterapia de alguns sub-fendtipos do grupo.

Outro potencial factor de risco identificado foi a obstrucdo persistente, com elevada
prevaléncia e razdo de probabilidades elevada para a asma de inicio tardio (OR 2.63;
1C95%=0.93-7.40, p=0.068), o0 que pode estar em relagdo com a elevada exposi¢do tabdgica do
grupo (38%) e com a presenga de outra doenga obstrutiva para além da asma (que ocorreu em
21% dos doentes). O sub-fendtipo de asma de inicio tardio ndo Th2 associado ao tabagismo,
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avancado por Wenzel***, foi relacionado com deteriorag3o da funcdo respiratdria e resisténcia
a corticoterapia, podendo o tabagismo aumentar a sensibilizacdo a alergenos ocupacionais e
agravar a qualidade de vida.

Constata-se, no nosso estudo, que a qualidade de vida avaliada pelo ALQ foi significativamente
pior nestes doentes (p=0.010), apesar do significativo maior uso de CSI em altas doses
(p=0.011) concordante, quer com o sub-fendtipo da asma associada ao tabagismo, quer com a
pior qualidade de vida conhecida nos doentes com asma-obesidade (o excesso de peso nesse
grupo foi significativamente maior).

Relativamente aos biomarcadores de inflamagdo eosinofilica, e apesar do menor grau de
atopia nos de asma de inicio tardio, o valor percentual de eosinéfilos no sangue foi
significativamente superior (p= 0.020). Consistentemente, indo de encontro a presenca de
inflamacdo eosinofilica ja descrita, identificdAmos de novo e como factor de risco para asma de
inicio tardio, a percentagem de eosindfilos no sangue (ORadj 1.26; 1C95%=1.02-1.57, p=0.034).

111.4.3 Fenotipo de HS a AINE’s

Clinicamente distinto, este fendtipo é referido com prevaléncia em 5-10% dos asmaticos.
Pensa-se que resulta ndo de um mecanismo imunoldgico mas sim do aumento de LTs que
ocorre em resposta a diminuicdo dos niveis de prostaglandina (PG) E2 apds inibicdo da
ciclooxigenase (COX) 1%%%.

Na nossa amostra, foi identificado com base na histdria dos doentes, ndo se tendo em nenhum
dos casos utilizado a prova confirmatéria de provocagao.

A prevaléncia notada foi de 17%, o que ndo nos surpreende dada a elevada percentagem de
doentes graves do grupo (58%), e este ser um fendtipo caracteristicamente relacionado com
maior gravidade de doenga, como demonstrado também no estudo ENFUMOSA, que alias o
reportou como factor de risco para a gravidade de doenga (OR 5.12 nos homens e 4.61 nas
mulheres)™®*. De facto, no nosso estudo, estes doentes apresentaram uma pontuacdo no

questionario de gravidade SOA superior aos restantes doentes.

A percentagem de mulheres (58%) foi bastante inferior a encontrada na restante populagdo
(80%), tendo o género masculino sido identificado pelo nosso modelo, como potencial factor
de risco (OR 3.78;1C95%=0.79-18.13, p=0.096). A média de idades e os anos de evolugdo da
doenga foram inferiores neste grupo, este ultimo com diferencga significativa, p=0.018. Apesar
disso, em 42% dos doentes a asma teve idade de inicio apds os 12 anos. Num estudo recente
de prevaléncia deste fenétipo, realizado numa populacdo coreana®, verificou-se também
uma média de idades inferior a da populagdo global. Outro estudo que incluiu 592 doentes,
163 com asma induzida pela aspirina, encontrou nesse sub-grupo uma média de idades
significativamente inferior (43 anos Vs 46 anos, p<0.005). Também verificou que o IMC era
significativamente inferior ao da populac¢do global, a semelhanc¢a dos nossos resultados, mas
era menor a percentagem de fumadores activos (21.5% Vs 27.7%) apesar do inferior valor de
FEV, (87.6% (17.0) Vs 90.5% (17.0), p<0.005)**®.
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Outras caracteristicas clinicas descritas para este fendtipo®’ s3o a co-existéncia de
rinossinusite e polipose nasal. Nesse sentido, registdmos, com diferenca significativa em
relacdo aos restantes doentes, maior prevaléncia de polipose nasal (p= 0.008), que juntamente
com o RGE foram identificados, no nosso estudo, como factores de risco para o fendtipo em
causa (ORadj 9.5, p=0.014 e OR3.78, p=0.096, respectivamente).

Em relagdo a gravidade da doenca, estes doentes apresentam alguma heterogeneidade mas,
muitas vezes e apesar de ndo estarem expostos ao desencadeante em causa, mostram maior
gravidade. Apesar da rela¢do de causalidade com a gravidade da doencga nao estar esclarecida,
é associada ao aumento de excrec¢do urinaria de (LTs)E4 e a defeitos genéticos nas suas vias de
sintetizac30?*°, factores que n3o foram avaliados no nosso estudo.

No nosso sub-grupo, apesar de ser maior o controlo da doenca, foi significativamente pior a
qualidade de vida em relagdo aos restantes, p=0.010, e a pontuacdo do questiondrio de
gravidade SOA superior, com impacto na predicdo deste fenotipo (ORadj 1.23; 1C95%= 1.02-
1.49, p=0.031), como mostrou o nosso modelo. Em 67% dos doentes foram registados pelo
menos um episddio de exacerbagdo grave no ultimo ano e, em 33%, hospitalizagdes. J& no
estudo acima referenciado®>, foi maior o uso de cuidados de saude por estes doentes, sendo
que a visita ao SU no ultimo ano tinha mostrado ser factor de risco para o fendtipo, com OR
2.19, p=0.029.

A avaliacdo da funcdo respiratdria mostrou, no nosso estudo, valores sobreponiveis entre este
fendtipo e a restante populagdo, mas identificou-se obstrugdo persistente da via aérea em 25%
dos doentes com HS a AINE’s. No estudo TENOR™? ficou demonstrada a associacdao da
obstrugdo persistente do fluxo aéreo com a sensibilidade a aspirina (OR 1.5 (IC95%= 1.0-2.4),
0 que ndo se confirmou no nosso grupo. No entanto, a menor reversibilidade apds prova de BD
(A FEV15,8 % (6,7) Vs 7% (7,3)), aponta para maior remodelagdo da via aérea.

Apesar da relacdo de causalidade da doencga ndo estar esclarecida, é associada ao aumento de

excrecdo urinaria de LT's”%*%°,

111.4.4 Fenétipo de obesidade (IMC 230 KG/M?)

Antes de discutirmos os factores com impacto no nosso modelo de predicdo para este
fendtipo, cumpre-nos discutir a sua importancia clinica.

Tanto a prevaléncia como a incidéncia da asma nos obesos estdo aumentadas, havendo
evidéncia de que a obesidade seja precursora da asma. Meta-analises de estudos longitudinais
em adultos confirmaram que a obesidade se associa a risco de inicio de asma, quer em
homens, quer em mulheres, sendo o risco superior nos mais obesos™. Os mecanismos desta
associacdo podem ser de varia ordem. Por exemplo, factores mecanicos como a pressao
causada pelo aumento da massa na parede tordcica, exercendo efeitos mecanicos directos no
pulmao, podem estar relacionados. Como os obesos respiram a volumes mais baixos, em caso
de broncoconstricdo, o volume corrente estd mais limitado, resultando em maior
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sintomatologia. Também ja foi demonstrado que a obesidade é factor de risco para
encerramento precoce da via aérea nos asmaticos, afectando as relagbes da
ventilacdo/perfusdo®.

Outro factor responsdvel por esta associacdo podera ser o efeito pré-inflamatdrio das
adipocinas na circulacdo dos doentes obesos, com inducdo ou agravamento da inflamacao.
Varias citocinas inflamatdrias como TNF-q, IL-6, VEGF, PCR **!e marcadores do stress oxidativo
como 8-isoprostano®”’, estdo elevados nos obesos. Apesar disso, os efeitos da inflamacgdo
sistémica n3o explicam consistentemente esta associagdo’®.

Recentemente, e como abordado na rubrica dos diferentes fenétipos da asma, identificou-se
um enddtipo Th2-Lo, com varios subgrupos, sendo o dos obesos o melhor definido. Este
caracterizou-se pela menor probabilidade de atopia, predominio do sexo feminino e melhoria
sintomatica com perda de peso. Alguns mecanismos fisiopatoldgicos apontados prendem-se
com o balango adiponectina/leptina e com a sindrome metabdlica e seu contributo para

aumento do stress oxidativo™**.

No nosso estudo, a distribuicdo por género foi maior para o feminino constituindo 90.5% da
populacdo de obesos, com menor prevaléncia de atopia, de rinite e de exposicdo tabagica do
gue na restante populagdo. Também no coorte do estudo SARP, a elevacdo do IMC se associou
ao género feminino e ao inicio da asma na idade adulta.

Esta prevaléncia do género feminino adiciona algumas pistas na compreensao do mecanismo
da sua associagdo a asma: os niveis elevados de leptina estdo mais relacionados com a
obesidade do género feminino do que com o masculino®®; os niveis de progesterona
diminuem na obesidade, podendo modular a reactividade da via aérea pela ac¢do nos
receptores B-adrenérgicos, ja que niveis inferiores levam a menor relaxamento da via aérea®;
e o aumento de estrogénios na obesidade pode modular a actividade eosinofilica.

Em relagdo a atopia, vdrios estudos tém demonstrado que a associagdo obesidade-asma é

mais forte nos doentes ndo atépicos**

sendo que no nosso modelo, apesar de ndo ter
significado estatistico, a razdo de probabilidades para a presenca de atopia nos obesos foi

inferior a 1.

Apesar da evidente relagdo causal obesidade — asma, nao lhe eram até ha pouco associados
marcadores especificos de inflamagdo, nomeadamente obstru¢do aumentada ou inflamagdo
eosinofilica. No entanto, parece ser um grupo com asma de mais dificil controlo, sintomas mais
frequentes, maior uso de terapéutica de alivio e pior qualidade de vida''**"’.

A importancia clinica deste fendtipo prende-se exactamente com factores de ordem
terapéutica, dado o mau controlo apesar de terapéutica adequada, permanecendo a sua causa
por esclarecer. Podendo relacionar-se com o estado inflamatdrio, vdrias evidéncias apontam
para a inflamag¢do paucicelular, podendo estes doentes beneficiar com tratamento da
obesidade, nomeadamente o cirurgico, como indicam estudos recentes®*®. Este beneficio
aponta para a importancia do efeito mecanico da obesidade que condiciona restricao
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pulmonar, embora sem rebate na melhoria da HRB“™. Vdrios estudos epidemiolégicos tém

avaliado a associacdao do controlo da asma com a obesidade. A pontuagdo ACT ndo tem
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mostrado associacdo consistente, mas varios estudos apontam para a relacdo da obesidade

com o pior controlo da doenga®® 181230 251 110,252

e da qualidade de vida.
No nosso estudo, o ndo controlo da doenca foi identificado como factor de risco para este
fendtipo (OR 6.75; 1C95%= 0.80-56.71, p=0.079), sendo no entanto a pontuagdo média de ACT
(19 (4.9)) sobreponivel entre os dois grupos. A avaliagdo da qualidade de vida medida pelo ALQ
foi consideravelmente pior.

No entanto, naqueles com excesso de peso (IMC >25Kg/m?), o controlo da doenca avaliado
pelos questionarios ACT e CARAT foi significativamente pior do que nos doentes sem excesso
de peso (p= 0.016 e p= 0.015, respectivamete), sendo também pior a qualidade de vida
(p=0.022) e a gravidade da doenca (SOA, p= 0.034).

Apesar do maior recurso a tratamento com doses elevadas de CSIl, ndo houve maior recurso a
ciclos de CSO nem foi maior a taxa de hospitalizacGes, a semelhanca do acontecido no estudo
SARP, onde a taxa de hospitalizac6es nao foi superior.

A avaliagdo da fungdo respiratéria mostrou melhores valores médios espirométricos nos
obesos em relagdo aos restantes, mas menor reversibilidade, e a percentagem dos doentes
com obstrucdo persistente da via derea foi também menor. Como ja referido nos mecanismos
de associacdo obesidade-asma, o aumento da pressdo intra-abdominal no diafragma, leva a
menor capacidade residual funcional e volume de reserva expiratério, respirando os doentes a
volumes mais baixos e contra maior resisténcia.

Os valores da CRF e do VRE tém-se mostrado consistentemente diminuidos nos obesos”>,
embora ndo haja uma associacdo tipica com a diminui¢cdo da relacdo FEV,/FVC. No nosso
modelo, apesar do valor modesto de OR para a relagdo FEV,/FVC (1.05, 1C95%= 1.01-1.09,
p=0.033), ele foi estatisticamente significativo, sendo que os obesos apresentaram valores
mais elevados do que os restantes.

Apesar de alguns estudos reportarem aumento da resisténcia da via aérea nos obesos, por
mecanismo ndo esclarecido, a obesidade ndo condiciona obstru¢do da via aérea, pelo que o
aumento dos sintomas nos asmaticos obesos podera prender-se com os factores ja referidos.

N3o obstante o reconhecido pior controlo da doenga nos obesos, a sua associagdo com a
gravidade ndo é consistente, sendo contrariada por uns (Wenzel reportou prevaléncia
semelhante de obesidade na asma moderada e grave254) mas evidenciada por outros.

Nomeadamente, num estudo de Gibeon et al.>

, desenhado para avaliar a relagdo da
obesidade com a gravidade da doenca, o fenétipo da obesidade nos graves caracterizou-se por
inicio mais tardio da doenca, com predominancia do género feminino, e apresentando os
doentes mais sintomatologia do que os classicamente atépicos, com relativa menor inflamagao
eosinofilica. No nosso grupo de obesos, foram classificados como graves pela classificacdo
WHO® 67% (percentagem superior aos 57% verificados nos restantes doentes) e a pontuagdo

no questionario de gravidade SOA foi superior (11 SD 2.7 Vs 10 SD 4.2).

156



Fenoétipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

Quanto aos biomarcadores existentes, varios estudos tém demonstrado aumento do stress
oxidativo nos asmaticos obesos, podendo ser factor de risco para o fendtipo em causa,
interferindo com a cascata inflamatdria, e tendo ja sido detectado o aumento do 8-isoprostano
no ar exalado destes doentes**.

Recentemente foi ainda identificado um possivel biomarcador: a dimetilarginina (ADMA -
Asymmetric dimethyl arginine) 26 cujo aumento se associou a menores niveis de IgE, mais
sintomas respiratérios e pior fungdo em doentes obesos com asma de inicio tardio, quando
comparados com doentes obesos com asma de inicio precoce.

111.4.5 Fenotipo com obstrugdo persistente da via aérea

A significancia clinica deste fenétipo prende-se com o seu pior progndstico, ja que a limitagdo
persistente do débito aéreo pode resultar na limitacdo da capacidade de exercicio pela
hiperinsuflagdo dinamica, semelhante & observada na DPOC*’.

O gene que tem vindo a ser insistentemente associado a obstrugdo persistente da via aérea é o
ADAM 33, que se relaciona com o aumento da remodelacdo da via aérea”®. As alteracdes
patoldgicas encontradas nestes doentes sdo a desnudacdo epitelial, o espessamento da
membrana sub-epitelial, o aumento do musculo liso e o alargamento das glandulas
brénquicas®’, com provavel diminuicdo da retraccdo elastica pulmonar, em consequéncia das
exacerbacGes e de alteracbes proteicas da matriz extracelular, associadas ao processo
inflamatério crénico®®°.

Neste grupo de doentes tem vindo a ser descrito o sub-fenétipo da asma-DPOC, actualmente

261 hara a DPOC, e que é definido pela obstrugio

reconhecido nas normas espanholas da SEPAR
do fluxo aéreo que ndo é completamente revertida, mas é acompanhada por sinais ou
sintomas de reversibilidade. Numa recente revisdo, o fenétipo asma-DPOC foi defenido por 5
critérios major - diagndstico clinico de asma e DPOC no mesmo doente; histéria de atopia;
mais de 40 A; carga tabagica >10 UMA; FEV,pds-BD<80% do previsto e FEV,/FVC<70% - e um
minor - aumento >=15% ou >=12% e 200 ml no FEV, apds BD.

Este fendtipo asma-DPOC caracteriza-se clinicamente por individuos com idade superior a 40
anos, histéria tabagica positiva, atopia, rinossinusite e RGE associando-se a maior frequéncia
de exacerbacgGes graves. A inflamacdo da via aérea é mista ou de predominio neutrofilico,
podendo co-existir enfisema. Os factores de risco associados sdo a atopia, os hdbitos tabagicos
e asma grave persistente na infancia®®>. Assim, no fendtipo dos doentes asmaticos com
obstrucdo persistente, estara incluido um sub-fendtipo, até ha pouco ndo reconhecido, de
sobreposi¢cdao Asma-DPOC, com consequentes implicagdes na abordagem terapéutica.

