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RESUMO

A asma é uma doencga heterogénea caracterizada por inflamacé&o crénica das vias
aéreas. A resposta ao medicamento pode diferir mediante a resposta inflamatéria
desencadeada pelas células imunoldgicas presentes no microambiente pulmonar.
Assim, a fenotipagem da asma com base no perfil inflamatério local pode auxiliar
na definicdo do tratamento e na identificacdo de novos alvos terapéuticos. Esse
estudo buscou identificar as mudangas no perfil proteico e metabdlico do escarro
induzido e soro de pacientes com asma eosinofilica, neutrofilica, mista e
paucigranulocitica, e estabelecer um painel de moléculas capazes de discriminar
0s grupos analisados. A analise protedmica shotgun foi conduzida por um sistema
de ultra cromatografia liquida de alta performance (ultra-HPLC) acoplado ao
espectrometro de massas quadupolo Exactive Orbitrap. Ja o perfil metabolédmico
foi analisado no sistema de HPLC acoplado a um espectrémetro de massas do tipo
quadrupolo-tempo-de-v6o. 52 proteinas apresentaram diferenca significativa entre
pelo menos 2 grupos estudados no escarro induzido, enquanto apenas 12 estavam
alteradas entre pelo menos 2 grupos no soro (p < 0,05). A maioria das proteinas
estava associada a vias do sistema imune, principalmente relacionadas a
degranulacdo de neutréfilos. Um painel de 5 proteinas identificadas no escarro
induzido (BPIFA1, MUC5AC, CAMP, CTSG. e ANXA1) foi capaz de discriminar os
grupos fenotipicos estudados, e no soro o painel de 4 proteinas (FCN3, THBS1,
LAMP2 e CRISP3) s nao diferenciou neutrofilicos de paucigranulociticos. O perfil
metabdlico permitiu identificar 17 metabdlitos no escarro e 15 no soro com alguma
alteracao significativa entre os grupos (p < 0,05). Ainda, utilizando o algoritmo de
classificacdo Random Forest, foi possivel discriminar os grupos fenotipicos com
acuracia de 98,62 % no escarro e 97,98 % no soro. Esse estudo demonstrou que,
pelo perfil proteico e metabdlico do escarro e soro foi possivel identificar as
alteracdes moleculares dos fendtipos inflamatérios da asma. Essas proteinas e
metabdlitos devem ser validados para que essas moléculas possam ser utilizadas

na fenotipagem da asma, auxiliando o tratamento da doenca.

Palavras-chave: fendtipos inflamatérios da asma, protebmica, metabolémica,

inteligéncia artificial.
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ABSTRACT

Asthma is a heterogeneous disease characterized by chronic airway inflammation.
The drug response may differ due to the inflammatory response triggered by the
immune cells present in the pulmonary microenvironment. Thus, asthma
phenotyping based on local inflammatory profile may aid in treatment definition and
in the identification of new therapeutic targets. This study aimed to identify the
changes in protein and metabolic profile of induced sputum and serum from patients
with eosinophilic, neutrophilic, mixed and paucigranulocytic asthma, and to
establish a panel of molecules capable of discriminating the analyzed groups.
Proteomic analysis was performed by a high performance ultra-liquid
chromatography (ultra-HPLC) system coupled to the quadupole Exactive Orbitrap
mass spectrometer. The metabolomic profile was analyzed in an HPLC system
coupled to a quadrupole-flight-time mass spectrometer. 52 proteins showed
significant difference between at least 2 groups in induced sputum, while only 12
were altered between at least two groups in the patients' serum (p <0.05). Most
proteins were associated with immune system pathways, mainly related to
neutrophil degranulation. A panel of 5 proteins identified in induced sputum
(BPIFA1, MUCS5AC, CAMP, CTSG. e ANXA1) was capable of discriminating the
phenotypic groups, and a panel of 4 proteins identified in serum (FCN3, THBS1,
LAMP2 e CRISP3) just did not differentiate neutrophils from paucigranulocytes. In
the metabolic profile, 17 metabolites that showed some significant change between
the groups were identified in sputum and 15 in serum (p <0.05). Also, using the
Random Forest classification algorithm, it was possible to discriminate the
phenotypic groups with accuracy of 98.62% in sputum and 97.98% in serum. This
study demonstrated that, due to the protein and metabolic profile of sputum and
serum, it was possible to identify the molecular changes of the inflammatory
phenotype of asthma. These proteins and metabolites must be validated so that
these molecules can be used in asthma phenotyping, relevant to the treatment of

the disease.

Keywords: inflammatory phenotypes of asthma, proteomics, metabolomics, artificial

intelligence.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia e etiologia da asma

A organizacéo Global Initiative for Asthma (GINA) define a asma como uma
doenca heterogénea, que € caracterizada por inflamagao cronica das vias aéreas,
com limitacédo variavel do fluxo de ar expiratorio e sintomas respiratdrios que variam
com o tempo e a intensidade. Os sintomas dessa doenga sao: episddios de
sibilancia, falta de ar, aperto no peito €/ou tosse e limitagdo variavel do fluxo de ar
expiratério, que podem ser desencadeados ou exacerbados por alguns fatores,
COMO exercicio, exposicdo a alérgenos ou irritantes, infec¢des respiratérias e
alteracdes climaticas (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019).