No nosso estudo, a obstrugdo persistente teve prevaléncia de 30%, sendo conhecidos na

. 2 2 2
literatura?®® 264 26

valores que variam entre os 16% na asma leve, 23% na moderada e 49% na
de dificil tratamento, apesar da utilizacdo nao uniforme da definicdo desta obstru¢do. Em 32%
deles registou-se a co-existéncia de outra doenga obstrutiva, superior aos cerca de 20% da

populagdo global, indo de encontro a existéncia do sub-fenétipo asma-DPOC, acima descrito.
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Encontrdmos como factor de risco para o fenétipo em causa o género masculino, apds ajuste
para a idade (ORadj6.88; 1C95%=[1.78;26.61], p=0.005), factor ja encontrado por outro estudo
desenhado para identificar factores de risco associados com a obstrucao persistente do fluxo

aéreo®®®

(apesar da maior prevaléncia do género feminino na asma de inicio na idade adulta).
No entanto, este dado ndo é consensual na literatura, uma vez que, independentemente da
exposicdo tabagica, o género masculino foi identificado por uns**>e o feminino por outros®®
(este particularmente relacionado com alguns determinantes genéticos).

O mecanismo subjacente a relacdo com o género masculino poderd estar relacionado com
factores ambientais para além do tabagismo, ou com a predisposi¢cdao genética, ndo havendo,

no entanto, evidéncia, até ao momento, a suportar esta hipdtese.

Outra caracteristica do fenétipo, por nds verificada, foi a maior prevaléncia do inicio da doenga
apdés os 12 anos de idade, em relagdo a populagdo global, tendo-se identificado como
protector para este fendtipo o inicio da doenca antes dos 12 anos. Consistentemente, foi
factor de risco para os doentes obstruidos, a idade mais avangada (ORadj 1.06 [1.02; 1.09],
p=0.004).

A asma de inicio na idade adulta, em particular a ndo-atdpica, tem-se relacionado com o maior
declinio da funcdo pulmonar, ndo parecendo ser este um processo gradual mas antes
caracterizado por episédios recorrentes de degradacdo®®’. A aplicacdo da andlise cluster a
asma com inicio na idade adulta, realizada por Moore et al. no coorte do estudo SARP,
identificou dois sub-fendtipos, um deles caracterizado pela maior prevaléncia do género
masculino, com menos sintomas, inflamacdo da via aérea e obstrucdo persistente do fluxo
aéreo.

Os parametros fisioldgicos que tém vindo a ser associados a obstrucdo persistente sdo a

% Em concordancia, comorbilidades como a exposicdo

duracdo da doenca e a sua gravidade
tabagica, a histéria de pneumonia no decurso da doenga e a co-existéncia de outra doenga
obstrutiva, foram superiores neste fendtipo. Apesar de ndo se terem identificado como
factores de risco, na comparacgdo entre os doentes com obstrugdo persistente e os restantes,
encontrdmos como estatisticamente significativa a diferenca na coexisténcia de outras
doengas obstrutivas, nomeadamente o défice de alAT (p=0.047) e de DPOC (p<0.001), bem
como a sensibilizagdo a Aspergillus fumigatus. Por outro lado, e apesar da percentagem de
doentes com excesso de peso ter sido superior a da populagdo global, a obesidade ndo se
mostrou importante no modelo de predicdo do fendtipo, achado concordante com outros
estudos®®.

Alguns factores de risco, previamente reportados por outros, sdo coincidentes com 0s nossos
resultados, como é o caso do inicio de asma (ndo alérgica) na idade adulta com histéria de
infeccGes respiratdrias prévias, o tabagismo e a sensibilizacdo alérgica a Aspergillus
fumigatus®®.

Ainda com impacto na predicao deste fendtipo encontramos a gravidade da doenca, avaliada
quer pelas classificacdes WHO® (ORadj 28.54; 1C95%= [3.24;251.38], p=0.003) e ATS" (ORadj
11.12; 1C95%= [2.41;51.44], p=0.002), quer pela pontuagdo no questionario SOA (OR 1.21;
1C95%= [1.03;1.41], p=0.02).
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Outros factores de risco para obstrugdo persistente por nds identificados, foram o grau de
terapéutica utilizado, (ORadj 7.06; 1C95%= [1.04,48,16], p=0.046) e o uso de CSl de altas doses,
(OR 3.07; 1C95%= [1.09;8.66], p=0.034). De facto, na comparacdo deste fendtipo com os
restantes doentes, tinha sido significativa a diferenca na percentagem de uso de altas doses de
CSI (p= 0.031), mantendo, no entanto, maior percentagem de doentes ndo controlados (p=
0.040).

Ja no estudo ENFUMOSA, mesmo na presenca de altas doses de CSI, aqueles com asma grave
apresentavam valores de FEV; e relacdo FEV,/FVC menores, VR aumentado e tendéncia no
sentido da elevacdo da relacdo VR/CPT, sugerindo a existéncia de um componente fixo de
doencga das pequenas vias aéreas, como consequéncia de alteragGes estruturais na evolugao
da doenca. De forma ndo consensual, parametros como a maior reversibilidade e
hiperreactividade bronquicas tém sido apontados em alguns estudos como outros factores de
risco para a obstrucdo persistente263' 268,

Também no estudo SARP, que teve como objectivo fundamental identificar e caracterizar
doentes com asma grave, incluidos de acordo com os critérios ATS® observou-se
reversibilidade em 61% dos doentes com asma grave, mesmo nos que estavam medicados
cronicamente com broncodilatadores. O valor da reversibilidade correlacionou-se com o FEV;
basal e sé 9% dos asmaticos graves mostraram irreversibilidade ao salbutamol.

No nosso estudo a avaliacdo da fungdo respiratdria, ja descrita na rubrica dos resultados, foi
concordante com esses estudos: houve reversibilidade bronquica em 77% dos doentes, com
valor médio de 9%, (10.7) e identificdAmos como factor de risco para a obstrugdo persistente a
reversibilidade brénquica (ORadj 4.24; 1C95%= [1.14;15.77], p=0.031). Naturalmente, na
avaliacdo da funcdo respiratéria jd tinham sido notadas diferencas significativas,
nomeadamente no FEVy, na relacdo de FEV,/FVC, no FEV,s.;5 basais e no VR basal, piores neste
fendtipo.

Para concluir, e em relacdo aos biomarcadores, a eosinofilia periférica e a percentagem de
neutrofilos na expectoragdo mostraram ser factores de risco deste fendtipo (OR de 1,22;
[1.02;1.49], p=0.023 e OR1.03 1C95%=[0.99;1.07], p=0,077, respectivamente). E ja conhecido,
de outros estudos, que a obstrucdo persistente do fluxo aéreo na asma se acompanha de
inflamagao mista, mesmo sob altas doses de CSI, relacionados com processos de remodelagdo,
com fibrose sub-epitelial*®.

111.4.6 Fendtipo grave (classificagio WHO?)

A asma grave compreende vdérios fendtipos, arbitrariamente definidos em grupos consoante a
idade de inicio da doenga, a presenca de atopia, a natureza da inflamagdo e a funcgdo
respiratdria. Como vimos nos fendtipos anteriormente discutidos, em todos existe um sub-
grupo de doentes graves, com prevaléncia de 58% no nosso estudo.

Em relacdo as andlises cluster conhecidas na asma grave, os fendtipos foram estabelecidos
usando modelos diferentes. A metodologia do estudo SARP incluiu na determinacdo do
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numero de clusters a fungdo respiratéria, mas ndo o doseamento de eosindfilos pulmonares
ou na expectoracgdo. O contrario se passou no estudo de Haldar et al.? No entanto, em ambos
os modelos, a idade de inicio da asma foi um preditor independente para a discriminacao de
grupos, sendo que a asma de inicio tardio inclui varios potenciais sub-fendtipos, talvez o mais
distinto o da hipereosinofilia, constituindo cerca de 25% dos asmaticos gravesm.

A combinagao destes estudos permitiu identificar 5 clusters de doentes, 3 deles com maior
probabilidade de incluir doentes graves: o da asma de inicio tardio, muito sintomatica,
relacionada com a obesidade e o predominio do género feminino (correspondente ao cluster 3

de Moore et al.*?

I. 123)

); o da asma alérgica de inicio precoce (correspondente ao cluster 4 de

Moore et a ; € o da asma de inicio tardio, eosinofilica com um sub-grupo de doentes com

asma induzida pela aspirina (correspondente ao cluster 5 de Moore et al. *®).

O primeiro caracterizou-se por IMC mais elevado, menor grau de atopia, menor valor de FEV,
basal, maior eosinofilia na expectoracdo e recurso a CSO de forma frequente (>3ciclos/ano); o
cluster 4, por asma grave de inicio precoce, com diminuicdo marcada do FEV, basal, mas com
reversibilidade aos valores normais, muitos sintomas e eosinofilia na expectoragdo. O ultimo
cluster, de asmadticos graves com obstrucdo persistente da via aérea, caracterizou-se pela
idade mais avancada dos doentes e maior nimero de anos de evolucdao da doenga, menor grau
de atopia, com FEV; basal diminuido e ndo reversivel, com inflamagcdo mista da

expectoracio®®.

Os factores de risco identificados na analise de regressdao do nosso modelo para o fendtipo
grave, sdo consistentes com os resultados da caracterizacdo do grupo e com a maioria dos
factores de risco encontrado no estudo SARP. Nesse estudo cinco varidveis foram identificadas
como factores de risco para gravidade da doencga: FEV; pré-BD (% do previsto); histéria de
pneumonia (OR 3.30; IC 1.92-5.69; p<0.001), numero de basdfilos no sangue periférico (OR
2.25; IC 1.46-4.47; p=0.001), sintomas diarios (OR 2.28; IC 1.25-4.15; p=0.007) e menor nimero
de testes alérgicos positivos (OR 1.11; IC 1.00-1.22; p=0.04).

Dos restantes factores de risco referidos, e ja amplamente abordados na discussao da
caracterizagdo do grupo, realgamos a percentagem de eosinofilia no sangue periférico ser
factor de risco para gravidade (OR 1.27; IC95%=1.01-1.61, p=0.045), facto ndao previamente
identificado.

Esta rubrica pretendeu ndo so caracterizar fenotipicamente a realidade dos nossos doentes, no
enquadramento nosoldgico, fazendo contraponto com os dados conhecidos na literatura para
outros paises, mas também apontar dados inovadores que pudessem contribuir para a
comunidade cientifica melhor interpretar a heterogeneidade da asma.

Evidenciamos da discussdo o seguinte:

e Os factores de risco encontrados para o fenédtipo da atopia foram sobreponiveis aos ja
relacionados por outros estudos, dos quais destacamos a idade de doencga antes dos 12 anos,
o melhor controlo da doenga, a maior reversibilidade da obstrugdo brénquica e o menor grau
de terapéutica utilizado. Como inovadores e protectores para a ocorréncia do fendtipo em
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causa, foram identificados a histdria de pneumonia no decurso da doencga, a presenca de
outra doenca obstrutiva, a classificacdo de grave pela WHO".

Para o fendtipo de asma com inicio apds os 12 anos de idade foram identificados de forma
coincidente com outros estudos, os factores de risco de idade avancada e menor nimero de
anos de evoluc¢do da doenca, maior gravidade da doenga e maior uso de CSl e, como factores
protectores, a atopia e a rinite. Como mais-valia em relagdo ao ja conhecido, o nosso estudo
mostrou que o questionario de gravidade SOA é uma ferramenta util, j4 que valores
superiores sdao factor de risco para o fendtipo em causa. Nesta populagdo, que julgamos
representativa da populacdo portuguesa tratada em cuidados de saude diferenciados, o
género masculino, a obstrucao persistente da via aérea e a percentagem de eosinéfilos no
sangue foram também factores de risco para o fenétipo em causa.

No fenétipo de HS a AINEs, considerado por outros estudos como um sub-fendétipo da asma
de inicio tardio, identificou-se, a semelhangca do que é ja conhecido, a polipose nasal e a
maior gravidade da doenca como factores de risco, tendo o questiondrio SOA novamente
mostrado relevante papel na predicdo de gravidade.

Para o fendtipo da obstrucdo persistente foram identificados multiplos factores de risco,
sobreponiveis a outros estudos: a idade mais avancada da doenca, o género masculino, a
maior intensidade de terapéutica, a pior funcdo respiratdria, a maior gravidade da doenca
(novamente com papel do questionario SOA nesta avaliagcdo) e a inflamacdo mista da via
aérea. O inicio da doenca antes dos 12 anos mostrou papel protector para o fenétipo em
causa. De forma inovadora, identificdmos como factor de risco a maior labilidade brénquica.
e Por fim, para além dos factores de risco ja identificados por outros e por nés corroborados,
destacamos como inovador em relagdo ao fendtipo grave a identificagao da percentagem de
eosinofilia no sangue periférico como factor de risco.

111.4.7 Importancia clinica e limitagdes

O entendimento da asma, particularmente da grave, tem evoluido na ultima década, sendo
hoje reconhecida como doenga heterogénea com varios fendtipos, determinando abordagens
terapéuticas diversas.

A melhor caracterizagdo desses fendtipos, com abordagem multidisciplinar incluindo
parametros comportamentais, clinicos, funcionais, laboratoriais e de resposta a terapéutica, é
com certeza uma mais-valia no controlo dos diferentes mecanismos da doenca.

Nesse sentido, apesar de alguns objectivos permanecerem por cumprir, devem ser alvos de
investigagdo nos préximos anos.

Neles se incluem a validacdo dos vérios fendtipos até agora identificados, o esclarecimento
patoldgico dos diferentes fenétipos, determinando a contribui¢cdo celular e molecular para o
mecanismo em causa, a importancia de mecanismos como o stress oxidativo e de resposta
imunitaria inata, e a melhoria de resposta terapéutica de alguns sub-grupos de doentes.

Nesta rubrica foram corroboradas, numa realidade clinica portuguesa, muitas das
caracteristicas de fendtipos ja conhecidas de outros estudos, tendo-se adicionado outras
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importantes, podendo estes achados ter impacto na melhor interpretacdo dos mecanismo da
doenga.

As mesmas limita¢des aduzidas a adesdo terapéutica e a capacidade de memodria, ja abordadas
na discussdo da caracterizacdo da amostra, mantém-se para este ponto. A escolha das
varidveis a ter em conta nos modelos de regressdao logistica, utilizados para identificar
potenciais factores com impacto na predi¢ao do fendtipo em causa, foi arbitraria mas feita de
acordo com os argumentos ja especificados na rubrica da metodologia e que incluem, para
além da experiéncia na nossa realidade clinica, a aproximag¢do a metodologia para escolha das
variaveis utilizadas nos outros estudos publicados. Ressalta-se o facto de os biomarcadores da
expectoracao terem sido adquiridos numa amostra mais pequena, podendo justificar a
escassez de impacto destes parametros na predicdao dos varios fendtipos.

1.5 AGRUPAMENTO DA POPULAGAO EM CLUSTERS

Considerando a heterogeneidade da asma, varias metodologias de anadlise tém sido aplicadas
ao estudo desta patologia.

Até ha alguns anos, a asma era classicamente definida com base em dois fenétipos principais:
asma extrinseca, definido por um desenvolvimento tipico na infancia, acompanhada por
reaccOes alérgicas IgE-mediadas, e asma intrinseca, com desenvolvimento tipico mais tardio,
sem associacdo a sensibilizacdo alérgica. No entanto, a limitada abrangéncia desta divisdo, no
que diz respeito a heterogeneidade da asma, motivou estratégias de andlise com base em
metodologia cluster, combinando varias varidveis, definidas por cada investigador, para
agrupar sujeitos cujas caracteristicas se aproximam.

Dois importantes estudos realizados até ao momento sdo o de Haldar et al.” e o de Moore et
al.™” (amplamente abordados nos fundamentos tedricos) que, apesar de aplicarem diferentes
metodologias na andlise cluster, obtiveram alguns resultados sobreponiveis, nomeadamente
na identificagao do inicio de idade de doenga como um dos discriminadores mais importantes

na distribuicdo dos grupos.

Fazendo a analise combinada dos resultados destes dois estudos, e em relagdo ao grupo de
doentes mais graves, consegue identificar-se pelo menos trés subgrupos de doentes: os de
asma alérgica grave de inicio precoce; os de asma de inicio tardio, eosinofilica, com um
subgrupo de doentes com HS a AINEs; e o de asma de inicio tardio, obesos e sintomaticos, com
predominancia do género feminino.

Apesar destas classificagdes fenotipicas trazerem informacgbes relevantes, ndo adicionaram

muito ao conhecimento patobioldgico da asma, nem identificaram biomarcadores com
utilidade clinica, permanecendo a necessidade de se estabelecerem endétipos.
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A combinagdo de alguns dos componentes defindos pelo PRACTALL*®, como necessarios a

definicdo de enddtipo (entre os quais se contam os parametros clinicos, os aspectos

fisioldgicos, a resposta a terapéutica e os biomarcadores), tem orientado para a emergéncia de

novos enddtipos que, contudo, necessitam de maior validacdo e se distinguem pelo grau de

envolvimento de resposta Th2. Estes enddtipos emergentes foram ja descritos na rubrica 1.8 e

incluem 6 fenétipos:

e asma com resposta Th2, que integra os fendtipos asma alérgica de inicio precoce; asma
eosinofilica de inicio tardio e asma induzida pelo exercicio;

e asma sem resposta Th2, que integra os fenétipos de asma do obeso; de asma neutrofilica e
de asma do fumador.

Nesta rubrica procuramos evidenciar dois aspectos, também fulcrais no nosso estudo:

e corrobordmos as caracteristicas dos nossos grupos de fendtipos;

e enfatizamos o que identificAmos de novo como responsavel pela separacdo dos elementos
do estudo, na conviccdo de serem caracteristicas diferenciadoreas de pelo menos “uma
realidade clinica portuguesa”.

111.5.1 Discussao dos clusters identificados

N3do sendo conhecidos estudos portugueses que utilizem a abordagem cluster, este estudo
adquire entre nds um caracter inovador. A aplicacdo da analise ndo supervisionada por
metodologia cluster a nossa populacdo, permitiu a identificacdo de cinco clusters. A escolha
das varidveis utilizadas, teve como base as descritas nos dois estudos atras referidos, e foi por
isso mais abrangente do que cada um deles isoladamente.

Tendo os doentes incluidos sido tratados em cuidados de saude diferenciados, discutiremos os
nossos resultados apenas em fungdo dos resultados de Moore et al. *® (j4 que em Haldar et al.?
se incluiam doentes tratados em cuidados de satde primarios).

Alguns discriminadores da andlise que ressaltaram como mais determinantes na discriminagado

1.2, como a idade de inicio

dos grupos, foram sobreponiveis aos encontrados por Moore et a
de doenga (p=0.003), o género (p<0.001), a fungdo respiratéria basal (p<0.001) e o grau de
corticoterapia inalada (p<0.001).

No entanto, encontrdmos outros de igual importancia na nossa discriminagdo: o excesso de
peso (p=0.001), a idade (p=0.001), o controlo da doenga (p=0.001), a qualidade de vida

(p<0.001) e a eosinofilia periférica (p<0.001). Corroborando a conclusdo de Moore et al.'%, e

m
relagdo ao uso deste tipo analise como suficiente para atribuir grau e tipo de gravidade aos
doentes, identificdmos ainda no nosso estudo, como discriminador de andlise com significado

estatistico, a gravidade da doenca (p(WHO) =0.001 e p(SOA)< 0.001).

Relativamente a identificacdo dos clusters, os resultados mostram evidente sobreposicdo com
outros estudos:
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Cluster 1 (asma alérgica grave, evoluida, associada a obstrugdo crénica e inflamagao
eosinofilica): este grupo, com prevaléncia de 12%, apresentou-se como de maior grau de

gravidade, tendo bastante correspondéncia com o C5 de Moore et al'%.

No nosso estudo, 100% cumpria os critérios de gravidade ATS* e WHO’ (no de Moore et al.*®
cumpriam os critérios ATS' 80% dos doentes) e em ambos, o niimero médio de anos de
evolugao de doenga foi aproximado de 30 anos. Diferiram, no entanto, na distribuicao por

. a prevaléncia foi do feminino).

género (no de Moore et a
Em ambos os estudos a atopia esteve presente na maioria dos doentes, assim como o excesso
de peso, de forma mais marcada no estudo de Moore et al. (31 Kg/m?)**®. Os grupos referidos
mostraram a pior funcdo pulmonar, apesar do grande numero de farmacos de controlo
utilizados e do recurso a CSI de altas doses e a CSO, com hospitalizagdes no ultimo ano
também frequentes (50% no nosso estudo e 25% em Moore et al.", mas reportando 40%
deles histdria prévia de admissdo em UCI durante a vida.

A maior diferenca entre os grupos dos dois estudos foi na identificacdo da inflamacdo (que nado
ocorreu no de Moore et al.”? ). No nosso estudo verificdmos elevacdo dos marcadores de
inflamacdo eosinofilica, com valores de FeNO tendencialmente superiores a 35 ppb, sendo o
Unico grupo a mostrar eosinofilia periférica. O padrao celular da expectoracdo distribuiu-se
equitativamente pelo tipo eosinofilico e misto, com valores médios de percentagem de
neutréfilos e de eosindfilos muito elevados, estando de acordo com a literatura respeitante

aos asmaticos graves, em que predominam os padrdes eosinofilico e misto™®’.

O nosso grupo partilhou ainda muitas das caracteristicas encontradas pelo estudo TENOR**
para o grupo de doentes com asma associada a obstrucdo crdénica, onde os doentes eram mais
idosos, com histéria de exposicdo tabagica frequente e muitos anos de evolucdo da doenca,
fazendo tratamento com altas doses de CSI e mostrando inflamacgdo eosinofilica, sendo sabido
gue um dos mecanismos para a persisténcia de inflamacao eosinofilica nos asmaticos sob CS é
a reducdo da actividade da histona desacetilase (HDAC)*”. Estes doentes foram descritos pelas
Recomendagdes para diagndstico e terapéutica da asma grave em Portugal (2010)*** como o
fendtipo de asma associada a obstrugdo crénica, existindo alguns estudos genéticos a apontar

para a relagdo deste fendtipo com polimorfismos dos genes ADAM 33, IL-4 e IL-4R, e TGF-B1'*

271,272 No entanto, poderdo também incluir-se no nosso C1 alterag¢des relacionadas com outros
dois fenétipos descritos pelas mesmas Recomendagdes*: o da asma relacionada com a HS a
AINE’s e a asma corticoresistente relacionada com a exposi¢ao tabdgica, pois o grupo de

doentes em causa apresentou maior prevaléncia desses factores.

Cluster 2 (asma grave em mulheres obesas, maioritariamente ndo alérgicas, muito

1.2 é um grupo claramente distinto

sintomaticas): com sobreposicdo com o C3 de Moore et a
dos outros pela grande prevaléncia do género feminino, pelo maior grau de obesidade e
menor grau de atopia. A semelhanca do encontrado por Moore et al.'”®, embora de forma
menos acentuada, a idade de inicio de doenca foi maioritariamente apds os 12 anos de idade,
sendo elevado o niumero médio de anos de evolugdo da doenga. Ja nesse estudo, os grupos
mais graves apresentaram mais anos de evolugdo da doenca. No nosso estudo, foi o segundo
grupo com maior gravidade e o primeiro onde se registou maior impacto na qualidade de vida

e maior prevaléncia de disturbio ansioso-depressivo. Tanto no nosso estudo como no de
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Moore et al'*®, o elevado grau de sintomas dos doentes e de recurso a ciclos de CSO e
cuidados de saude ndao programados, apesar do elevado grau de terapéutica usado, foi
desproporcionado face ao pouco rebate na fungao pulmonar. Isto sugere que o pior controlo
destes doentes poderad ser condicionado por alteragdes mecanicas do pulmao, factores
psicogénicos como a ansiedade/depressdo e coexisténcia de outras comorbilidades como o
sedentarismo. Para além disso, o menor grau de inflamacdo eosinofilica’”®, pode explicar a
refractariedade a corticoterapia e a boa resposta ao tratamento dirigido a obesidade, como ja
discutido em rubrica anterior. No estudo Moore et al.*foi notdrio, no grupo correspondente,
o menor grau de inflamagdo eosinofilica. No nosso grupo registamos também baixa
percentagem de eosindéfilos no sangue, tendo sido o valor de FeNO em 80% dos casos inferior
a 35 ppb. O fenétipo celular da expectoragao foi de predominio eosinofilico, com valor médio
percentual de eosindfilos bastante baixo em relagdo a C1. Em rela¢do a gravidade da doenca,
dada a notdria presenca de comorbilidades, do recurso a cuidados de saude e do risco
associado a eventos futuros, torna notdria a sua gravidade.

Cluster 3 (asma alérgica moderadamente grave, de inicio precoce, em mulheres jovens,
“brittle”): este cluster distinguido na nossa analise ndo tem correspondéncia exacta nos outros

1.2 Estd, no entanto,

estudos, partilhando de algumas caracteristicas do C1 de Moore et a
bastante bem definido como fenétipo nas Recomendacgbes para diagndstico e terapéutica da
asma grave em Portugal (2010)*** correspondendo ao grupo de doentes com asma instavel,
com predominio do género feminino e marcada sensibilizacdo a aeroalergenos. A asma
definida como instavel pode ser do tipo | e do tipo Il, apresentando-se, este Ultimo, com crises
graves de asma, intercaladas por periodos de bom controlo de doenca. De facto, o nosso C3 foi
constituido na totalidade por mulheres, com apresentagao precoce e poucos anos de evolucao
da doenga, predominio de atopia (3 semelhanga de C1 de Moore et al. 123), tendo sido dos
grupos com menor IMC (Kg/m?). Tanto no nosso como no estudo de Moore et al.'?, a funcdo
respiratdria basal apresentava-se normal, havendo pouco uso de terapéutica com elevadas
doses de CSl, e sem evidéncia de inflamacdo eosinofilica. De facto, este foi o grupo com menor
valor de percentagem de eosindfilos na expectoracdo, mas também o mais baixo de
neutrdéfilos, aproximando-se do padrdo paucigranulocitico. A marca mais marcante do nosso
C3 foi exactamente a dissociacdo entre a boa pontuagdo no questiondrio de controlo da asma
ACT (mas ndo do CARAT) e a ocorréncia de hospitalizacGes e exacerbagbes graves registadas,
sugerindo o referido fendtipo de brittle asma. Para além dos estudos que reportam uma
associacdo deste fendtipo a frequente sensibilizacdo a aeroalergenos e alergenos alimentares

(podendo funcionar como triggers de exacerbagdes”* *7°)

125

, € mais recentemente a
polimorfismos dos genes para a IL-4 ™, a média de idades do grupo e o predominio do género
feminino, faz pensar que a ocorréncia de variacdes hormonais podem também estar
relacionadas.

Relevante para a pratica clinica neste grupo mostra-se a aplicacdo do questionario CARAT, se
ndo de forma preferencial, com toda a certeza complementar a do questiondrio ACT, dada a
referida dissociagdo entre a pontuagao no questionario ACT e a ocorréncia de hospitalizacGes e

exacerbacOes graves registadas.
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Cluster 4 (asma alérgica moderada, longa evolugdo, predominio feminino e excesso de peso)
Este grupo partilha algumas caracteristicas com o C2 no excesso de peso, idade mais avangada
e padrao celular da expectoracdo neutrofilico mas com melhor qualidade de vida, controlo da
doenca e baixa recorréncia a cuidados de saude ou de hospitalizagdes.

Na comparagao com os outros estudos, parece haver alguma sobreposicdo com o C5 de Moore
et al."® correspondendo ao grupo de doentes de predominio feminino, mais velhas, com IMC
elevado, mas diferindo na vertente do mau controlo da doenca e atingimento grave da fungao
respiratoria.

Uma vez que os fendtipos asmaticos ndo sao estaticos mas antes sujeitos a alteragbes, quer de
ordem intrinseca quer ambiental, parece-nos que o nosso C4 constituird um grupo até agora
nao identificado, correspondente a modificagdo de um fendtipo de asma alérgica de inicio
precoce que, provavelmente pela aquisicdo de excesso de peso na maioria dos doentes, terd
tido uma modificacdo de resposta imunocelular constituindo um fenétipo misto de asma de
inicio precoce, agora evoluida, com atopia, na mulher com excesso de peso.

Cluster 5 (asma alérgica ligeira, de inicio precoce, facil controlo, com inflamagao eosinofilica):

correspondeu ao C1 de Moore et al.'®

tendo sido o grupo mais jovem e menos grave. No
entanto, no nosso estudo houve predominio do género masculino, em concordancia com a
conhecida prevaléncia do género masculino nos escalGes etdrios mais jovens, enquanto no
outro estudo se manteve o predominio do género feminino. Foi comum aos grupos dos dois
estudos: a marcada prevaléncia de atopia; a baixa prevaléncia de excesso de peso, o menor
grau de obesidade, a melhor fungdo respiratdria em todos os valores avaliados, o melhor
controlo da doenga, com menos recursos a cuidados de saude ndo programados, quando
comparados com os outros grupos. Quanto aos marcadores de inflamacdo eosinofilica, os

valores de FeNO mostraram-se tendencialmente elevados.

Considerando o grau de gravidade da asma nos diferentes grupos, constatamos que o C1 e C2
s30 os de maior grau, tendo os C3 e C4 apresentado grau varidvel. A semelhanca do verificado
pelo estudo de Moore et al.'>*, os grupos com inicio de asma apds os 12 anos apresentaram o
maior grau de gravidade.

Nos grupos de predominou do género feminino (C2, C3 e C4), se atentarmos nos parametros
em que foi possivel estabelecer comparacées multiplas entre grupos, verificamos que o C3 se
distinguiu de C2 e C4 pela idade mais jovem e pela melhor fungdo basal; o C4 de C2 e C3 pelo
maior nimero de anos de evolu¢ao da doenga e melhores pontuagdes nos questiondrios ACT e
ALQ; 0 C2 de C3 e C4 pelo maior IMC e pior ALQ.

Quanto aos resultados das comparag¢des multiplas entre grupos, e revendo os resultados dos
parametros em que as conseguimos estabelecer (idade, anos de evolucdo de doenca, IMC,
pontuacdo dos varios questionarios, nimero de fdrmacos utilizados, valores de fungdo
respiratdria, percentagem de eosinéfilos no sangue e valores logaritmicos de IgE total sérica)
permitem-nos os seguintes comentarios:
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e Apesar da partilha de muitas caracteristicas entre C3 e C5 (idade precoce de inicio de doenca,
idade jovem, sem excesso de peso e boa fungdo), as diferencas claras de distribuicao por
género e na necessidade de cuidados de saude e de exacerbac¢bes graves, levam-nos a
associar o fenétipo de asma “brittle” ao género feminino, concordante com outros resultados
da literatura®’®.

e Os grupos C2 e C4 diferiram essencialmente pela gravidade, pelo controlo e qualidade de
vida, tendo-se distinguido C4 por melhores valores e menor gravidade. Isto leva-nos a crer
que estes dois clusters podem ter endétipos diferentes a justificarem a diferente forma de
apresentacdo, pois, fenotipicamente, a maior diferenca entre eles é o grau de obesidade
(IMC superior a 30 Kg/mzno C2). Curiosamente, registaram-se maiores valores de VR, com
hiperinsuflacdo sem se registaram mais exacerbacdes. Este facto adquire importancia clinica,
na medida em que o valor da avaliacdo alargada da funcdo respiratéria, particularmente
nalguns fendtipos com excesso de peso, pode ter impacto na nossa abordagem terapéutica.

Concluindo, as varias sobreposicdes dos nossos resultados com os de outros estudos, dao
consisténcia aos nossos resultados: C1 correspondeu ao grupo de doentes com asma de inicio
tardio, evoluida, com obstru¢do da via aérea e de maior gravidade; C2 ao grupo de predominio
feminino, com asma de inicio tardio, obesidade marcada e menor grau de atopia; C5 ao de
asma ligeira, alérgica, eosinofilica e de inicio precoce. Os grupos C3 e C4 trazem alguma
novidade neste tipo de analise: C3 identificou um grupo de doentes com asma intermitente,
cuja gravidade se prende com a ocorréncia de exacerbacdes graves; C4 correspondeu a um
grupo com provavel alteragdo de fendtipo inicial (eosinéfilico) pela presenca de obesidade.

Recorrendo as trés importantes caracteristicas na distincdo dos fendtipos graves propostas por

Wenzel (idade de inicio de doenca, alergia, eosinofilia) temos que:

e0 C1 e o C2 tiveram idade de inicio de doenga apds os 12 anos, o C5 e o C3
predominantemente antes dos 12 anos, e o C4 teve uma distribuicdo mais equilibrada.

e Mostraram claramente inflamacgao eosinofilica os grupos C1 e C5;

e A alergia esteve presente em todos os grupos mas de forma menos marcada no C2.

De acordo com o tipo de resposta imunitdria (Th2/ndo-Th2) (e tendo presente o ja

132

anteriormente discutido e a informagdo colhida da literatura mais recente’), podemos

estabelecer correspondéncia com alguns dos nossos clusters/fenétipos. Deste modo:

e Os fendtipos com resposta Th2 (eosinofilicos), responsivos a corticoterapia, dividem-se nos
grupos com asma eosinofilica alérgica de inicio precoce (C5) e asma eosinofilica de inicio
tardio (C1);

e Os fendtipos com resposta ndo Th2 (ndo eosinofilicos), dividem-se nos grupos com asma nao
eosinofilica de inicio tardio de predominio feminino e relacionada com a obesidade (C2), na
asma associada ao tabagismo, e na asma paucigranulocitica. O grupo com resposta ndo Th2
tem com frequéncia instalacdo da doenc¢a na idade adulta, é habitualmente insensivel a
corticoterapia e os factores que estdo mais associados a este tipo de resposta sdo o
tabagismo, a exposicdo a infecgbes, o ganho de peso, o tratamento com corticdides e a

, . . . 132
prépria diversidade natural™’.
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Fazendo a correspondéncia do agrupamento dos nossos doentes pela analise cluster a

sistematizacdo acima descrita (Figura 23), temos que:

e Se associam claramente a resposta Th2 o grupo C5;

e Se associam claramente a resposta ndo-Th2 o grupo C2;

e Se associam provavelmente a resposta mista mas com predominio ndo Th2 o grupo C4
condicionado pelo ganho de peso;

e Se associam provavelmente a resposta mista mas com predominio Th2 o grupo C1.