A asma € uma das principais doencgas respiratorias crénicas e figura entre
uma das mais prevalentes no mundo, afetando mais de 339 milhdes de pessoas no
mundo, sendo que no Brasil aproximadamente 20 milhdes sao afetadas (THE
GLOBAL ASTHMA REPORT 2018, 2018). Estima-se que em 2025 esse numero
aumentara em 100 milhdes, resultando em 400 milhdes de pessoas com asma.
Apesar do alto numero, € uma doencga considerada subdiagnosticada tanto em
paises de alta renda quanto em paises de baixa e média renda, sendo que nos
paises mais pobres também € uma doenga subtratada, resultando em uma alta taxa
de morbidade e mortalidade. A asma é responsavel por 1 a cada 250 mortes no
mundo, sendo que a maioria dos casos poderiam ser evitados com a realizacéo de
um tratamento adequado (MASOLI et al., 2004; BOUSQUET; KHALTAEV, 2007).

A Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do Ministério da Saude e Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostra a prevaléncia de diversas
doencgas no Brasil e a asma esta entre elas. Em 2013 a prevaléncia da asma no
Brasil em individuos com mais de 18 anos era de 4,4 %, sendo que ndo houve uma
grande variac&o entre as regides do pais. A maior prevaléncia foi na regido Sul
(5,3%), seguida da regido Sudeste (4,8%), Norte (4,5%), Centro-Oeste (4,2%), e a
menor prevaléncia foi encontrada na regido Nordeste (3,2%). Ainda, a propor¢ao
de mulheres diagnosticadas com asma foi aproximadamente 30% maior do que a
de homens (IBGE, 2014). Segundo dados consultados no banco de dados do

Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS), o nimero
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de internag¢des por asma também € alto no Brasil, variando de aproximadamente 5
a 9 mil internacdes por més no ano de 2018 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

O alto impacto gerado nos servigos de saude e, consequentemente, na
economia € principalmente devido ao grande numero de internacdes e também de
medicamentos dispendidos no tratamento da doenca (BAHADORI et al., 2009;
NUNES; PEREIRA; MORAIS-ALMEIDA, 2017). A economia também é afetada
devido as faltas em trabalho e escola, pois 0s sintomas da asma geram um impacto
na qualidade de vida do paciente, de forma que quando ndo ha controle da doenga,
o risco de limitagdes de atividade fisica é duas vezes maior, € de atividades diaria
€ 66% (HASELKORN et al., 2010). Entretanto, quando ha o controle da asma a
qualidade de vida dos pacientes € semelhante aos individuos que n&o possuem a
doenca (JANSSON et al., 2016).

A asma pode se desenvolver em qualquer idade, entretanto, na maioria dos
casos € diagnosticada na infancia, e mesmo 0s casos que sao diagnosticados em
individuos adultos parecem ter o processo da doenca iniciado durante a infancia
(STERN et al., 2008). Dentre os fatores de risco para desenvolvimento da asma
esta a susceptibilidade genética, porém o histérico familiar de asma néo é suficiente
e nem necessario para o desenvolvimento da doenca (BURKE et al., 2003).

A exposi¢ao ao tabaco também é outro fator relacionado a asma, e aqueles
cujas maes sofreram exposi¢cdo durante a gravidez também apresentam o risco de
desenvolver a doeng¢a. Durante o periodo pré-natal também estéo relacionados a
dieta e nutricdo materna, bem como o estresse. Outros fatores perinatais como
prematuridade, baixo peso ao nascer e auséncia de aleitamento materno também
sao fatores relacionados. Além desses, as infecgdes virais respiratérias, obesidade,
dietas com baixa ingestéo de vitaminas C e E, exposi¢cao a animais e sensibilizagéo
a alérgenos sdo importantes fatores para o desenvolvimento da asma. Durante a
vida adulta, a exposi¢ao ocupacional figura como um fator primordial, sendo que os
agentes variam desde reagentes quimicos a pd de farinha (NATIONAL HEART
LUNG AND BLOOD INSTITUTE, 2007; SUBBARAO; MANDHANE; SEARS, 2009;
BEASLEY; SEMPRINI; MITCHELL, 2015).

Por outro lado, a hipétese da higiene propde que a limpeza de ambientes

deixaria as criangas menos expostas a microrganismos e outros alérgenos.
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Acredita-se que as condi¢cbes higiénicas e o maior tamanho da familia estdo
associados a menor prevaléncia de asma, devido ao desbalan¢o da resposta imune
promovida por células T auxiliar (helper) 1 (Th1) e Th2. A supressao da resposta
Th2, muito frequente na asma, seria desencadeada pela exposicdo a
microrganismos que ativam receptores de reconhecimento de padrdes, como 0s
receptores tipo toll (TLR — toll-like receptors) ou CD14. Entretanto, outras
explicacbes s&o necessarias para tentar compreender essa protecdo, uma vez que
exposicdo a endotoxina pode promover uma resposta Th1 reduzida, e nao
aumentada, apresentando reducdo na producao de interferon-gama (IFN-y), fator
de necrose tumoral a (TNF- a), interleucina (IL) 12 e IL-10. Além disso, o convivio
com cachorros na infancia também poderia ser um fator protetor da asma
(BROOKS; PEARCE; DOUWES, 2013).

Por outro lado, a infecgao por alguns microrganismos podem favorecer o
desencadeamento de episédios de asma, como o virus sincicial respiratério. Ainda,
as infec¢des que estdo envolvidas na tolerancia e consequente protecédo da asma,
podem causar outros problemas de saude, gerado um questionamento sobre essa
hipotese (VAN TILBURG BERNARDES; ARRIETA, 2017).

1.2 Fenétipos da asma

Devido a heterogeneidade da asma, € possivel classificar os pacientes por
meio de caracteristicas observaveis de ordem clinica, fisiolégica e patologica, o que
pode facilitar o tratamento, uma vez que na maior parte das vezes pacientes de
fendtipos distintos possuem respostas diferentes ao mesmo medicamento. Os
fendtipos n&o estdo bem estabelecidos, mas a caracterizagdo desses pacientes
ocorre principalmente pela fenotipagem inflamatéria, com base no tipo celular
inflamatorio predominante nas vias aéreas (Figura 1) (SCHLEICH et al., 2013).

A asma eosinofilica corresponde a um alto numero de eosindfilos
encontrados no escarro. Ela pode ser alérgica ou ndo-alérgica. A asma alérgica
acomete em sua maioria criangas e esta associada a alergia e outras doencas
atopicas, como rinite alérgica e dermatite atdpica. Esses pacientes possuem niveis
mais altos de eosindfilos, mastocitos, imunoglobulina (Ig) E total e especifica e

citocinas encontradas no perfil de resposta imune mediada por células Th2. Pode
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se apresentar nas formas leve ou grave, e possivelmente esta relacionada com o
histérico familiar e tem influéncia genética e ambiental (WOODRUFF et al., 2009;
WENZEL, 2012; GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019). A asma eosincfilica
nao-alérgica pode ser associada a sinusite, polipos nasais e doenca respiratoria
exacerbada pela aspirina. Normalmente se desenvolve em adultos, e a resposta
inflamatéria é diferente do processo mediado por célulasTh2 e mais complexa.
Esse fendtipo ocorre em formas mais graves e parece nao ter relagado com a histéria
familiar (MIRANDA et al., 2004; WENZEL, 2012).

Figura 1: Fenétipos inflamatérios da asma. Os fen6tipos inflamatérios da asma sdo divididos em
asma eosinofilica alérgica e nio alérgica, asma neutrofilica, asma paucigranulocitica e asma
granulocitica mista. IL: interleucina. Th: T auxiliar. PDG2: prostaglandina D2. TSLP: linfopoietina
estromal do timo. ILC2: células linféides inatas do tipo 2. CXCL8: ligante de quimiocina com motivo
C-X-C 8. ILC3: células linféides inatas do tipo 3.
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A asma neutrofilica € caracterizada pela presenca de altos niveis de
neutréfilos no escarro. Parece estar associada com a resisténcia ao tratamento com
corticoesterbides e a gravidade da doenca, uma vez que esses pacientes
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comumente apresentam funcdo pulmonar alterada, paredes das vias aéreas mais
espessas e maior expressdo de metaloproteinases da matriz. Além disso, ha
indicios que esse fendtipo desencadeie uma resposta inflamatoria do tipo Th1 e
Th17 (WOODRUFF et al., 2001).

A asma mista granulocitica consiste na inflamacgao eosinofilia e neutrofilica
concomitantemente, verificada pela alta contagem de eosindfilos e neutréfilos no
escarro. Esses pacientes costumam ter altos niveis de fibrinogénio, menor fungéo
pulmonar e alto grau de hiperresponsividade das vias aéreas, processo que sera
explicado no subtdpico 1.3. Por outro lado, a asma paucigranulocitica consiste na
baixa contagem de células inflamatérias no escarro. Em sua maioria, 0s pacientes
paucigranulociticos ndo s&o alérgicos, possuem fungdo pulmonar proxima do
normal ou pouco alterada e apresentam uma baixa resposta corticosterdide
inalatorio (SIMPSON et al., 2006; GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019).

Além da fenotipagem inflamatéria, os pacientes asmaticos podem ser
classificados de acordo com outros fatores, como o inicio da doenca. A asma de
inicio precoce € o fendtipo mais comum, e tem seu inicio na infancia. Na maioria
das vezes ocorre na forma eosinofilica alérgica, podendo ser leve ou grave. Ja a
asma de inicio tardio inicia-se ja na idade jovem ou adulta pela primeira vez.
Normalmente ocorre mais em mulheres na forma eosinofilica nao-alérgica, em
formas mais graves, de forma que a fungdo pulmonar desses pacientes é
geralmente mais baixa (PAPI et al., 2018; GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA,
2019).

A asma relacionada a obesidade pode estar associada com o estado
inflamatdrio que pode ocorrer nesses individuos, que apresentam altos niveis de
determinados mediadores, como TNF-q, IL-6 e leptinas. Apesar disso, pessoas
obesas tendem a apresentar maior gasto energético durante a respiracéo, falta de
condicionamento fisico, maior grau de dispneia para uma mesma atividade fisica e
maior probabilidade de refluxo gastroesofagico, com tosse e aperto no peito
associados, o que torna dificil o diagndstico pois podem ser fatores de confuséo, e
n&o fatores determinantes na asma (PAKHALE et al., 2010; WENZEL, 2012).

A asma induzida pelo exercicio consiste em pacientes asmaticos que
apresentam os sintomas principalmente apds o exercicio. O processo inflamatério

que ocorre nesse fendtipo ainda n&o € bem esclarecido, mas esses pacientes
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costumam ter asma leve e broncoconstricdo apds exercicio. A contagem de
eosinofilos no escarro e a resposta Th2 ndo sdo bem estabelecidas, com achados
contraditorios (KARJALAINEN et al., 2000; HALLSTRAND et al., 2005).

1.3 Fisiopatologia da asma

A limitagdo variavel das vias aéreas € uma caracteristica de pacientes
asmaticos que pode ocorrer em uma fracdo de minutos a dias, podendo se tornar
fixa ou parcialmente reversivel se ndo tratada corretamente. A inflamacéo pode
aumentar essa obstrucao por meio do infiltrado celular, da superproducéo de muco
e da broncoconstricdo, que durante as exacerbac¢des agudas, € aumentada
gerando um estreitamento das vias aéreas em resposta a um estimulo. Dessa
forma, a exposicéo a alérgenos e infecgdes virais ou bacterianas podem agravar
ainda mais o quadro clinico. Ainda, outros fatores podem promover uma obstru¢éo
aguda, como 0 uso de aspirina e outros anti-inflamatérios ndo esteroides, bem
como exercicios fisicos, ar frio, irritantes e até mesmo o estresse. (NATIONAL
HEART LUNG AND BLOOD INSTITUTE, 2007; MCCRACKEN et al., 2017).