Th2 Nao Th2

C1 asma evoluida,
alérgica @
eosinofilica

Fumadores

+ Grave

C2 asma-

obesidade, pouco
alérgica

C3 asma alérgica,
brittle, jovens

Excesso peso

C4 asma alérgica

moderada, longa
evolugdo /

Figura 23- Adaptacao esquematica dos nossos clusters a representacdo esquematica de Wenzel

C5 asma
alérgica
eosinofilica
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E importante ter presente que os fendtipos conhecidos, derivados em parte da analise cluster,
incluindo desta esquematizacdo, podem nao ser estdveis no tempo, sofrendo modificacdes
condicionadas por diversos factores, quer internos, quer externos ao doente.

111.5.2 Importancia clinica dos resultados e limita¢des

A importancia do agrupamento dos doentes na vida real, segundo as suas caracteristicas,
permite a reflexdo sobre os diferentes mecanismos da doenga, facilitando melhor e mais
atempada abordagem clinica e terapéutica dos doentes.

Esta analise adquire importancia suplementar considerando a sua originalidade no contexto
nosoldgico portugués, sendo o primeiro a aplicar a metodologia cluster, em doentes com
diferentes graus de gravidade.
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As analises cluster sdo relativamente complexas e de dificil interpretacdo. O facto de termos
utilizado na nossa abordagem dois métodos diferentes (método Ward, aplicavel apenas a
varidveis quantitativas, e método two-step clustering, aplicavel a varidveis quantitativas e
qualitativas) e de ter existido uma boa concordancia entre eles, diminui as limitacGes da
metodologia escolhida (Método Ward) e valida empiricamente os nossos resultados.

Outra limitacdo deste tipo de sistematizacdo é a de, apesar de utilizar métodos matematicos,
adquirir caracter semi-objectivo, jd que é orientada por varidveis definidas a priori pelos
investigadores.

Outro ponto importante diz respeito a aplicabilidade aos cendrios clinicos. A nossa
metodologia foi utilizada em doentes com diferentes graus de gravidade mas tratados em
ambiente hospitalar, pelo que nao se aplicara a cendrios de cuidados de saude primarios.

1.6 A METABOLOMICA NA ASMA E NA IDENTIFICAGAO DE BIOMARCADORES URINARIOS DE
ASMA (grupos de gravidade, fenétipos e clusters)

Baseados no facto de que o stress oxidativo estd aumentado nos asmaticos, com efeitos nos
lipidos e proteinas™ "”?”’, foi feita analise metabolémica da urina dos doentes com asma, para
avaliar a extensdo da peroxidacao lipidica e a sua relacdo com a doenca. A peroxidacgao lipidica,
nomeadamente dos acidos gordos nao saturados, leva a formacdo de hidroperoxidases que
depois originam aldeidos e alcanos como produtos finais de degradacdo do seu metabolismo.

111.6.1 Gravidade da asma

A andlise supervisionada das amostras de urina, dirigida a gravidade da doenga, mostrou
claramente uma segregacado dos elementos em grupos de gravidade, quando foi eliminado o
efeito confundidor da idade.

A divisdo por faixas etarias permitiu distinguir os asmaticos graves dos ndo graves, com base
na andlise dos metabolitos provenientes da peroxidagdo lipidica, sendo que os
caracterizadores dos asmaticos graves foram da familia dos alcanos (produtos finais da
degradacdo dos lipidos). Como ja abordado no Capitulo | - Introdugdo, outros estudos tinham
relacionado a resposta inflamatéria na asma com o aumento do stress oxidativo e libertacao
de ROS, com consequente dano celular’®., Nomeadamente, a alteracdo do metabolismo
lipidico foi ja identificada na urina de doentes asmaticos™, estando ainda mais elevado em
periodos de exacerbacdo’”.

A andlise metabolémica do metabolismo lipidico urindrio, dirigida a gravidade da doencga, veio
mostrar a maior distingdo entre grupos, com o aumento da gravidade da asma, ja que essa
separacdo foi mais notdria nas faixas etdrias mais avangadas (se atentarmos na média de
idades dos clusters identificados podemos concluir que os grupos de maior gravidade tinham
média de idades superior).
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111.6.2 Clusters

A analise supervisionada das amostras de urina, dirigida aos grupos identificados por andlise
cluster, mostraram claramente que C1, C3 e C5 tinham diferentes extensdes de stress
oxidativo, provavelmente em correlacdo com os diferentes graus de gravidade. O grupo mais
grave (C1), apresentou a maior extensdo, expressa no aumento de todos os metabolitos. O C3
(asma brittle) caracterizou-se fundamentalmente pelo aumento do hexanal. O hexanal é um
aldeido derivado do acido linoleico (C18:2), acido gordo polinsaturado usado na biossintese do
acido araquiddnico (AA), e portanto na producdo de eicosandides, que tendem a ser proé-
inflamatdrios. Alguns destes eicosandides, como o0s isoprostanos, produzidos
independentemente pela peroxidacdao do AA na presenca de ROS, foram implicados na asma.

72273 tendo sido também relacionado

O 8-iso-PGF2a é, até ao momento, o mais bem estudado
com a gravidade da doenca. A identificagdo do hexanal como biomarcador do grupo C3 pode
ter implicacdes terapéuticas, como seja a orientacdo para o uso de modificadores dos
leucotrienos, se for essa a via do dcido araquiddnico implicada.

O grupo C5 mostrou a menor extensdo de stress oxidativo, sem aumento de qualquer dos
metabolitos quando comparado com C1 e C3.

Sendo assim, enddétipos obtidos pela metaboldmica urindria mostraram que alguns clusters e
caracteristicas fenotipicas de gravidade da asma podem ser associados com metabolitos
especificos da peroxidagao lipidica.

Os metabolitos com valores VIP superiores a 1, responsaveis pela diferenciacdo entre os 3
grupos, foram: hexanal, nonanal, decanal, heptadecano, 2,6,10-trimetilpentadecano,
dodecanal, tetradecano, undecanal, tetradecanal, hexadecano.

Potencial e futuramente, a identificacdo destes 10 metabolitos na urina podera ser usada para
avaliar o stress oxidativo, mas serdo necessarios mais estudos, desenhados para a sua
validagao.

1.6.3 Relacdo entre caracteristicas fenotipicas/clusters encontradas e os
biomarcadores urinarios identificados

Estudos prévios, baseados na metabolémica do ar exalado, reportaram a relagdo estreita do

280, 281, 282

metabolismo lipidico com a patologia da asma . Mais recentemente, valores inferiores

de FEV; foram relacionados com valores mais elevados de produtos de VLDL/LDL, sem
diferencas nos padrdes metabdlicos, tendo em conta o nivel de tratamento de CSI*%.

No nosso estudo, os modelos de regressao PLS mostraram que niveis urindrios de peroxidagdo
lipidica de doentes com asma conseguiram prever a fungdo respiratoria (valores de FEV,), a
inflamacdo Th2 (FeNO) e a gravidade da doenca (SOA), tendo sido identificados os grupos
Optimos de metabolitos para essa predicado.

Os melhores modelos de predicdo para cada parametro foram feitos tendo em conta, ndo sé a
melhor separacdo de cluster obtida (C1, C3 e C5) mas também outros factores: para o modelo
de predicdo de FEV,, aceitamos a exclusdo de C2 e C4 considerando a conhecida pobre relagdo

da asma do obeso com os valores de fun¢do pulmonar, podendo ter esta um mecanismo
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patobioldgico distinto dos outros pardmetros; para o modelo de predicdo do SOA, o mesmo
racional foi considerado; para o modelo de predicdo do FeNO (C1, C2, C4, C5), aceitamos a
exclusdo do C3 considerando o seu fendtipo brittle, com padrdao paucigranulocitico de
inflamacgado, cuja gravidade da asma se relacionou mais com a elevada taxa de exacerbagbes
graves e hospitalizacdes do que com o estado inflamatdrio em periodos de estabilidade.

Para além disso, mostrou ter um metabolito especifico responsavel pela sua separacdo
(hexanal).

111.6.4 Importancia clinica dos resultados e limitagoes

A urina é facilmente colectdvel em todas as idades e em doentes ndo cooperantes, sendo um
meio valioso para analise. O papel dos produtos metabdlicos dos lipidos, nas doencas
respiratdrias, foi ja estabelecido e deve ser considerado no esforco dirigido a exploracdo dos
mecanismos da asma e a identificacdo de biomarcadores.

A analise metaboldmica do perfil de peroxidacao lipidica dos asmaticos mostrou ser relevante,
quer na avaliacdo da gravidade dos doentes, quer na distingdo dos diferentes fendtipos
identificados por analise cluster, como foi o caso da asma brittle. O padrdo de stress oxidativo
e de oxidacdo lipidica por nds explorado parece ser aplicavel a avaliacdo do estado de oxidacdo
dos asmaticos, salientando-se o facto de existir correlacdo clara com parametros clinicos,
permitindo uma abordagem atempada, potencialmente com uso de tratamento anti-oxidante.
Tanto quanto sabemos, este é o primeiro estudo a abordar a gravidade da asma com analise
metabolémica, tendo em conta a abordagem cluster e a translacdo dos resultados para os
parametros clinicos. Os modelos de regressdo PLS mostraram que os seus niveis conseguiram
prever a funcdo pulmonar, a inflamacdo eosinofilica e a gravidade da asma. Esta visdo
integrada aumenta a especificidade e a robustez da metodologia, quando comparada com o
uso de marcadores individuais.

Finalmente, este estudo é relevante porque aponta uma dire¢do para prosseguirmos com
investigacdo de forma a identificar assinaturas metabolémicas nos asmaticos, de maior
robustez que os biomarcadores individuais até agora utilizados.

Apesar da andlise metabolémica ja ter mostrado resultados positivos no estudo da asma,
particularmente em criancas™® e nas exacerbacdes da asma’’, a nossa abordagem foca apenas
os marcadores da peroxida¢do lipidica, podendo outros produtos resultantes do stress
oxidativo ser relevantes.

Para além disso, existem potenciais confundidores na separa¢ao dos clusters por PLS-DA como
a idade, sendo conhecida a sua interferéncia com o stress oxidativo. No entanto, os dados que
atrds discutimos relativos a diferenciacdo dos grupos de gravidade por faixas etarias, minimiza
esse efeito. A obesidade, outro factor associado ao stress oxidativo e a inflamagao sistémica,
pode ser um mecanismo de aumento da gravidade da doenca. No entanto, até agora e tendo
em conta os dados conflituosos existentes na literatura, ndo é claro se o aumento do stress

. . s , N . . 233, 2.
oxidativo nos asmaticos obesos é em parte consequéncia da obesidade ** .
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O efeito confundidor do tratamento com CSI, que poderia interferir na peroxidagao lipidica,
estd limitado pela evidéncia de outros estudos, que mostraram que a probabilidade do
aumento da metilacdo decorrente dessa terapéutica parece ser baixa”®.

Para além do mais, as analise supervisionadas realizadas minimizam o potencial impacto
destes confundidores: a analise supervisionada ao C1, C3 e C5 minimiza o efeito da idade,
obesidade e tratamento com CSI (C1 e C3 tinham IMC sobreponivel; C3 e C5 idade e dose de
tratamento com CSI equivalentes); a andlise supervisionada a C2 e C4 minimiza o efeito da
idade e da obesidade (idade e IMC sobreponiveis).

Outra limitagdo é a aplicagdo dos nossos resultados a todos os cendrios clinicos, uma vez que a
nossa abordagem foi feita em doentes tratados em cuidados de saude secundarios, podendo

ndo se aplicar nos cuidados de saude primarios.
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IV.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO GLOBAL COM ENFOQUE NOS DOENTES GRAVES,
SUPORTADA EM PARAMETROS FUNCIONAIS RESPIRATORIOS E LABORATORIAIS
IMUNOINFLAMATORIOS

Boa parte das caracteristicas identificadas na populacdo asmatica portuguesa em estudo,
particularmente na grave, foram amplamente coincidentes com os resultados dos grandes
estudos descritos na literatura, assim como o foram as correlagbGes estabelecidas para os
parametros avaliados. Contudo, encontraram-se igualmente dados inovadores e consistentes
com o conhecimento mais actual sobre a doenca. Da sua extensa andlise e com possivel
repercussdo na nossa pratica clinica concluimos:

e A elevada frequéncia de individuos do género feminino nos asmaticos deve-nos alertar para
a problemdtica da asma neste grupo, muitas vezes estigmatizado pela coexisténcia da
sindrome ansiedade-depressao.

e A obesidade deve ser valorizada na abordagem terapéutica da asma dada a frequente
coexisténcia das duas patologias, que se condicionam reciprocamente, e que tem impacto
determinante na sintomatologia dos doentes.

¢ No grupo de doentes ndo graves houve alguma discordancia na avaliagao dos sintomas pelo
ACT e pelo CARAT, podendo a utilizacdo deste ultimo aumentar o limiar de alerta para risco
de eventos futuros, nomeadamente na abordagem de exacerbagGes em contexto de
descontrolo de rinite.

e O controlo da doencga foi inferior ao reportado na literatura, muito provavelmente pela
concorréncia dos varios critérios utilizados. De facto, se considerdassemos apenas a
pontuagdo de ACT, onde 56% dos doentes apresentou pontuag¢do igual ou superior a 20, o
valor percentual de controlo seria mais elevado e largamente superior ao encontrado pelo
estudo de prevaléncia da asma em Portugal®. Estes dados véem sugerir que, além do
controlo da doenca suportado na utilizagdo de questionarios padronizados, existe enorme
interesse na identificagdo/monitorizacdo de pardmetros relacionados com o risco de eventos
futuros na avaliagcdo dos doentes asmaticos, particularmente dos graves e/ou com tendéncia
a exacerbagdes. Novas ciéncias como a metaboldmica podem ganhar aqui um justo
protagonismo.
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¢ O grau de terapéutica inalatéria crénica ndo se afastou do utilizado em outros estudos mas o
uso de CSO foi nitidamente inferior. Apesar disso, os marcadores de inflamacao eosinofilica
mostraram valores inferiores, a ocorréncia de exacerbag¢des graves nao foi superior e ndo se
registou histéria de eventos com necessidade de cuidados intensivos. A escolha do melhor
esquema de corticoterapia oral é um ponto necessario de reflexdo, que mesmo as ultimas

122) n3o0 conseguem responder. Em casos

normas de tratamento para a asma grave (ERS/ATS
criticamente seleccionados e apds ponderar e integrar os parametros do controlo da doenga,
do risco de eventos futuros e dos dados dos biomarcadores disponiveis, deve equacionar-se
a necessidade de instituir corticoterapia oral de forma mais aberta e precoce e
eventualmente por periodos mais prolongados, como alids vem equacionado nas ultimas

normas da GINA (Maio de 2014)3.

Os dados discutidos relativamente a classificagdo da gravidade, alertam-nos para a
necessidade: 1) do controlo sintomatico dos doentes, com enfoque na educacdo para o uso
da corticoterapia de forma adequada; 2) da avaliacdo alargada da funcdo respiratéria com
prova de broncodilatacdo e determinacdo do volume residual; 3) da sua monitorizagdo, que
deve procurar a prevencdo/deteccdo atempada de exacerbacdes graves, nomeadamente
com uso de biomarcadores inovadores, como ja por nés demonstrado’.

Os doentes graves diferiram de forma significativa dos ndo graves na maior ocorréncia de
pneumonia e de outra doenca obstrutiva, no pior controlo da doenca, na pior qualidade de
vida, no uso de maior grau de CSl e de tiotrdpio, na pior funcdo respiratéria e no maior grau
de eosinofilia periférica. Outros factores importantes na histéria da doenga, como o seu
inicio tardio e a ocorréncia de exacerbacgGes graves no ultimo ano, devem fazer aumentar o
nosso grau de alerta, e consequentemente de vigilancia clinica mais apertada, uma vez que
se relacionaram com maior gravidade da doenca.

O questionario de gravidade SOA revelou diferenca estatistica nas pontuacbes obtidas para
os diferentes grupos de gravidade, devendo ser instrumento Util na nossa rotina de consulta.

O estudo das correlagdes entre os parametros avaliados na amostra do estudo, vieram
adicionar informagdo relevante ao conhecimento actual, e por nds confirmado,
relativamente as ja bem estabelecidas correlagGes entre a pior funcdo respiratdria dos
asmaticos e a maior idade, mais anos de evolugdo da doenga, maior gravidade e histéria de
pneumonia. A estas, juntamos a correlagdo com o género masculino e com a pontuagdo no
guestionario de gravidade SOA, reforcando a utilidade do seu uso mais generalizado aos
cuidados de saude primarios (por ser de facil aplicabilidade e com pouca necessidade de
recursos, ja que ndo implica o desejavel, mas nem sempre realizado estudo funcional
respiratorio).

Também importantes foram os achados da correlagdo da eosinofilia periférica com a
gravidade da doenca, o seu inicio tardio e a pior qualidade de vida. Estes dados adquirem
particular relevancia por poderem auxiliar o clinico na identificacdgo de doentes
potencialmente mais graves.
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IV. 2 IDENTIFICACAO DE FENOTIPOS CELULARES DA EXPECTORACAO NUMA POPULACAO DE
ASMATICOS E SUAS CORRELACOES COM PARAMETROS CLINICOS, FUNCIONAIS E
LABORATORIAIS

O fendtipo eosinofilico foi identificado como o mais prevalente, seguido do misto. A
identificacdo deste fendtipo pela contagem de células da expectoracdo induzida parece ser util
na identificacdo da actividade eosinofilica e pode ser usado para guiar terapéuticas (como
sugerido pelas normas da GINA® para os doentes no grau 5 de tratamento). Para além dos
neutréfilos e eosindfilos, outras células merecem maior investigacdo, como os macrofagos
(pelo seu papel anti-inflamatdrio) e as células dendriticas, podendo vir a ser futuros alvos
terapéuticos.