Como citado acima, a limitag&o do fluxo de ar nem sempre é reversivel. O
remodelamento das vias aéreas € uma combinagdo de alteracbes estruturais e
celulares permanentes que pode ocorrer em pacientes asmaticos, de forma que a
espessura da parede das vias torna-se mais grossa quanto mais grave € a doenga.
Nesse processo ocorre a hiperplasia e hipertrofia do musculo liso das vias aéreas,
associada a deposicdo de matriz extracelular; angiogénese; neovascularizacdo;
espessamento da lamina reticular subepitelial, devido a deposi¢cdo de colageno,
periostina, tenascina, osteopontina e fibronectina; e metaplasia epitelial, com
aparecimento de células mucosas e consequente aumento da produ¢édo de muco
(KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013).

Os eosindfilos também contribuem para o remodelamento das vias
produzindo varios fatores responsaveis por ativar o epitélio e as células
mesenquimais. Dentre estes fatores temos o fator de crescimento transformador-3
1 (TGFpB1), proteinas catidbnicas e diferentes citocinas (KARIYAWASAM:;
ROBINSON, 2007). Entretanto, o infiltrado eosinofilico ndo € necessario para que

ocorra 0 remodelamento, uma vez que esse processo pode ser provocado por
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outros fatores. Em decorréncia de uma lesao epitelial, a unidade tréfica epitelial-
mesenquimal pode ser formada entre as camadas de musculo liso e epitelial,
permitindo a comunicacdo entre essas camadas (Figura 2). Nessa unidade ha
grande quantidade de fatores de crescimento, entre eles o TGFB e fatores de
crescimento epidérmico, que favorecem a metaplasia, além de neurotrofinas e
fatores angiogénicos, propiciando a proliferagdo neuronal e microvascular, e
citocinas que contribuem para a manutencéo da inflamacé&o crénica (HOLGATE et
al., 2004).

Figura 2: Unidade tréfica epitelial-mesenquimal. Apés uma lesdo no epitélio, forma-se uma
comunicacdo entre esta camada e o musculo liso, com a producdo de fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas, favorecendo a inflamacao crénica.
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A hiperresponsividade das vias aéreas € outro processo que ocorre nesses
pacientes, e consiste em uma resposta broncoconstritora exagerada a um estimulo
especifico. Os receptores beta (8) 2-adrenérgicos localizados no musculo liso das
vias aéreas podem controlar essa situagao, pois em resposta a agentes p2-agonista
promovem broncodilatacdo. Além disso, esse processo pode ser mediado pelas

vias colinérgicas, que sdo alvo da terapia anticolinérgica, e entdo o grau de



hiperresponsividade pode ser medido por meio de desafios com metacolina
(MCCRACKEN et al., 2017).

A inflamagéo das vias aéreas possui um papel importante na asma. Os
linfécitos T s@o responsaveis por regular o perfil celular inflamatério, de forma que
a resposta Th2 é presente principalmente na asma classica do tipo alérgico,
enquanto que os perfis Th1 e Th17 estdo associadas com asma neutrofilica (Figura
1). A maioria dos pacientes com asma associada a sensibilizacdo a alérgenos
ambientais apresenta inflamacé&o do tipo Th2. O tipo celular primordial do infiltrado
inflamatério desse tipo de inflamagdo € o eosindfilo, entretanto mastécitos,
baséfilos, neutréfilos, mondcitos e macréfagos também podem ser encontrados
(HOLGATE et al., 2015).

Durante a sensibilizacdo, as células epiteliais secretam as citocinas IL-25,
IL-33 e linfopoietina estromal do timo (TSLP), estimulando as células dendriticas
apresentadoras de antigeno, que capturam e processam o alérgeno em peptideos,
e os apresenta por meio do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) a
receptores de células T naive (Figura 3). As células T naive podem entéo se
diferenciar em um perfil Th2 sob influéncia da producéo de IL-4. As células B iniciam
a mudanca de classe de IgM para IgE, enquanto que as células Th2 migram para
a mucosa para iniciar a resposta Th2 e secretar citocinas pré-inflamatérias, como
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e fator estimulador de colbnias de granuldcitos e
macréfagos (GM-CSF), que irdo entdo amplificar a resposta alérgica inflamatoria
(KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013).

Uma vez sensibilizado, a posterior exposicdo ao alérgeno provocara
resposta broncoconstritora imediata desencadeada por mastécitos, com liberagao
IgE-dependente de histamina, prostaglandina D2 e leucotrieno C4, que pode durar
de 5 a 90 minutos. A etapa seguinte, resposta tardia, pode durar de 3 a 12 horas e
envolve a infiltracdo e ativac&o de leucécitos, principalmente eosindfilos, producéo
de leucotrieno C4, secrecdo de citocinas do perfil Th2 e o aumento da resposta
alérgica das vias aéreas (HOLGATE et al., 2015). Uma nova classe de células
linfoides inatas tipo 2, os nudcitos, também pode contribuir para a resposta
inflamatodria, produzindo citocinas como IL-5, IL-9 e IL-13 (LIU et al., 2015). Além
disso, as lipoxinas e resolvinas também parecem ter um papel importante na

inflamac&o, uma vez que a lipoxina A4 pode induzir apoptose de eosindfilos e
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diminuir a atividade de linfocitos natural killers, controlando a inflamagéao (BARNIG;
LEVY, 2013).

Figura 3: Mecanismos patolégicos da inflamac¢ao das vias aéreas na asma. A inflamacao pode
ser desencadeada pela migracéo de células dendriticas imaturas (CDs) para o epitélio em resposta
a interacio dos alérgenos com o epitélio das vias aéreas. Essas CDs sofrem maturacio, detectam
e processam o alérgeno, migram para o linfonodo e interagem com as células T naive, promovendo
a diferenciacdo destas em células Th2. As células Th2 migram para a mucosa para dar inicio a
resposta inflamatoria, resultando na maturacdo dos eosinéfilos. As células Th1 e Th17 também
podem ser ativadas, promovendo o recrutamento de neutréfilos. Outras células também produzem
outros mediadores, citocinas e fatores de crescimento que podem influenciar na proliferacido de
células epiteliais, fibroblastos, células musculares lisas e células vasculares endoteliais.
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A resposta imune na asma eosinofilica n&o-alérgica ocorre um pouco
diferente (Figura 1). Apesar de n&o ser bem esclarecida, a resposta parece ser mais
complexa, uma vez que 0 processo ndo esta envolvido com producédo de IgE.
Possivelmente a inflamacéo envolve a producéo de alarminas IL -33, IL-25 e TSLP
em resposta ao dano no epitelial, ativando células linféides inatas que secretardo
IL-5 e IL-13 (KIM et al., 2017; PAPI et al., 2018).



A asma néo-eosinofilica ainda ndo € tdo bem compreendida. A alta
contagem de neutréfilos no escarro parece estar correlacionada com a resisténcia
ao tratamento com corticosterdides e com a gravidade da asma. Além disso,
pacientes com asma grave apresentaram resposta do tipo Th1, Th17 ou células
linfoides inatas tipo 3 e presenca de quimiocinas que estimulam a migracdo de
neutrofilos, como a CXCL-8 (Figura 3) (PAPI et al., 2018). Essa quimiocina pode
tanto ser liberada por leucécitos como os neutréfilos, bem como ser induzida por
IL-17, citocina secretada por células Th17, estabelecendo uma colaboragcéo entre
os dois tipos celulares. Os neutrdfilos também podem secretar CXCL 10, que atuam
no recrutamento de células Th1, produtoras de interferon-y (IFN-y). Por sua vez,
IFN-y pode estimular a migracdo de neutrdéfilos, estabelecendo entdo a conexao
entre células Th1, Th17 e neutréfilos. Ainda, a asma eosinofilica e ndo-eosinofilica
podem ocorrer conjuntamente, como € o caso da inflamagao mista granulocitica
(RAY; KOLLS, 2017).

1.4 Diagnéstico e biomarcadores promissores

Atualmente, n&o ha um padrdo ouro para o diagnostico de asma. O
diagnéstico é realizado com base na avaliacio clinica para investigagao de histérico
familiar e presenca de sintomas, juntamente com testes para verificar a limitacéo
variavel do fluxo aéreo (hiperresponsividade brénquica) (PAPI et al., 2018).

A GINA preconiza que, para adultos, adolescentes e criangas maiores que 6
anos, dentre os sintomas respiratérios que devem ser avaliados, estdo a falta de
ar, tosse, aperto no peito e chiado. Entretanto, varios fatores aumentam ou
diminuem a probabilidade desses sintomas serem desencadeados pela asma. A
probabilidade do paciente ter asma aumenta quando mais de um desses sintomas
esta presente e quando esses sintomas s&o: piores a noite ou nas primeiras horas
da manh3; variaveis de acordo com o tempo e intensidade; desencadeados por
infeccbes virais, exercicio, mudanc¢as no tempo, exposicdo a alérgenos ou
irritantes. Por outro lado, a produc&o de escarro crénica, tosses isoladas sem outros
sintomas respiratorios, dor no peito, falta de ar associada a tonturas ou

formigamento e dispneia induzida por exercicio com inspiragdo com ruido, sao
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fatores que diminuem a chance dos sintomas respiratorios estarem relacionados
com a asma (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019).

Outro fator que deve ser avaliado é a histéria familiar e a historia do proprio
paciente. Caso houver historico de asma ou alergias na familia e rinite ou eczema
no paciente, também ha aumento da probabilidade de os sintomas serem
desencadeados pela asma. O exame fisico € outra etapa que deve ser realizada.
Deve ser avaliada a presenca de chiado na ausculta respiratéria, mas que nem
sempre esta presente, e também o nariz, para identificar sinais de rinite alérgica e
polipose nasal (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019).

A espirometria € o exame de fung¢do pulmonar de escolha para deteccéo de
limitag@o de fluxo variavel. A limitacdo é caracterizada por uma razéo do VEF+ por
capacidade vital forgada (CVF) (VEF1/ CVF) menor que 75% para adultos e menor
que 90% para criancas. Em seguida, deve-se avaliar a variagdo dessa limitacdo,
ou seja, se ha reversdo na obstrucdo das vias aéreas. Na maioria das vezes &
realizado o teste apds inalacdo de broncodilatador beta-2 agonista de curta
duracgao, de forma que a variacdo maior que 12% de VEF1 e maior que 200 mL em
valor absoluto em relacdo ao valor na avaliagao pré-broncodilatador € caracteristica
de pacientes asmaticos (MCCRACKEN et al., 2017; GLOBAL INITIATIVE FOR
ASTHMA, 2019).

Além dessas avaliagbes, outros testes podem ser utilizados para auxiliar o
diagndstico, como o teste de broncoprovocacgéo para avaliar a hiperresponsividade,
utilizando agentes inalantes como metacolina ou carbacol, bem como histamina,
exercicio e hiperventilagdo voluntaria. Os testes de alergia podem ser uteis para
complementar o diagnéstico de pacientes que apresentam sintomas respiratérios
para determinados fenotipos de asma. O teste cuténeo de puntura (skin prick test)
€ mais confidvel e sensivel, porém a dosagem de IgE especifica sérica também
pode ser utilizada para avaliar a atopia (MCCRACKEN et al.,, 2017; GLOBAL
INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019).