Das correlagGes estabelecidas, a relagdo da percentagem de neutréfilos com o FEV; basal
ressalta o impacto da neutrofilia nos processos de acentuada obstrucdo bronquica.

IV. 3 CARACTERIZAGAO DOS FENOTIPOS CLINICOS DA POPULAGAO E POTENCIAIS FACTORES
DE RISCO E DE PROTECCAO, COM BASE EM MODELOS DE PREDICAO

Concluimos da caracterizacdo dos fendtipos estudados que os doentes atdpicos sdo mais
jovens, tém idade de inicio de doenca mais precoce, menor ocorréncia de histéria de
pneumonia e melhor qualidade de vida que os ndo atdpicos; os com asma de inicio apds os 12
anos de idade sdao mais obesos, menos atdpicos, tém pior controlo da doenca, pior qualidade
de vida e maior gravidade da doencga que os doentes com idade de inicio antes dos 12 anos; os
que apresentam HS a AINE’s tém maior prevaléncia de polipose nasal, pior qualidade de vida e
menor inflamagdo bronquica eosinofilica; os com excesso de peso, apesar do maior grau de
terapéutica, apresentam menor controlo da doenga, pior qualidade de vida e maior grau de
gravidade que os doentes sem excesso de peso; os com obstrucdo persistente tém menor
controlo da doenga e maior coexisténcia de outras doengas obstrutivas, naturalmente com
pior fungdo respiratdria que os doentes sem obstrucdo persistente.

Em relacdo aos factores de risco/protecgdo para a ocorréncia dos fenétipos avaliados, foram
corroboradas, na nossa amostra, muitas das caracteristicas definidoras de fendtipos ja
conhecidas de outros estudos. Adiciondmos ainda preditores inovadores e importantes,
podendo ter impacto na comunidade cientifica. Para os varios fenétipos estudados realgamos
como factores de risco para a sua ocorréncia:

I) No atdpico - inicio precoce da doenga, melhor controlo da doenga, menor grau de
terapéutica.

1) No asma com inicio apds 12 anos - género masculino, obstrucdo persistente da via aérea,
maior percentagem de eosindéfilos no sangue e da pontuagdao no SOA.

III) No hipersensibilidade a AINE’s — polipose nasal e maior gravidade da doencga.

IV) No obstrugcdo persistente da via aérea — género masculino, maior intensidade de
terapéutica, pior fungdo respiratdria, maior gravidade da doenca e inflamagao neutrofilica da
via aérea.
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V) No grave — percentagem de eosinofilia no sangue periférico.

Como factores de proteccao para a sua ocorréncia:

1) No atdpico - histéria de pneumonia, presenca de outra doenca obstrutiva, doenca grave.
I1) No asma com inicio apds 12 anos - atopia.

IIl) No obstrugdo persistente da via aérea — inicio da doenga antes dos 12 anos.

IV.4 AGRUPAMENTO DA POPULAGCAO EM CLUSTERS E SUAS CARACTERISTICAS

A importancia do agrupamento dos doentes na vida real, segundo as suas caracteristicas,
permite a reflexdao sobre os diferentes mecanismos da doenca, podendo ajudar numa melhor
conducdo diagndstica e numa mais atempada abordagem terapéutica.

Esta andlise pode adquirir importancia suplementar, dada a originalidade no contexto
nosoldgico portugués, sendo o primeiro que conhecemos a aplicar a metodologia cluster, em
doentes com diferentes graus de gravidade.

Para os 5 clusters de asmaticos identificados, foi evidente na sua caracterizacdo a sobreposicao
com outros estudos (C1, C2 e C5), trazendo os grupos C3 e C4 alguma novidade. C1
correspondeu ao grupo de doentes com asma de inicio tardio, evoluida, com obstrucdo da via
aérea e de maior gravidade; C2 ao grupo de predominio feminino, com asma de inicio tardio,
obesidade marcada e menor grau de atopia; C3 identificou um grupo de doentes com asma
intermitente, cuja gravidade se prende com a ocorréncia de exacerbacles graves; C4
correspondeu a um grupo com provavel alteracdo de fendtipo inicial (eosinofilico) pela
presenca de obesidade; C5 correspondeu ao de asma ligeira, alérgica, eosinofilica e de inicio
precoce.

Algumas das caracteristicas que mostraram significado para a separacdo dos clusters (como a
idade, o excesso de peso, a gravidade e a eosinofilia periférica) sdo relevantes na medida em
que permitem a adaptagdo dos resultados aos enddtipos actualmente descritos na literatura
(Th2Hi e Th2Lo).

IV. 5 A METABOLOMICA NA ASMA GRAVE E NA IDENTIFICACﬂO DE CARACTERISTICAS
ESPECIFICAS DA ASMA (grupos de gravidade, fenétipos e clusters)

A andlise metaboldmica do perfil de peroxidagdo lipidica dos asmaticos mostrou ser relevante,
quer na avaliacdo da gravidade dos doentes, quer na distingdo dos diferentes fendtipos
identificados, como foi o caso da asma brittle. Em relacdo a gravidade da doenca, obteve-se
separacao clara por grupos de gravidade tendo em conta a faixa etaria, identificando-se como
responsaveis por essa separacdo um grupo de compostos relacionados com a peroxidacdo
lipidica. Na identificacdo de clusters, obteve-se separa¢do clara dos grupos C1, C3 e C5,
passiveis de serem organizados pela extensdo da peroxidagdo lipidica (C1>C3>C5), com
identificacdo dos compostos responsaveis por essa separagao.
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A identificacdo do hexanal como biomarcador do grupo C3 pode ter implicacGes terapéuticas,
reforcando a orientacdo para o uso de modificadores dos leucotrienos.

Demonstramos ainda que os niveis de peroxidacao lipidica patentes nos perfis metaboldmicos
urindrios destes doentes podem prever a fungao respiratéria (FEV,), a inflamacdo Th2 (FeNO) e
a gravidade (SOA). Os enddtipos obtidos pela metaboldmica urindria mostraram que alguns
clusters e caracteristicas fenotipicas de gravidade da asma podem ser associados com
metabolitos especificos da peroxidacgao lipidica.

Em sintese, a partir da investigacdo realizada e com o apoio de modelos matematicos,
descrevemos para a populacdo portuguesa parametros do doente (género, idade, IMC), da
doenga (inicio, evolugdo e duragdo; ocorréncia de exacerbacgdes; intensidade dos sintomas
clinicos e de terapéutica instituida), das comorbilidades (como atopia, rinite, obesidade,
tabagismo, RGE, hipersensibilidade a AINE’s, ansiedade/depresdo), de ferramentas de
avaliagdo de controlo e gravidade da doenga e de qualidade de vida (ACT, CARAT, SOA e ALQ)
da fungdo respiratoria (obstrucdo, reversibilidade, insuflacdo) e laboratoriais (FeNO,
celularidade da expectoracdo e perfil metaboldmico urindrio) que, na sua complexa
interrelacdo, interpretam a doenca e o seu risco futuro e que, por isso, devem ser valorizados
no acompanhamento clinico do doente asmatico.
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Informacgdo suplementar 1

Quadro I-S — Aldeidos e alcanos urinarios identificados por HS-SPME/GC x GC-ToFMS e seleccionados
para analise multivariada

Nede  g2(s) *t2°(s) Compostos N2 CAS Rlcu” Rl
pico
Alcanos
1 90 0.34 2-metillpentano 107-83-5 587 558
2 102 0.34 hexano * 110-54-3 600 600
3 156 0.41 heptano” 142-82-5 663 700
4 222 0.43 4-metilheptano 589-53-7 738 765
5 276 0.41 octano 111-65-9 800 800
6 324 0.45 2,4-dimetillheptano 2213-23-2 819 822
7 498 0.43 nonano * 111-84-2 900 900
8 666 0.41 2,2,4,6,6-pentametilheptano 13475-82-6 991 997
9 684 0.42 decano * 124-18-5 1000 1000
10 840 0.46 undecano * 1120-21-4 1105 1100
11 972 0.43 dodecano ” 112-40-3 1200 1200
12 1098 0.47 tridecano ” 629-50-5 1300 1300
13 1212 0.48 tetradecano 629-59-4 1401 1400
14 1314 0.45 pentadecano * 629-62-9 1500 1500
15 1416 0.46 hexadecane * 544-76-3 1601 1600
16 1464 0.48 2,6,10-trimetillpentadecano 3892-00-0 1651 1649
7 1512 0.51 heptadecano * 629-78-7 1701 1700
18 1602 0.46 octadecano * 593-45-3 1808 1800
19 1686 0.50 nonadecano * 629-92-5 1901 1900
20 1770 0.49 eicosano * 112-95-8 2001 2000
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Quadro I-S (continuagdo) — Aldeidos e alcanos urindrios identificados por HS-SPME/GC x GC-ToFMS e
seleccionados para analise multivariada

Nede  ip2(g) 242(s) Compostos Ne CAS Rlcai” Rl
pico
Aldeidos

21 126 0.55 3-metllbutanal 590-86-3 628 646
22 132 0.53 2-metilbutanal 96-17-3 635 646
23 150 0.62 pentanal * 110-62-3 656 697
24 276 0.97 hexanal * 66-25-1 800 800
25 402 1.65 2-hexanal 6728-26-3 856 854
26 504 0.98 heptanal * 111-71-7 904 899
27 606 0.76 2-etillhexanal 123-05-7 958 955
28 690 0.81 octanal * 124-13-0 1004 1001
29 846 0.82 nonanal * 124-19-6 1105 1098
30 978 0.80 decanal " 112-31-2 1205 1204
31 1104 0.73 undecanal 112-44-7 1306 1291
32 1218 0.73 dodecanal * 112-54-9 1407 1407
33 1428 0.72 tetradecanal 124-25-4 1613 1611
34 1614 0.76 hexadecanal 629-80-1 1815 1819

?indice de retencdo em segundos (s) para primeira (‘tg) e segunda (°tx ) dimensdes
b f . ~ .
RI: Indice de retengdo obtido pelo cromatograma modulado
¢ RI: indice de retengdo reportado na literatura para a primeira componente de GC (para colunas do tipo 5%-fenil-
metilpolisiloxane ou equivalente.)
* Composto confirmado pela co-injec¢do de quimico standard
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Informacao suplementar 2

Quadro II-S — Caracterizagdo da amostra consoante ocorréncia de episoédio de hospitalizagdo no

ultimo ano

Hospitalizag¢do no ultimo ano

Valor estatistico*

dep
Variaveis | Nado | Sim | |
Classificagdes |
WHO
Ndo -grave 23(48.9) 7(28.0)
Grave 24(51.1) 18(72.0)
ATS
N3do -grave 27(57.4) 11(44.0)
Grave 20(42.6) 14(56.0)
Demografia
Género
Feminino 35(74.5) 21(84.0)
Masculino 12(25.5) 4(16.0)
Inicio de doenga antes 12 anos
N3o 20(42.6) 14(56.0)
Sim 27(57.4) 11(44.0)
Exacerbacdo grave no ultimo ano
N3o 34(72.3) 2(8.0) X’(1)=27.03;
Sim 13(27.7) 23(92.0) p<0.001
Idade (anos) | 46.1+18.4 | 449+168 | |
IMC (Kg/m°) | 27.746.0 | 287453 | |
IMC (225 Kg/m?)
N3o 15(31.9) 5(20.0)
Sim 32(68.1) 20(80.0)
IMC (230 Kg/m?)
N3o 34(68.0) 17(68.0)
Sim 13(32.0) 8(32.0)
Anos de doenga (anos) | 24.4+15.0 | 2134133 | |
Controla da doenca, qualidade de vida risco de eventos adversos |
Controlo da doenga
Sim 11(23.9) 3(12.0)
N3o 35(76.1) 22(88.0)
Doentes em risco
N3o 13(27.7) 0(0.0) X’(1)=8.44;
Sim 34(72.3) 25(100) p=0.003
ACT | 19.5+4.6 | 18.0t57 | |
CARAT (Rinite) | 6.5+3.4 | 69430 | |
CARAT (Asma) | 12.3+4.5 | 106+49 | |
ALQ | 18.846.8 |  17.846.6 | |
SOA | 8.943.5 |  83%+23 |  (68)=-4.7p<0.001 |
Comorbilidades |
Atopia
N3o 16(34.0) 7(28.0)
Sim 31(66.0) 18(72.0)
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Quadro II-S (continuagdo) — Caracterizacdo da amostra consoante ocorréncia de episddio de
hospitalizagdo no ultimo ano

Hospitalizag¢do no ultimo ano Valor estatistico*
de p
Varidveis Ndo | Sim | |
Classificagoes |
HS AINE’s
N3o 38(82.6) 21(84.0)
Sim 8(17.4) 4(16.0)
Rinite
N3o 7(14.9) 5(20.0)
Sim 40(85.1) 20(80.0)
Polipose
N3o 42(89.4) 22(88.0)
Sim 5(10.6) 3(12.0)
Sinusite
N3o 21(44.7) 18(72.0) x’(1)=4.91;
Sim 26(55.3) 7(28.0) p=0.027
Exposi¢do tabagica
N3o 33(70.2) 15(60.0)
Sim 14(29.8) 10(40.0)
Historia de pneumonia
N3o 31(66.0) 16(64.0)
Sim 16(34.0) 9(36.0)
Ansiedade
N3o 35(76.1) 16(64.0)
Sim 11(23.9) 9(36.0)
Depressao
N3o 40(87.0) 23(92.0)
Sim 6(13.0) 2(8.0)
Défice de al-AT
N3o 44(93.6) 24(96.0)
Sim 3(6.4) 1(4.0)
Bronquiectasia
N3o 43(91.5) 23(92.0)
Sim 4(8.5) 2(8.0)
DPOC
N3o 44(93.6) 23(92.0)
Sim 3(6.4) 2(8.0)
Outra doenga obstrutiva
N3o 40(85.1) 21(84.0)
Sim 7(14.9) 4(16.0)
Sensibilizagdo Aspergillus
N3o 47(100) 23(92.0)
Sim 0(0.0) 2(8.0)
Terapéutica
Dose CSI
<=750 ug PF ou eq 30(63.8) 13(51.0)
>750 pg PF ou eq 17(36.2) 12(48.0)
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Quadro II-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante ocorréncia de episddio de
hospitalizagdo no ultimo ano

Hospitalizagao no ultimo ano ‘ Valor estatistico* de
| | P
Varidveis | Nao | Sim | |

Classificagdes |

Terapéutica

<Step3 1(2.1) 2(8.0)

Step3 14(29.8) 4(16.0)

Step4 31(66.0) 16(64.0)

Step5 1(2.1) 3(12.0)

CSNasal

N3o 13(27.7) 10(40.0)

Sim 34(72.3) 15(60.0)
Fung¢do pulmonar

FeNO (ppb)

<35 22(68.8) 7(70.0)

(>=35) 10(31.2) 3(30.0)

Obstrugdo fixa

Nao 34(72.3) 16(64.0)

Sim 13(27.7) 9(36.0)

Reversibilidade bronquica

Nao 18(38.3) 14(58.3)

Sim 29(61.7) 10(41.7)

FEV, basal | 93.8426.4 | 92.7+#27.1 | |

FEV, (A) | 6.846.9 |  73:81 | |

FEV,/FVC basal | 77.2416.3 | 7414171 | |

FEV,/FVC (A) | 2.5+4.5 | 0994 | t(67)=-2.1 p=0.044 |

FEV,5.,5 basal | 57.0%35.9 |  52.54¢323 | |

FEV25_75 (A) | 17.4428.3 | 193302 | |

VR basal | 123.4430.9 | 122.1435.8 | |

VR (4) | -4.1+10.3 | -55+11.4 | |

DLCO | 105.0£22.2 | 102.3+20.4 | |
Biomarcadores sangue |

Eosinfilos (%) | 3.242.4 | 37+a5 | |

IgE sérica | 399.8+773.5 | 377.2+411.0 | |
Biomarcadores expectoragao |

Fenotipo celular

Eosinofilico 12(48.0) 6(50.0)

Neutrofilico 4(16.0) 0(0.0)

Misto 8(32.0) 4(33.3)

Paucigranulocitico 1(4.0) 2(16.7)

Eosinfilos (%) | 20.7+25.3 | 29.8432.4 | |

Neutrofilos (%) | 54.5+31.6 | 47.04307 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT:
antitripsina; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma
Test; FVC: forced vital capacity; CSI: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq:
equivalente FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s.ss:
Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced vital vapacity; IMC: indice de massa corporal;
lg:Imunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of
Asthma Score VR: volume residual; WHO: World Health Organization  *p<0.05
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Quadro llI-S — Caracterizagdo da amostra por Género