Apesar de varios testes disponiveis, nenhum deles analisa diretamente a
inflamacé&o das vias aéreas. O lavado broncoalveolar e o escarro s&o as melhores
amostras para essa analise, onde € realizada a contagem diferencial das células
inflamatédrias. Entretanto, a coleta dessas amostras n&o esta disponivel a facil

acesso, além de serem procedimentos invasivos, que demandam tempo € uma
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equipe especializada. Dessa forma, s&o necessarias novas formas de diagnéstico
menos invasivas e simples (ARRON; IZUHARA, 2015).

A fracdo de oxido nitrico exalado (fractional exhaled nitric oxide — FENO) &
um biomarcador que tem sido utilizado para a fenotipagem da asma, mas que ainda
ha duvidas sobre seu uso. Apesar de n&o ser exclusivo da asma, a FENO é
encontrada em altos niveis no fenétipo eosinofilico de resposta Th2. Os eosindfilos,
que podem ser contados tanto no sangue quanto no escarro, € 0s neutrofilos
encontrados no escarro, s&o biomarcadores importantes para identificar os
fendtipos inflamatorios. Apesar de n&o ser preconizado como uso de rotina, a
contagem de eosindfilos no sangue tem sido utilizada no diagndstico de fendtipos
da asma (KIM et al., 2017).

A periostina, uma proteina da matriz extracelular, esta envolvida com a
resposta Th2 e o recrutamento de eosinéfilos. Essa proteina foi proposta como um
biomarcador de resposta imune Th2 para avaliar a resposta ao tratamento de
moléculas alvo a IL-13 e IgE (IZUHARA; OHTA; ONO, 2016). Todos esses
biomarcadores citados tem em comum diferenciar a asma de resposta Th2 e séao
0s principais, com maior potencial de uso para diagnostico e prognostico, entretanto

0 uso dos mesmos ainda permanece controverso (TIOTIU, 2018).

1.5 Tratamento

O tratamento da asma tem como principal objetivo a manutengéo do controle
das manifestagbes clinicas e evitar possiveis complicagdes, como mortalidade,
exacerbacgdes, limitagcdo do fluxo do ar fixa e efeitos colaterais do medicamento. A
eficacia do tratamento depende de varios fatores além dos medicamentos, como a
educacdo do paciente, uso correto dos dispositivos inalatérios, tratamento de
comorbidades e fatores de risco, além das interven¢gdes nao farmacoldgicas, como
evitar exposi¢cao ao tabaco e exposi¢cdo ocupacional, perda de peso, evitar o uso
de medicamentos que piore a doenca, entre outros (PAPI et al., 2018).

Os medicamentos utilizados para o controle da asma séo basicamente os
corticosterdides inalatérios, que podem ser associados com [32-agonista de curta
ou longa duracdo. A escolha do medicamento, a dose e a frequéncia devem ser

ajustadas para cada paciente de acordo com a preferéncia do paciente e a resposta
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quanto ao controle dos sintomas (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019). Uma
grande mudanc¢a que ocorreu em 2019, quanto ao tratamento € que o B2-agonista
de curta duracdo, que era o medicamento de primeira escolha para pacientes com
asma leve, ndo deve mais ser utilizado sozinho. A nova recomendacédo da GINA é
que esse medicamento deve ser utilizado em conjunto com um corticosterdide
inalatério, de uso diario ou quando os sintomas aparecerem, para evitar as
exacerbacdes (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019; REDDEL et al., 2019).

Além desses medicamentos, pacientes que possuem asma grave e asma
n&o controlada apresentando sintomas persistentes e exacerbagdes mesmo com o
tratamento correto, necessitam de outros medicamentos para uso em conjunto com
os ja estabelecidos. Entre eles estdo: tiotrdpio, um antagonista muscarinico de
longa duracéo que melhora a funcédo pulmonar e o tempo entre as exacerbacoes;
azitromicina, um macrolideo com caracteristicas imunomoduladoras, que pode ser
utiizados em pacientes com exarcebagdes frequentes; anti-IgE, como o
omalizumab ¢é utilizado na asma alérgica grave mediada por IgE; anti-IL5 e anti-
receptor de IL5 (anti-IL5R), como o mepolizumab, reslizumab e benralizumab,
também uteis no tratamento de asma grave eosinofilica; anti-IL4R, o dupilumab,
usado no tratamento de asma grave de resposta Th2; termoplastia bronquica, para
asma grave, apesar de n&o se conhecer muito sobre os efeitos; corticosteroide oral,
como prednisona, deve ser utilizado em ultimo caso e na menor dose necessaria
para se alcancar o controle adequado (KIM et al., 2017; GLOBAL INITIATIVE FOR
ASTHMA, 2019).

Dentre os medicamentos que ainda estdo em fase de estudo estdo o
lebrikizumab e o tralokinumab, ambos anti IL-13, porém n&o foram muito eficientes
quanto as exacerbacdes (STINSON; AMRANI; BRIGHTLING, 2015; HANANIA et
al., 2016). O fevipiprant, um anti- receptor tipo 2 de prostaglandina D2, teve
resultados promissores em um estudo (GONEM et al., 2016). Ja o tezepelumabe,
um anti-TSLP, melhorou as exacerbagdes independentemente da quantidade de
eosindfilos no sangue (CORREN et al., 2017). Todos esses medicamentos s&o
uteis na asma de resposta Th2, entretanto as terapias que envolvem outro tipo de
resposta ndao tem tido muito sucesso (PAPI et al., 2018). Na busca realizada no
banco de dados Clinical Trials, que contem cadastros de estudos clinicos no mundo

todo, 3671 estudos foram encontrados ao buscar pela palavra “asma”, dos quais
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apenas 367 estdo recrutando pacientes. Entre esses estudos, alguns estéo

testando novos medicamentos ou combinagdes de drogas.

1.6 Prote6mica e metabolémica por espectrometria de massas

O avango de diversas areas como a gendémica, que conta com bancos de
dados de sequéncias genica e genbmica de varios organismos, € 0
desenvolvimento de métodos de ionizagdo, tem contribuido para o crescimento da
protebmica baseada em espectrometria de massas (MS — mass spectrometry).
Devido a alta sensibilidade da técnica, em grande parte das vezes é o método de
escolha para analisar amostras de grande complexidade protedmica, possibilitando
a analise da sequéncia primaria das proteinas, modificacbes pds-traducionais e
interagéo proteina-proteina (AEBERSOLD; MANN, 2003).

A tecnologia mais utilizada € a MS em tandem (MS/MS) (Figura 4), e
basicamente consiste na digestdo enzimatica das proteinas em peptideos, que séo
separados por um sistema, comumente por cromatografia liquida (LC - liquid
chromatography). Posteriormente, os peptideos s&o ionizados, ou seja, convertidos
em ions pela adicdo ou perda de um ou mais protons e dessolvatados, para serem
transferidos para o espectrometro de massas. Os ions séo selecionados, enviados
para uma camara de colisdo e os fragmentos analisados para obtencdo dos
espectros baseados na relagdo massa / carga (m/z) dos fragmentos peptidicos.
Para identificacéo das proteinas, os dados s&o submetidos ao sequenciamento de
novo e essas sequéncias peptidicas sdo buscadas em banco de dados de
proteinas. Todas as etapas sdo extremamente importantes para obter um bom
resultado (GRAVES; HAYSTEAD, 2002).

A estratégia de shotgun pode ser utilizada quando ndo ha conhecimento da
amostra e se deseja identificar um grande numero de proteinas (BENSIMON,;
HECK; AEBERSOLD, 2012). Ainda, essa estratégia permite a quantificagao relativa
das proteinas por meio da mensuragao da area dos picos cromatograficos de cada
peptideos, que s&o entdo comparados entre as amostras, mesmo quando livres de

marcagao, chamada de quantificacéo /abel-free (NEILSON et al., 2011).
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Figura 4: Analise proteémica baseada em espectrometria de massas. Esquema de uma analise
protedmica por espectrometria de massas. 1 - digestdo enzimatica das proteinas em peptideos. 2 -

separacdo dos peptideos por cromatografia liquida. 3 -

ionizacio. 4 — analisador dos peptideos. 5 -

obtencio dos espectros de massas. 6 - obtencéo dos espectros de MS/MS.
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Uma das aplicagbes da protedmica é a identificagcdo de biomarcadores que

podem ser utilizados para diagndstico, prognéstico e avaliacdo do tratamento de

uma determinada doenga ou fendtipo (VITZTHUM et al,

2005). Para ser

considerado como potencial biomarcador, a molécula deve se enquadrar em varios

critérios. Entretanto, uma proteina tem potencial para se tornar biomarcador caso

apresente uma mudanc¢a na expressao ou uma modificacéo relacionada a doenca
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(GUO; FU; VAN EYK, 2007). Posteriormente a identificacdo, os biomarcadores
precisam ser validados em estudos independentes e apresentar alta sensibilidade
e especificidade. Dentre as diversas amostras bioldgicas, o soro € bastante
utilizado para esse proposito. Acredita-se que o soro possui um padrdo de
expressdo de proteinas que forme uma assinatura especifica de uma doenca
(AZAD et al., 2006). O escarro induzido € bastante utilizado para a caracterizagéo
fenotipica de pacientes com asma, entretanto, os estudos de protedmica utilizando
0 escarro nao sao tao comuns quanto de soro (TERRACCIANO et al., 2015).

Diversos estudos tem empregado técnicas de protedbmica para buscar novos
biomarcadores e melhor compreender algumas doengas respiratérias, como a
asma (WU et al., 2005; O’'NEIL et al., 2011), doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) (TU et al., 2014; TITZ et al., 2015), fibrose cistica (SLOANE et al., 2005),
bronquiectasia (GRAY et al., 2008), tuberculose (FU et al., 2012), cancer de pulmé&o
(WU et al.,, 2015; FUJIIl; NAKAMURA; NISHIMURA, 2017) e fibrose pulmonar
idiopatica (LANDI et al.,, 2013; O'DWYER et al.,, 2017). Apesar do aumento
relevante no numero de publicagcbes nos ultimos anos utilizando técnicas de
protedmica nessas doencgas, a maior parte deles séo estudos de cancer de pulméo
(NORMAN et al., 2018).

Pesquisadores demonstraram por protedmica baseada em espectrometria
de massas que 13 proteinas estavam diferencialmente expressas no escarro
neutrofilico de pacientes com asma grave ndo controlada em relagdo a pacientes
em que a doencga estava controlada. Dessas proteinas, a S100A9 foi altamente
expressa em pacientes com a condi¢do ndo controlada, e também se mostrou mais
expressa quando comparada com pacientes com asma eosinofilica ndo controlada,
podendo assim, ser um possivel biomarcador para asma grave neutrofilica ndo
controlada (LEE et al., 2013). Essa mesma proteina também foi identificada em um
outro estudo de protedmica em niveis elevados em pacientes com asma em relagéo
a pacientes controle. Ainda nesse trabalho, as proteinas S100A8, inibidor de
protease da serpina (SERPINA1), proteina 3B regulada por androgeno da glandula
submaxilar (SMR3B) e secretoglobina (SCGB1A1) também foram encontradas em
altos niveis em pacientes com asma (GHARIB et al., 2011).