Valor estatistico*

Género
de p
Variaveis | F | M |
ClassificagGes | | |
WHO
N3o -grave 25(44.6) 5(31.3)
Grave 31(55.4) 11(68.8)
ATS
Né&o -grave 30(53.6) 8(50.0)
Grave 26(46.4) 8(50.0)
Demografia
Inicio de doenga antes 12 anos
N3o 23(41.1) 11(68.8) x4(1)=3.83;
Sim 33(58.9) 5(31.3) p=0.047
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 35(62.5) 12(75.0)
Sim 21(37.5) 4(25.0)
Exacerbagdo grave no ultimo ano
N3o 28(50.0) 8(50.0)
Sim 28(50.0) 8(50.0)
Idade (anos) | 448+170 | 488203 |
IMC (Kg/m?) | 28661 | 26139 |
IMC (225 Kg/m®)
N3o 15(26.8) 5(31.3)
Sim 41(73.2) 11(68.8)
IMC (230 Kg/m?)
N3o 37(66.1) 14(87.5)
Sim 19(33.9) 2(12.5)
Anos de doenga (anos) | 23.2+14.1 | 23.8+16.1 |
Controla da doenga, qualidade de vida risco de eventos adversos
Controlo da doenga
Sim 10(18.2) 4(25.0)
N3o 45(81.8) 12(75.0)
Doentes em risco
N3o 10(17.9) 3(18.8)
Sim 46(82.1) 13(81.3)
ACT |  189+48 | 19360 | |
CARAT (Rinite) | 6.743.2 |  6.5#37 | |
CARAT (Asma) | 11.3+46 |  13.0449 | |
ALQ |  125#34 |  105+44 | |
SOA |  102#434 | 108#51 | |
Comorbilidades |
Atopia
N3o 19(33.9) 4(25.0)
Sim 37(66.1) 12(75.0)
HS AINE’s
N3o 48(87.3) 11(68.8)
Sim 7(12.7) 5(31.3)
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Quadro llI-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra por Género

. Valor estatistico* ‘
Género
dep
Variaveis | F | M | |
ClassificagGes |
Rinite
Nao 11(19.6) 1(6.3)
Sim 45(80.4) 15(93.8)
Polipose
N3o 51(91.1) 13(81.3)
Sim 5(8.9) 3(18.8)
Sinusite
N&o 29(51.8) 10(62.5)
Sim 27(48.2) 6(37.5)
Exposi¢do tabagica
Nao 39(69.6) 9(56.3)
Sim 17(30.4) 7(43.8)
Historia de pneumonia
Nao 35(62.5) 12(75.0)
Sim 21(37.5) 4(25.0)
Ansiedade
Nao 37(67.3) 14(87.5)
Sim 18(32.7) 2(12.5)
Depressao
Nao 47(85.5) 16(100)
Sim 8(14.5) 0(0.0)
Défice de al-AT
Nao 54(96.4) 14(87.5)
Sim 2(3.6) 2(12.5)
Bronquiectasia
N3o 50(89.3) 16(100)
Sim 16(10.7) 0(0.0)
DPOC
N3o 54(96.4) 13(81.3) X’(1)=4.44;
Sim 2(3.6) 3(18.8) p=0.035
Outra doenga obstrutiva
N3o 49(87.5) 12(75.0)
Sim 7(12.5) 4(25.0)
Sensibilizagdo Aspergillus
N3o 55(98.2) 15(93.8)
Sim 1(1.8) 1(6.3)
Terapéutica
Dose CSI
<=750ug PF ou eq 36(64.3) 7(43.8)
>750 ug PF ou eq 20(35.7) 9(56.3)
Terapéutica
<Step3 2(3.6) 1(6.3)
Step3 13(23.2) 5(31.3)
Step4 39(69.6) 8(50.0)
Step5 2(3.6) 2(12.5)
CSNasal
Nao 19(33.9) 4(25.0)
Sim 37(66.1) 12(75.0)
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Quadro llI-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra por Género

. Valor estatistico* ‘
Género
| 7 de p 7
Variaveis | F M | |
Classificagdes |
Fung¢ao pulmonar |
FeNO (ppb)
<35 25(78.1) 4(40.0)
(>=35) 7(21.9) 6(60.0)
Obstrugdo fixa
N3o 44(78.6) 6(37.5) X°(1)=9.89; p=0.002
Sim 12(21.4) 10(62.5)
Reversibilidade bronquica
Nio 27(49.1) 5(31.3)
Sim 28(50.9) 11(68.8)
FEV, basal | 973263 | 80.8+235 | t(70)=2.25 p=0.028 |
FEV, (A) | 73475 |  58t65 | |
FEV,/FVC basal | 778t159 | 709179 | |
FEV./FVC (A) | 15473 | 09+42 | |
FEV,5.75 basal |  573#328 | 49.9+405 | |
FEV25_75 (A) | 227+298 | 28+183 | t(66)=2.53 p=0.014 |
VR basal | 121.1#309 | 129.4+40.0 | |
VR (8) | 33#111 | 93+72 | |
DLCO | 101.9+17.7 | 11094303 | |
Biomarcadores sangue |
Eosindfilos (%) | 2.9+2.3 | 18661 | t(70)=-2.39 p=0.020 |
IgE sérica | 38597403 | 41243040 | U=288.5 p=0.037 |
Biomarcadores expectoragao |
Fenotipo celular
Eosindfilico 14(50.0) 4(44.4)
Neutréfilico 4(14.3) 0(0.0)
Misto 7(25.0) 5(55.6)
Paucigranulocitico 3(10.7) 0(0.0)
Eosinfilos (%) | 223%297 | 27.6+208 | |
Neutrofilos (%) | 49.9+333 | 59.04233 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSl: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do monodxido de carbono; eq: equivalente FeNO: Fraction of exhaled
nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEV,ss: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point
of Forced vital vapacity; IMC: indice de massa corporal; Ig:lmunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de
apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual; WHO: World Health Organization *p<0.05
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Informagao suplementar 3

3.1) Correlagbes obtidas para as varidveis qualitativas estudadas na populagdo total do
estudo
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Figura S-1 — Correlagdo FEV,(%) com Género (populagdo total). O género masculino apresentou
menores valores de FEV;
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Figura S-2 - Correlagdo FEV,(%) com Controlo da doenga (populagdo total). Os doentes ndo
controlados apresentaram valores menores de FEV,
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Figura S-3 — Correlagdo FEV,(%) com Historia de pneumonia (populagio total). Os doentes com histéria
de pneumonia apresentaram valores menores de FEV,.
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Figura S-4 — Correlagdo FEV1(%) com Obstrucdo persistente (populagdo total). Os doentes com
obstrugdo persistente apresentaram valores menores de FEV;.
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Figura S-5 — Correlagdo FEV1(%) com Reversibilidade brénquica (populagdo total). Os doentes com
reversibilidade brénquica apresentaram valores menores de FEV .
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Figura S-6 — Correlag3o FEV,(%) com Classifica¢io de grave (pela WHO’) (populagio total). Os doentes
graves apresentaram valores menores de FEV;.
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Figura S-7 - Correlagdo FEV,s.;5(%) com Classificagdo de grave (WHO®) (populagdo total). Os doentes
graves apresentaram valores menores de FEV,5.7s.
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Figura S-8 — Correlagdo VR (%) com Obstrugdo persistente (populagdo total). Os doentes com
obstrucdo persistente apresentaram valores maiores de VR.
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Figura $-9 — Correlagdo eosinodfilos sangue periférico (%) com inicio de asma antes dos 12 anos
(populagdo total). Os doentes com inicio de asma antes dos 12 anos apresentaram menores valores de
eosinofilia periférica.
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Figura S—-10 - Correlagdo eosindfilos sangue periférico (%) com dose de CSI >750 pg de PF ou
equivalente (populacdo total). Os doentes que faziam dose de CSI >750 pg de PF ou equivalente
apresentaram valores superiores de eosinofilia periférica.
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Figura S-11 — Correlagdo eosindfilos sangue periférico (%) com reversibilidade bréonquica (populagdo
total). Os doentes com reversibilidade brénquica apresentaram valores maiores de eosinofilia
periférica.
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Figura S-12 — Correlagdao eosinodfilos expectoragao (%) com inicio da doenga antes dos 12 anos
(populagao total). Os doentes com inicio de asma antes dos 12 anos apresentaram menores valores de
eosinofilia periférica.
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Figura S-13 - Correlagdo neutrofilos expectoragio(%) com exacerbagdo grave no ultimo ano

(populagdo total). Os doentes com histdéria de exacerbagdo grave no ultimo ano tinham valores

menores de neutrdéfilos na expectoragdo.
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3.1l) CorrelagGes obtidas para as varidaveis qualitativas estudadas na populagdao grave do
estudo
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Figura S-14 - Correlagdo eosindfilos sangue periférico (%) com Dose de CSI >750 pug de PF ou
equivalente (populagdo grave). Os doentes que faziam dose de CSI >750 ug de PF ou equivalente
apresentaram valores superiores de eosinofilia periférica.
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Figura S-15 — Correlagdo IgE sérica (mmol/L) com Atopia (populacdo grave). Os doentes atdpicos
apresentaram valores maiores de IgE no sangue periférico.
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Figura $-16 — Correlacdo neutrofilos na expectoracdo (%) com Exacerbagdao grave no ultimo ano
(populagdo grave). Os doentes com histdria de exacerbagdo grave no Gltimo ano apresentaram valores
menores de neutrdéfilos na expectoragdo.
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3.1l1) CorrelagGes obtidas para as variaveis qualitativas estudadas na populagdo submetida a

colheita da expectoragao
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Figura S-17 — Correlagdo neutrofilos na expectoragdo (%) com Género (populagdo submetida a
colheita da expectoragdo). Os doentes do género masculino apresentaram valores menores de

neutrdfilos na expectoragao.
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Informagado suplementar 4

Quadro IV-S — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de atopia

. Valor estatistico * ‘
Atopia
dep
Variaveis | Nao | Sim | |
Escalas | | | |
WHO
N3o 6(26.1) 24(49.0)
Sim 17(73.9) 25(51.0)
ATS
N3o 11(47.8) 27(55.1)
Sim 12(52.2) 22(44.9)
Demografia
Género
Feminino 19(82.6) 37(75.5)
Masculino 4(17.4) 12(24.5)
Inicio da doenga antes 12 anos
N3o 15(65.2) 19(38.8)
Sim 8(34.8) 30(61.2) x(1)=4.39; p=0.036
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 16(69.6) 31(63.3)
Sim 7(30.4) 18(36.7)
Exacerbagdo grave no ultimo ano
N3o 9(39.1) 27(55.1)
Sim 14(60.9) 22(44.9)
Idade (anos) 53.2+14.9 42.2+18.0 t(70)=2.54; p=0.013
IMC (Kg/m?) 29.5+6.5 27.445.4
IMC (225 Kg/m®)
N3o 4(17.4) 16(32.7)
Sim 19(82.6) 33(67.3)
IMC (230 Kg/m?)
N3o 15(65.2) 36(73.5)
Sim 8(34.8) 13(26.5)
Anos de doenga (anos) | 2044152 |  24.7+140 | |
Controlo da doenga, qualidade de vida, risco de eventos adverso |
Controlo da doenga
Sim 3(13.0) 11(22.9)
N3o 20(87.0) 37(77.1)
Doentes em risco
N3o 2(8.7) 11(22.4)
Sim 21(91.3) 38(77.6)
ACT | 177457 |  19.7#46 | |
CARAT (Rinite) | 69+39 | 6530 | |
CARAT (Asma) |  101+48 |  12.4#45 | |
ALQ | 135435 |  11.3#3.7 | (62)=2.30; p=0.025 |
SOA |  113#33 | 99+40 | |
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Quadro IV-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de atopia

Valor estatistico *

Atopia
P de p
Varidveis Nao | Sim
Comorbilidades
HS AINE’s
Nédo 20(87.0) 39(81.3)
Sim 3(13.0) 9(18.8)
Rinite
Nédo 6(26.1) 6(12.2)
Sim 17(73.9) 43(87.8)
Polipose
Nédo 20(87.0) 44(89.8)
Sim 3(13.0) 5(10.2)
Sinusite
N3o 11(47.8) 28(57.1)
Sim 12(52.2) 21(42.9)
Qualquer exposicdo tabagica
Nao 16(69.6) 32(65.3)
Sim 7(30.4) 17(34.7)
Histdria pneumonia
N3o 11(47.8) 36(73.5) X’(1)=4.54;
Sim 12(52.2) 13(26.5) p=0.033
Ansiedade
Nao 15(65.2) 36(75.0)
Sim 8(34.8) 12(25.0)
Depressao
Nao 18(78.3) 45(93.8)
Sim 5(21.7) 3(6.3)
Défice al-AT
N&o 21(91.3) 47(95.9)
Sim 2(8.7) 2(4.1)
Bronquiectasias
N3o 19(82.6) 47(95.9)
Sim 4(17.4) 2(4.1)
DPOC
N3o 20(87.0) 47(95.9)
Sim 3(13.0) 2(4.1)
Outra doenga obstrutiva
N3o 17(73.9) 44(89.8)
Sim 6(26.1) 5(10.2)
Sensibilizagdo a Aspergillus
fumigatus
N3o 23(100) 47(95.9)
Sim 0(0.0) 2(4.1)
Terapéutica
Dose CSI
<=750 ug PF ou eq 11(47.8) 32(65.3)
>750 pg PFoueq 12(52.2) 17(34.7)
Terapéutica
<Step3 1(4.3) 2(4.1)
Step3 2(8.7) 16(32.7)
Step4 19(82.6) 28(57.1)
Step5 1(4.3) 3(6.1)
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Quadro IV-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de atopia

Valor estatistico *

Atopia
P dep ‘
Variaveis | Nao | Sim | |
Fungdo pulmonar |
FENO (ppb)
<35 9(75.0) 20(66.7)
=>35 3(25.0) 10(33.3)
Obstrugao fixa
N3o 17(73.9) 33(67.3)
Sim 6(26.1) 16(32.7)
Reversibilidade bronquica
N3o 10(45.5) 22(44.9)
Sim 12(54.2) 27(55.1)
FEV, basal (% previsto) | 9394255 | 9324271 | |
FEV, (A) | 4849 |  80t80 | |
FEV,/FVC basal(% previsto) |  75.6+134 | 76.4+17.9 | |
FEV,/FVC (4) | 14140 | 1476 | |
FEV25-75 basal (% previsto) |  476$237 | 59.1#382 | |
FEV,s5.75 (A ) | 1564309 | 19.1428.0 | |
VR basal (% previsto) |  1259#31.6 | 12164332 | |
Volume Residual (A ) | 09485 | -66+112 | t(57)=2.02 p=0.048 |
DLCO (% previsto) | 987+17.0 | 107.6+23.4 | |
Biomarcadores sangue |
Eosindfilos (%) | 3.7¢28 | 32434 | |
IgEt sérica (mmol/L) |  824+706 | 530.84761.4 | t(69)=-2.75 p=0.008 |
Biomarcadores expectoracdao |
Categoria fenotipo
Eosinofilico 7(55.8) 11(45.8)
Neutrofilico 3(23.1) 1(4.2)
Misto 3(23.1) 9(37.5)
Paucigranulocitico 0(0.0) 3(12.5)
Eosindfilos (%) | 26.4#333 |  221+247 | |
Neutrdfilos (%) | 5004358 | 53.24289 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT:
antitripsina; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test;
FVC: forced vital capacity; CSl: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente FeNO:
Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEVs.;s: Forced expiratory flow at 25%
point to the 75% point of Forced vital vapacity; IMC: indice de massa corporal; Ig:imunoglobulina; RGE: refluxo gastro-
esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual; WHO: World

Health Organization  *p<0.05
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Quadro V-S — Caracterizagdo da amostra consoante idade inicio de doenga apds 12 anos

Idade de inicio asma apds 12

Valor estaistico*

anos de p
Variaveis | Sim | Nio |
Escalas
WHO X’(1)=3.98;
N3o 10(29.4) 20(52.6) p=0.046
Sim 24(70.6) 18(47.4)
ATS X'(1)=3.48;
N3o 14(41.2) 24(63.2) p=0.062
Sim 20(58.8) 14(36.8)
Demografia
Género
Feminino 23(67.6) 33(86.8) x2(1)=3.83;
Masculino 11(32.4) 5(13.2) p=0.050
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 20(58.8) 27(71.1)
Sim 14(41.2) 11(28.9)
Exacerbagdo grave no ultimo
ano
N3o 15(44.1) 21(55.3)
Sim 19(55.9) 17(44.7)
Idade (anos) 55.3+15.2 37.2¢15.4 t(70)=5.00
p<0.001
IMC (225 Kg/m®)
N3o 5(14.7) 15(39.5) x’(1)=5.49;
Sim 29(85.3) 23(60.5) p=0.019
IMC (230 Kg/m?)
Nzo 24(70.6) 27(71.1)
Sim 10(29.4) 11(28.9)
Anos de doenga (anos) | 20.9+14.4 | 25.6+14.3 |
Controlo da doenga, qualidade de vida, risco de eventos adverso
Controlo da doenga
Sim 6(17.6) 8(21.6)
N3o 28(82.4) 29(78.4)
Doentes em risco
N3o 3(8.8) 10(26.3) X’(1)=3.71;
Sim 31(91.2) 28(73.7) p=0.054
ACT 18.6%+5.8 19.4+4.2 t(67)=2.41
p=0.019
CARAT (Rinite) 7.6%3.3 5.843.0 t(62)=2.66
p=0.010
CARAT (Asma) 11.3+4.7 12.1+4.7
ALQ 13.343.5 10.943.6 1(62)=2.66
p=0.010
SOA 11.443.9 9.3+35 1(68)=2.37
p=0.020
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Quadro V-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante idade inicio de doenca apds

12 anos

Idade de inicio asma apds 12

Valor estaistico*

anos de p
Variaveis Sim | Nio
Comorbilidades
Atopia
N3o 15(44.1) 8(21.1) X’(1)=4.39;
Sim 19(55.9) 30(78.9) p=0.036
HS AINE’s
N&o 29(85.3) 30(81.1)
Sim 5(14.7) 7(18.9)
Rinite
Nio 5(14.7) 7(18.4)
Sim 29(85.3) 31(81.6)
Polipose
Nao 29(85.3) 35(92.1)
Sim 5(14.7) 3(7.9)
Sinusite
N3o 21(61.8) 18(47.4)
Sim 13(38.2) 20(52.6)
Qualquer exposig¢do tabagica
Nio 21(61.8) 27(71.1)
Sim 13(38.2) 11(28.9)
Histéria pneumonia
N3o 23(67.6) 24(63.2)
Sim 11(32.4) 14(36.8)
Ansiedade
N3o 23(69.7) 28(73.7)
Sim 10(30.3) 10(26.3)
Depressao
N3o 30(90.9) 33(86.8)
Sim 3(9.1) 5(13.2)
Défice al-AT
N3o 32(94.1) 36(94.7)
Sim 2(5.9) 2(5.3)
Bronquiectasias
N3o 31(91.2) 35(92.1)
Sim 3(8.8) 3(7.9)
DPOC
N3o 31(91.2) 36(94.7)
Sim 3(8.8) 2(5.3)
Outra doenga obstrutiva
Ndo
Sim 27(79.4) 34(89.5)
7(20.6) 4(10.5)

Sensibilizagdo a Aspergillus
fumigatus
N3o 33(97.1) 37(97.4)
Sim 1(2.9) 1(2.6)
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Quadro V-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante idade inicio de doenca apds
12 anos

Idade de inicio asma apds 12

Valor estaistico*

anos de p
Variaveis | Sim | Nio | |
Terapéutica |
Dose CSI
<=750 pg PF ou eq 15(44.1) 28(73.7) X’(1)=6.52;
>750 pg PFoueq 19(55.9) 10(26.3) p=0.011
Terapéutica
<Step3 2(5.9) 1(2.6)
Step3 7(20.6) 11(28.9)
Step4 23(67.6) 24(63.2)
Step5 2(5.9) 2(5.3)
CS nasal 16(47.1) 7(18.4) X’(1)=6.77;
18(52.9) 31(81.6) p=0.009
Fungao pulmonar
FENO (ppb)
<35 8(53.3) 21(77.8)
=>35 7(46.7) 6(22.2)
Obstrugdo fixa
N3o 20(58.8) 30(78.9)
Sim 14(41.2) 8(21.1)
Reversibilidade bronquica
N3o 16(48.5) 16(42.1)
Sim 17(51.5) 22(57.9)
FEV, basal (% previsto) | 9244272 | 943+26.1 | |
FEV, (A) | 5.745.6 |  81:83 | |
FEV,/FVC basal(% previsto) | 72.9+158 | 79.0+16.8 | |
FEV,/FVC (A) | 1.543.5 |  13+86 | |
FEV,s.75 basal (% previsto) | 46.7130.7 | 6294363 | |
FEV,5.5 (A) 9.0£27.6 25.6+27.7 t(66)=-2.64
p=0.016
Volume Residual basal (% 125.2+28.8 120.9+35.8
previsto)
Volume Residual (A ) | -3.7¢106 | .5.2+¢108 | |
DLCO (% previsto) |  103.6:180 | 104.4:24.6 | |
Biomarcadores sangue |
Eosindfilos (%) 43+4.1 2.542.0 t(70)=2.38
p=0.020
IgEt sérica (mmol/L) | 253.0+300.8 | 519.4+861.9 | |
Biomarcadores expectoragao |
Categoria fenétipo
Eosinofilico 10(52.6) 8(44.4)
Neutrofilico 2(10.5) 2(11.1)
Misto 6(31.6) 6(33.3)
Paucigranulocitico 1(5.3) 2(11.1)
Eosinéfilos (%) 32.631.1 14.1+20.3 t(35)=2.13
p=0.041
Neutréfilos (%) 48.6+32.7 | 557+29.7 |

228



Fenotipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality
Questionnaire; AT: antitripsina; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of
Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital capacity; CSI: corticoterapia inalada; DLCO: difusao livre
do monoxido de carbono; eq: equivalente FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory
volume in the first second; FEV,s.;s: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced vital
vapacity; IMC: indice de massa corporal; Ig:iImunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome
de apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual; WHO: World Health
Organization *p<0.05
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Quadro VI-S — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de HS AINE’s

. Valor estatistico* de
HS AINEs 8 ‘
Varidveis | Nédo | Sim | |
Escalas |
WHO
N3o 25(42.4) 5(41.7)
Sim 34(57.6) 7(58.3)
ATS
N3o 33(55.9) 5(41.7)
Sim 26(44.1) 7(58.3)
Demografia
Género
Feminino 48(81.4) 7(58.3)
Masculino 11(18.6) 5(41.7)
Inicio da doenga antes 12 anos
N3o 29(49.2) 5(41.7)
Sim 39(50.8) 7(58.3)
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 38(64.4) 8(66.7)
Sim 21(35.6) 4(33.3)
Exacerbagdo grave no ultimo
ano
N3o 31(52.5) 4(33.3)
Sim 28(47.5) 8(66.7)
IMC (225 Kg/m®)
N3o 15(25.4) 5(41.7)
Sim 44(74.6) 7(58.3)
IMC (230 Kg/m?)
N3o 40(67.8) 11(91.7)
Sim 19(32.2) 1(8.3)
Idade (anos) |  471%169 | 387+214 | |
IMC (Kg/m?) | 282(5.93) | 26.4(452) | |
Anos de doenga (anos) 24.6+15.2 16.748.5 t(69)=2.52
p=0.018
Controlo da doenga, qualidade de vida, risco de eventos adverso |
Controlo da doenga
Sim 10(17.2) 4(33.3)
N3o 48(82.2) 8(66.7)
Doentes em risco
N3o 10(16.9) 3(25.0)
Sim 49(83.1) 9(75.0)
ACT | 19.4%4.5 |  183+57 | |
CARAT (Rinite) | 6.943.4 | 58422 | |
CARAT (Asma) | 118443 | 11860 | |
ALQ 11.8+3.5 12.7+4.8 t(62)=2.66
p=0.010
SOA | 10.043.5 |  118#51 | |

230



Fendtipos de asma e novos biomarcadores da doenga | 2014
numa populagdo portuguesa

Quadro VI-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de HS AINE’s

i)
HS AINE's Valor estatistico* de p ‘

Variaveis | Nao | Sim | |
Comorbilidades |

Atopia

N&o 20(33.9) 3(25.0)

Sim 39(66.1) 9(75.0)

Rinite

N&o 12(20.3) 0(0.0)

Sim 47(79.7) 12(100)

Polipose

N3o 55(93.2) 8(66.7) x’(1)=7.03;

Sim 4(6.8) 4(33.3) p=0.008

Sinusite

N3o 34(57.6) 5(41.7)

Sim 25(42.4) 7(58.3)

Qualquer exposig¢do tabagica

Nao 41(69.5) 6(50.0)

Sim 18(30.5) 6(50.0)

Histéria pneumonia

N3o 39(66.1) 7(58.3)

Sim 20(33.9) 5(41.7)

Ansiedade

N3o 40(69.0) 11(91.7)

Sim 18(31.0) 1(8.3)

Depressao

N3o 51(87.9) 11(91.7)

Sim 7(12.1) 1(8.3)

Défice al-AT

N3o 57(96.6) 10(83.3)

Sim 2(3.4) 2(16.7)

Bronquiectasias

N3o 53(89.8) 12(100)

Sim 6(10.2) 0(0.0)

DPOC

N&o 55(93.2) 11(91.7)

Sim 4(6.8) 1(8.3)

Outra doenga obstrutiva

N&o 50(84.7) 10(83.3)

Sim 9(15.3) 2(16.7)

Sensibilizagdo a Aspergillus

fumigatus 58(98.3) 11(91.7)

N&o 1(1.7) 1(8.3)

Sim
Terapéutica

Dose CSI

<=750 ug PF ou eq 37(62.7) 6(50.0)

>750 ug PFoueq 22(37.3) 6(50.0)
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Quadro VI-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante existéncia de HS AINE’s

HS AINE’s Valor estatistico* de p ‘
Variaveis | Nao | Sim | |
Terapéutica |
Terapéutica
<Step3 3(5.1) 0(0.0)
Step3 14(23.7) 4(33.3)
Step4 41(69.5) 6(50.0)
Step5 1(1.7) 2(16.7)
Fungdo pulmonar
FeNO ( ppb)
<35 21 (65.6) 7(77.8)
=>35 11(34.4) 2(22.2)
Obstrugdo fixa
Nzo 40(67.8) 9(75.0)
Sim 19(32.2) 3(25.0)
Reversibilidade bronquica
Nzo 26(44.8) 5(41.7)
Sim 32(55.2) 7(58.3)
FEV, basal (% previsto) | 93.04250 | 9464302 | |
FEV, (A) | 7.247.5 | 58167 | |
FEV,/FVC basal(% previsto) | 75.9+16.6 |  77.4%175 | |
FEV,/FVC (A) | 1.3+6.9 | 14460 | |
FEV25-75 basal (% previsto) | 541#343 |  619+38.2 | |
FEV,s5.75 (A) | 18.84280 |  16.8¢329 | |
Volume Residual basal (% 123.0+28.8 121.3+48.8
previsto)
Volume Residual (A ) | 484111 | 29493 | |
DLCO (% previsto) |  103.2+186 | 109.0:37.9 | |
Biomarcadores sangue |
Eosindfilos (%) | 3.1426 | 44556 | |
IgEt sérica (mmol/L) | 384247139 | 432243745 | |
Biomarcadores expectoragao |
Categoria fenétipo
Eosinofilico 16(55.2) 2(28.6)
Neutrofilico 2(6.9) 2(28.6)
Misto 8(27.6) 3(42.9)
Paucigranulocitico 3(10.3) 0(0.0)
Eosinéfilos (%) | 2724298 |  10.8+130 | t(34)=2.2 p=0.037 |
Neutrofilos (%) | 4854325 | 63.7+233 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT: antitripsina;
ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatacdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; FVC: forced vital
capacity; CSI: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do monodxido de carbono; eq: equivalente; FeNO: Fraction of exhaled
nitric oxide; FEV1: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s.s: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of
Forced vital vapacity; IMC: Indice de massa corporal; Ig:imunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de
apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual; WHO: World Health Organization  *p<0.05
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Quadro VII-S - Caracterizag¢do da amostra consoante IMC 230 kg/m2

Valor estatistico*
IMC 230 kg/m’ ‘
de p
Variaveis | Nao | Sim | |
Escalas | | | |
WHO
Néo 23(45.1) 7(33.3)
Sim 28(54.9) 14(66.7)
ATS
Ndo 29(56.9) 9(42.9)
Sim 22(43.1) 12(57.1)
Demografia
Género
Feminino 37(72.5) 19(90.5)
Masculino 14(27.5) 2(9.5)
Inicio da doenga antes 12 anos
N3o 24(47.1) 10(47.6)
Sim 27(52.9) 11(52.4)
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 34(66.7) 13(61.9)
Sim 17(33.3) 8(38.1)
Exacerbagdo grave no ultimo
ano
Ndo 25(49.0) 11(52.4)
Sim 26(51.0) 10(47.6)
Idade (anos) 45.0+18.9 47.4+14.7
IMC (Kg/m?) |  250+3.04 | 350+41 | |
Anos de doenga (anos) | 23.4+14.3 | 23.3+15.0 | |

Controlo da doenga, qualidade de vida, risco de eventos adverso

Controlo da doenga

Sim 13(26.0) 1(4.8)

N&o 37(74.0) 20(95.2)

Doentes em risco

N3o 10(19.6) 3(14.3)

Sim 41(80.4) 18(85.7)

ACT | 19.0451 |  19.1+49 | |

CARAT (Rinite) | 6.843.2 | 6.243.6 | |

CARAT (Asma) | 12.0+4.9 | 11.0+42 | |

ALQ | 114437 | 134#35 | |

SOA | 10.0+4.2 | 110427 | |
Comorbilidades |

Atopia

N&o 15(29.4) 8(38.1)

Sim 36(70.6) 13(61.9)

HS a AINE's

N&o 40(78.4) 19(95.0)

Sim 11(21.6) 1(5.0)

Rinite

N&o 6(11.8) 6(28.6)

Sim 45(88.2) 15(71.4)
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Quadro VII-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante IMC 230 kg/m2

Valor estatistico*

IMC 230 kg/m’
g/ B
Variaveis Nao | Sim
Comorbilidades
Polipose
N3o 47(92.2) 17(81.0)
Sim 4(7.8) 4(19.0)
Sinusite
N&o 30(58.8) 9(42.9)
Sim 21(41.2) 12(57.1)
Qualquer exposicao tabagica
N3o 32(62.7) 16(76.2)
Sim 19(37.3) 5(23.8)
Historia pneumonia
Nao 34(66.7) 13(61.9)
Sim 17(33.3) 8(38.1)
Ansiedade
Nao 35(68.6) 16(80.0)
Sim 16(31.4) 4(20.0)
Depressao
Nao 46(90.2) 17(85.0)
Sim 5(9.8) 3(15.0)
Défice al-AT
N3o 47(92.2) 21(100)
Sim 4(7.8) 0(0.0)
Bronquiectasias
N3o 46(90.2) 20(95.2)
Sim 5(9.8) 1(4.8)
DPOC
N3o 47(92.2) 20(95.2)
Sim 4(7.8) 1(4.8)
Outra doenga obstrutiva
N3o 42(82.4) 19(90.5)
Sim 9(17.6) 2(9.5)
Sensibilizagdo a Aspergillus
fumigatus
Ndo 49(96.1) 21(100.0)
Sim 2(3.9) 0(0.0)
Terapéutica
Dose CSI
<=750 ugPF ou eq 33(64.7) 10(47.6)
>750 pug PF ou eq 18(35.3) 11(52.4)
Terapéutica
<Step3 3(5.9) 0(0.0)
Step3 14(27.5) 4(19.0)
Step4 31(60.8) 16(76.2)
Step5 3(5.9) 1(4.8)
Fungao pulmonary
FeNO (ppb)
<35 20(69.0) 9(69.2)
=>35 9(31.0) 4(30.8)
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Quadro VII-S (continuagdo) — Caracterizagdo da amostra consoante IMC 230 kg/m?2

IMC 230 kg/m’ Valor estatistico*
| | de p

Variaveis | Nao | Sim | |
Fungao pulmonary |

Obstrugao fixa

N3o 33(64.7) 17(81.0)

Sim 18(35.3) 4(19.0)

Reversibilidade bronquica

Nzo 21(42.0) 11(52.4)

Sim 29(58.0) 10(47.6)

FEV, basal (% previsto) | 90.6+27.7 |  100.4%22.1 | |

FEV, (D) | 7.748.2 | 5.243.6 | |

FEV,/FVC basal(% previsto) | 73.8¢16.6 |  81.9+150 | |

FEV,/FVC (A) | 2.1+4.6 | -0.4+100 | |

FEV25-75 basal (% previsto) | 52.7¢36.8 |  62.4%283 | |

FEV,s75 (8) | 18.9+287 |  15.8+26.8 | |

Volume Residual basal (% 127.7432.3 111.7430.8

previsto)

Volume Residual (A ) | 5.6+¢11.3 |  -2.0¢86 | |

DLCO (% previsto) | 10224236 |  107.7+16.0 | |
Biomarcadores sangue |

Eosindfilos (%) | 3.243.4 | 3.7£229 | |

IgEt sérica (mmol/L) | 437.7¢7600 | 282.6+340.9 | |
Biomarcadores expectoragao |

Categoria fenotipo

Eosinofilica 13(50.0) 5(45.5)

Neutrofilica 4(15.4) 0(0.0)

Misto 7(26.9) 5(45.5)

Paucigranulocitico 2(7.7) 1(9.1)

Eosindfilos (%) | 25.0+30.2 | 20.3+21.1 | ‘

Neutrdfilos (%) | 50.5¢32.6 | 5584283 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatérios ndo esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire; AT:
antitripsina; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test;
FVC: forced vital capacity; CSl: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; eq: equivalente;
FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first second; FEV,s;s: Forced expiratory flow
at 25% point to the 75% point of Forced vital vapacity; IMC: indice de massa corporal; Ig:lmunoglobulina; RGE: refluxo
gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual;
WHO: World Health Organization  *p<0.05
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Quadro Viii-S — Caracterizagdo de doentes consoante existéncia de obstrugdo persistente

Obstrugdo fixa

Valor estatistico*

dep
Variaveis Nao | Sim | |
Escalas | | |
WHO
N3o 29(58.0) 0(0.0) x(1)=17.96;
Sim 21(42.0) 22(100.0) p<0.001
ATS
N3o 33(66.0) 5(22.7) X(1)=11.48;
Sim 17(34.0) 17(77.3) p=0.001
Demografia
Género
Feminino 44(78.0) 12(54.5) x2(1)=9.89;
Masculino 12(12.0) 10(45.5) p=0.002
Inicio da doenga antes 12 anos
N3o 20(40.0) 14(63.6)
Sim 30(60.0) 8(36.4)
Hospitalizagdo no ultimo ano
N3o 34(68.0) 13(59.1)
Sim 16(32.0) 9(40.9)
Exacerbagdo grave no ultimo ano
N3o 24(48.0) 12(54.5)
Sim 26(52.0) 10(45.5)
Idade (anos) 41.4+17.8 55.613.4 t(70)=-3.35 p=0.001
Anos de doenca (anos) 20.0+12.9 |  31.0+15.2 | t(70)=-3.17 p=0.002 |
IMC (Kg/m?) 28.146.5 | 27836 | |
IMC (225 Kg/m®)
N3o 16(32.0) 4(18.2)
Sim 34(68.0) 18(81.8)
IMC (230 Kg/m?)
N3o 33(66.0) 18(81.8)
Sim 17(34.0) 4(18.2)
Controlo da doenga, qualidade de vida, risco de eventos adverso
Controlo da doenga
Sim 13(26.0) 1(4.8) X’(1)=4.21;
N3o 37(74.0) 20(95.2) p=0.040
Doentes em risco
N3o 12(24.0) 1(4.5) x’(1)=3.90;
Sim 38(76.0) 21(95.5) p=0.048
ACT 19.245.0 | 187452 | |
CARAT (Rinite) 6.2+3.0 7.7£3.7 U=350
P=0.043
CARAT (Asma) 11.644.6 | 11.9+49 | |
ALQ 12.143.6 | 11.8+41 | |
SOA 9.613.8 | 120434 | t(68)=-2.51p=0.014 |
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Quadro VIII-S (continuagdo) — Caracterizagdo de doentes consoante existéncia de obstrugdo
persistente

g Valor estatistico*
Obstrugdo fixa ‘

| | dep |
Variaveis | Nao | Sim | |
Comorbilidades |
Atopia
Nao 17(34.0) 6(27.3)
Sim 33(66.0) 16(72.7)
HS a AINE’s
Nao 40(67.8) 19(32.2)
Sim 9(75.0) 3(25.0)
Rinite
N3o 5(10.0) 7(31.8) X’(1)=5.24;
Sim 45 (90.0) 15(68.2) p=0.022
Polipose
Nao 45(90.0) 19(86.4)
Sim 5(10.0) 3(13.6)
Sinusite
N3o 23(46.0) 16(72.7) X’(1)=4.40;
Sim 27(54.0) 6(27.3) p=0.036
Qualquer exposicdo tabagica
Nao 36(72.0) 12(54.4)
Sim 14(28.0) 10(45.5)
Histéria pneumonia
Nao 35(70.0) 12(54.5)
Sim 15(30.0) 10(45.5)
Ansiedade
Nao 32(65.3) 19(86.4)
Sim 17(34.7) 3(13.6)
Depressao
N&o 42(85.7) 21(95.5)
Sim 7(14.3) 1(4.5)
Défice al-AT
N3o 49 (98.0) 19(86.4) x’(1)=3.94;
Sim 1(2.0) 3(13.6) p=0.047
Bronquiectasias
N3o 46 (92.0) 20(90.9)
Sim 4(8.0) 2(9.1)
DPOC
N3o 50 (100) 17(77.3) X(1)=12.21;
Sim 0(0.0) 5(22.7) p<0.001
Outra doenga obstrutiva
N3o 46(92.0) 15(68.2) x’(1)=6.70;
Sim 4(8.0) 7(31.8) p=0.010
Sensibilizagdo a Aspergillus
fumigatus 50(100.0) 20(90.9) x2(1)=4.68;
Nao 0(0.0) 2(9.1) p=0.031
Sim
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Quadro VIII-S (continuagdo) — Caracterizacdo de doentes consoante existéncia de obstrucdo
persistente

o Valor estatistico*
Obstrugdo fixa ‘
de p
Variaveis | Nao | Sim | |

Terapéutica |
Dose CSI
<=750 pg PF ou eq 34(68.0) 9(40.9) xz(l):4.66;

>750 pg PF ou eq 16(32.0) 13(59.1) p=0.031
Terapéutica
<Step3 3(6.0) 0(0.0)

Step3 16(32.0) 2(9.1)
Step4 30(60.0) 17(77.3)
Step5 1(2.0) 3(13.6)

Fungao pulmonar |
Reversibilidade bronquica N&o 27(55.1) 5(22.7) x2(1)=6.43;
Reversibilidade bronquica  Sim 22(44.9) 17(77.3) p=0.011
FEV1 basal (% previsto) | 105.4421.5 | 66.1#12.5 | t(67)=7.81p<0.001 |
FEV, (D) | 6.045.0 | 93107 | |
FEV,/FVC basal(% previsto) | 84.4+12.1 | 574472 | t(67)=9.49 p<0.001 |
FEV,/FVC (A) | 0.8+7.4 | 2.6:43 | |
FEV25-75 basal (% previsto) | 69.7+31.7 | 23.4+133 | t(66)=6.37 p<0.001 |
FEV,55 (8) | 23.6+27.2 |  5.4+287 | t(69)=2.51p=0.015 |
Volume Residual basal (% previsto) | 116.7428.3 | 137.1#37.3 | t(69)=-2.54 p=0.013 |
Volume Residual (A ) | -3.0+10.5 |  -8.0+103 | |
DLCO (% previsto) | 105.4+21.8 | 100.3+20.7 | |

Biomarcadores sangue |
Eosinéfilos (%) | 2.742.0 | 47+48 | t(70)=-2.5 p=0.015 |
IgEt sérica (mmol/L) | 409.2¢763.1 | 353.1#377.2 | |

Biomarcadores expectoragdo |
Categoria fenotipo

Eosinofilico 13(52.0) 5(41.7)

Neutrofilico 3(12.0) 1(8.3)

Misto 6(24.0) 6(50.0)

Paucigranulocitico 3(12.0) 0(0.0)
Eosindfilos (%) | 23.1#30.8 | 2474206 | |
Neutréfilos (%) | 45.4+31.9 |  66.1+25.1 | |

ACT: Asthma Control Test; AINE’s: anti-inflamatdrios ndao esterdides; ALQ: Asthma Life Quality Questionnaire;
AT: antitripsina; ATS: American Thoracic Society; BD: broncodilatagdo; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and
Asthma Test; FVC: forced vital capacity; CSl: corticoterapia inalada; DLCO: difusdo livre do monédxido de
carbono; eq: equivalente ; FeNO: Fraction of exhaled nitric oxide; FEV,: Forced expiratory volume in the first
second; FEV,s.;s: Forced expiratory flow at 25% point to the 75% point of Forced vital vapacity; IMC: indice de
massa corporal; Ig:Imunoglobulina; RGE: refluxo gastro-esofagico; SAOS: sindrome de apneia obstrutiva do
sono; SOA: Severity of Asthma Score VR: volume residual; WHO: World Health Organization *p<0.05
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Informacgdo suplementar 5
Caracterizagao da populacdo submetida a colheita da expectoragao

As caracteristicas deste sub-grupo estdo detalhadas no Quadro IX-S constante deste anexo.

A idade média da populagdo foi de 48 anos (17.6), sendo o sexo feminino mais prevalente
(76%). O excesso de peso foi sobreponivel ao da popula¢do total do estudo (IMC médio 29
Kg/m? (6.1)).

Na histéria da evolugdo da doenca, 51% tinha idade de inicio de doenca apds os 12 anos de
idade, com média 29 anos (6.1) de evolucdo da doenga; histéria de exacerbagOes graves e de
hospitalizagdes no ultimo ano, respectivamente em 60% e em 32% dos doentes; e histéria de
pneumonia reportada em 46% dos doentes.

Em relagdo as comorbilidades, 95% dos doentes apresentaram pelo menos uma, com destaque
para a rinite (89%), o excesso de peso (76%) e a atopia (65%). Ressalta-se ainda que 19% tinha
HS AINE’s e 16% outra doenga obstrutiva para além da asma.

Apenas 17% dos doentes apresentavam controlo da doenga, com as seguintes pontuagdes nos
questionarios utilizados: ACT de 17 (5.7); CARAT 17 (6.7) e ALQ 13 (3.8). Faziam CSl em altas
doses 46% dos doentes e 86% estava no grau 4 ou 5 de terapéutica (GINA).

O questionario de gravidade SOA apresentou um valor médio de 12 (3.5).

Quanto a avaliagdo da funcdo respiratodria, o valor médio de FEV, basal foi de 95% (29.3) com
AFEV; de 8% (9.2); o de VR de 125% (33.5) e em 32% dos doentes havia obstrugdo persistente
da via aérea.

Relativamente aos restantes biomarcadores, 1/3 dos doentes apresentou valores de FeNO
superiores a 35 ppb, com valor médio de 36 ppb (27.0); o valor médio de percentagem de
eosinofilos no sangue foi de 4% (3.9) e da IgE total sérica de 380 mmol/L (854.5).

Na comparacgdo entre grupos de gravidade, o sexo feminino foi prevalente em ambos, o IMC
médio discretamente mais elevado no grupo dos doentes graves (29 Kg/m?, (5.0) Vs 27 kg/m?
(7.8)), que eram também mais velhos.

Na histéria da evolucdo da doenca, a historia de exacerbagbes graves, de hospitalizacdes no
ultimo ano e de pneumonia foi mais frequente nos doentes graves (63 Vs 54%, 38 Vs 23%, 58
Vs 23%, respectivamente).

Quanto as comorbilidades, mais de 90% dos doentes de ambos os grupos reportaram pelo
menos uma. O excesso de peso foi mais frequente nos doentes graves (88% Vs 54%), bem
como a histéria de exposicdo tabdgica (38% Vs 8%) e da co-existéncia de outra doenca
obstrutiva para além da asma (21% Vs 8%).

Em relagdo ao controlo da doenga, foi naturalmente pior nos graves, tendo a pontuag¢do nos
questionarios de controlo ACT, CARAT e ALQ, mostrado diferencas significativas, (p= 0.018, p=
0.22 e p=0.002, respectivamente). lgualmente, foi verificada diferenca estatistica nas
pontuacGes do questionario SOA (p=0.000)

O valor médio de FEV; basal foi significativamente inferior no grupo dos graves (84% (24.8) Vs
117% (25.7), p= 0.001) sendo também superior a labilidade brénquica (AFEV; de 10% (10.2) Vs
5% (6.0)). Para os parametros laboratoriais eosinofilia periférica (% eosinodfilos), Ig E sérica
(mmol/L) e FeNO (<35ppb), ndo se encontraram diferencas significativas.
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Quadro IX-S — Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo submetida a colheita da expectoragdo (Populagdo total, Grupo Grave
(Classificagdo ATS' e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagdo ATS' e WHOS))

| | ATS | WHO
Variaveis Total Grave Nao grave Valor Grave Nao grave Valor
qualitativas (n, %) (n=37) (n=20) (n=17) estatistico de (n=24) (n=13) estatistico de
quantitativas (M, SD) p p
Género
Feminino 28(75,7) 14 (70,0) 14(82,4) x2(1)=0.76; 16(66,7) 12(92,3) )(2(1):3.01;
Masculino 9(24,3) 6(30,0) 3(17,6) p=0.462 8(33,3) 1(7,7) p=0.119
Idade (anos) 47,6x17,6 48,8+15,8 46,3+19,9 t(35)=-0.4; 50,0+15,7 43,3+20,5 t(35)=-1.1;
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.691 (n=24) (n=13) p=0.275
IMC (Kg/mz) 28,7t6,1 29,315,4 27,9+7,0 t(35)=-0.7; 29,345,0 27,4+7,8 t(35)=-0.9;
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.522 (n=24) (n=13) p=0.361
Inicio da doenga antes
12A
Sim 18(48,6) 7(35,0) 11(64,7) x2(1)=0.76; 9(37,5) 9(69,2) x2§1[=3.40'
Ndo 19(51,4) 13(65,0) 6(35,3) p=0.103 15(62,5) 4(30,8) p=0.091
Atopia
Sim 24(64,9) 12(60,0) 12(70,6) x2(1)=0.45; 14(58,3) 10(76,9) )(2(1):1.28;
Nao 13(35,1) 8(40,0) 5(29,4) p=0.731 10(41,7) 3(23,1) p=0.305
Controlo doenga
Sim 6(16,7) 0(0,0) 6(35,3) x2(1)=8.05; 0(0,0) 6(46,2) xz(1)=12.74;
Nao 30(83,3) 19(100,0) 11(64,7) p=0.006 23(100,0) 7(53,8) p=0.001
FEV; (%):
Basal 94,8+29,3 84,0+25,4 108,3+29,0 t(34)=2.7; 83,8+24,8 116,7+25,7 t(34)=3.7;
(n=37) (n=20) (n=16) p=0.011 (n=24) (n=12) p=0.001
Apds BD 104,1427,0 97,7+23,3 116,4+26,4 t(35)=2.8; 97,64+22,9 123,5+23,4 t(35)=3.8;
(n=36) (n=20) (n=17) p=0.009 (n=24) (n=13) p=0.001
A variagdo 8,319,2 9,7+10,9 6,616,3 t(34)=-1.0; 9,8+10,2 5,316,0 t(34)=-1.4;
(n=36) (n=20) (n=16) p=0.315 (n=24) (n=12) p=0.173
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Quadro IX-S (continuagdo)— Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo submetida a colheita da expectoracdo (Populagdo

total, Grupo Grave (Classificagdo ATS' e WHOS), Grupo Ndo Grave (Classificagao ATS' e WHOS))

| | ATS | WHO
Variaveis Total Grave Nao grave Valor Grave Ndo grave Valor
qualitativas (n, %) (n=37) (n=20) (n=17) estatistico (n=24) (n=13) estatistico de
quantitativas (M, SD) de p p
FEV./FVC (%):
Basal 75,6%£17,8 70,31£18,4 82,4+14,9 t(34)=2.1; 71,0+£16,8 84,9116,5 t(34)=2.4;
(n=36) (n=20) (n=16) p=0.04 (n=24) (n=12) p=0.024
Apds BD 76,4113,5 71,3%£12,1 82,5+12,7 t(35)=2.7; 72,0£11,1 85,1£13,5 t(35)=3.2;
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.01 (n=24) (n=13) p=0.03
A ap6s BD 0,818,7 1,1+10,9 0,415,3 t(34)=-0.2; 0,8+10,0 0,816,0 t(34)=0.0;
(n=36) (n=20) (n=16) p=0.822 (n=24) (n=12) p=0.999
FEV35.75(%):
Basal 53,0£35,7 38,8+26,1 69,9+39,0 t(33)=2.8; 38,9+25,3 80,1£38,0 t(33)=3.8;
(n=35) (n=19) (n=16) p=0.008 (n=23) (n=12) p=0.001
Ap6s BD 76,6%44,2 61,5+45,1 91,2+38,6 t(34)=2.1; 62,7+41,9 98,4+40,0 t(34)=2.5;
(n=36) (n=19) (n=17) p=0.042 (n=23) (n=13) p=0.017
A apés BD 22,4432,9 22,7+37,0 22,1428,6 t(33)=-0.1; 23,7435,7 19,9+28,2 t(33)=-0.3;
(n=35) (n=19) (n=16) p=0.961 (n=23) (n=12) p=0.750
Eosindfilos sangue (%) 4,0+3,9 4,8+4,7 3,0+2,4 t(35)=-1.4; 4,5+4 .4 3,042,5 t(35)=-1.1;
(n=37) (n=20) (n=17) p=0.164 (n=24) (n=13) p=0.275
IgE sérica 2.1+0.6 2.1+0.5 2.2+0.7 t(34)=0.1; 2.1+0.5 2.240.7 t(34)=1.8;
Log((mmol/L)+1) (n=36) (n=19) (n=17) p=0.907 (n=23) (n=13) p=0.857
IgE total (mmol/L) 380,5+854,5 238,1+278.3 539,7+1207,9 t(34)=1.1; 249,1+293,6 612,9+1371,9 t(34)=1.2;
(n=36) (n=19) (n=17) p=0.297 (n=23) (n=13) p=0.363
FeNO (ppb)
<35 16(66.7) 8(50.0) 8(50.0) x2(1)=0.0; 11(68.8) 5(31.3) x2(1)=0.09;
235 8(33.3) 4(50.0) 4(50.0) p=1.0 5(62.5) 3(37.5) p=1.00

BD: broncodilatagdo; FVC: forced vital capacity; DLCO: difusdo livre do mondxido de carbono; FeNO; Fracgdo exalada de dxido nitrico; FEV;: Volume forgado
expirado no 12 segundo; FEV,s.;s: volume forcado expiratério entre 25-27% da forced vital capacity; IMC: indice de massa corporal; VR: Volume residual
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Quadro X-S — Dados em falta para andlise cluster (Com dados em falta, N=72; Sem dados em falta,

N=57)
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ACT: Asthma Control Test; ALQ: Asthma Life Quality; CARAT: Control of Allergic Rhinitis and Asthma Test; SOA: Severity Asthma

Score
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