Recentemente, um estudo avaliou a expressdo de proteinas por analise

protedmica por espectrometria de massas em escarro induzido de pacientes com
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asma classica, asma tosse variante e asma aperto no peito variante. Das 1126
proteinas identificadas, 23 foram mais expressas nos grupos com asma em relagao
ao controle, e estdo envolvidas com a imunidade, inflamacdo e citocinas.
Entretanto, a maioria das proteinas foram similar entre os trés grupos avaliados
(CAO et al., 2017).

A metabolémica consiste na identificacdo de todos os metabdlitos presentes
em um organismo em um determinado momento, o metaboloma. Apesar de ser
uma técnica recente, a metaboldémica tem crescido amplamente devido a sua
importancia para a biologia de sistemas, uma vez que muitas vezes a alteracio na
expressdo de um gene ou proteina ndo resulta em uma alteracédo no fluxo
metabdlico. Assim, a integracdo entre as “Omicas” € recomendada para alcancar
uma resposta mais fiel do sistema bioldgico. (KUILE; WESTERHOFF, 2001;
POWERS; RIEKEBERG, 2017).

Dentre as técnicas mais utilizadas para analise do metaboloma esta a MS,
por um processo semelhante a protebmica, porém mais simples devido aos
metabdlitos serem moléculas pequenas € menos complexas. Os metabdlitos
devem ser extraidos e injetados no analisador, como o LC-MS, para que ocorra as
etapas de separacdo, ionizacdo, fragmentacdo e aquisicdo dos espectros. A
identificacdo dos metabdlitos também é realizada pela busca em bancos de dados
de metabdlitos conhecidos, entretanto, € bastante complexa (POWERS;
RIEKEBERG, 2017). Na metaboldmica também é possivel utilizar diversas
amostras bioldgicas, e além de soro e urina, também é possivel analisar os
metabdlitos no escarro, lavado broncoalveolar e condensado do ar exalado, que
sao0 importantes para doencas respiratorias (DEVILLIER et al., 2017).

Semelhante a estratégia de shotgun, por meio da metaboldmica néo-
direcionada (untargeted) também & possivel descobrir todos os metabdlitos
presentes quando n&o se tem conhecimento sobre a amostra. Essa estratégia
permite informar mudancas provocadas por alteracbes nutricionais, genéticas,
ambientais e da microbiota intestinal, podendo entéo estar relacionada a pesquisa
clinica. Além disso, também é possivel analisar moléculas envolvidas em processos
metabdlicos. Ainda, assim como a protedbmica, a metaboldémica também pode ser
aplicada a busca de biomarcadores uteis no diagndstico, progndstico e no

monitoramento da resposta medicamentosa (NAMBIAR et al., 2019).
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Os estudos de metabolédmica em pacientes com asma ainda ndo séo
numerosos. Em 2017 haviam apenas 39 trabalhos, dos quais 14 eram artigos de
revisdo, e dentre os artigos experimentais nenhum analisou metabdlitos no escarro
induzido (VILLASENOR et al., 2017). Dentre os estudos existentes, ao analisar o
metaboloma do plasma de pacientes com asma, pesquisadores identificaram 10
metabdlitos significativamente mais expressos (fold change > 2) em relagdo ao
controle, relacionados com a inflamagdo e resposta imune Th2: maltotriose,
maltose, esfingosina, glicodesoxicolato, taurocolato, cafeina, paraxantina, teofilina,
nicotinamida e adenosina 5'-monofosfato (COMHAIR et al., 2015).

Um outro estudo identificou outros metabdlitos no soro de pacientes com
asma, sendo que a oleoetanolamina (OEA), 22R-hidroxicolesterol, acido alfa-
linolénico e esfingosina-1-fosfato (S1P) estavam presentes em niveis elevados
significativamente em pacientes com asma. Ainda, em pacientes com asma grave
e moderada, os metabdlitos taurina, fenilalanina, xantina e arginina também
estavam elevados (REINKE et al., 2017). Ainda no soro, outro trabalho mostrou que
varias fosfatidilcolinas estavam em niveis elevados em pacientes asmaticos,
enquanto que algumas liso-fosfatidilcolinas e acilcarnitinas foram encontradas em
niveis menores na asma (RIED et al., 2013).

Além desses metabdlitos, outro trabalho mostrou que a metionina, glutamina
e histidina estavam aumentadas no soro de pacientes com asma, enquanto que o
metanol, acetato, colina, O-fosfocolina, arginina e glicose estavam niveis reduzidos.
Ainda, os metabdlitos relacionados ao metabolismo lipidico puderam ser
correlacionado com menor volume expiratorio for¢ado no primeiro segundo (VEF1),
estando entéo relacionados com a severidade da asma (JUNG et al., 2013).

A asma constitui uma doenca crénica heterogénea que afeta uma grande
parte da populacdo brasileira e possui com grande impacto na qualidade de vida
dos individuos e também socioeconémico, devido aos elevados custos para a
saude publica com medicamentos, internagdes e consultas medicas. O tratamento
€ realizado por meio de medicamentos que controlam os sintomas e as
exacerbacdes, ja que a cura para a asma ainda nao € conhecida. A identificac&o
da asma eosinofilica e neutrofilica € extremamente importante, uma vez que esses
pacientes ndo respondem satisfatoriamente a mesma terapia na maioria dos casos.

A fenotipagem desses pacientes € realizada por meio da contagem dessas células
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no escarro induzido, necessitando uma equipe treinada sendo que a contagem no
sangue periférico ndo é precisa.

Os pacientes com asma eosinofilica e asma neutrofilica podem apresentar
marcadores diferentes que podem ser identificados no escarro induzido, saliva e
sangue periférico por meio da técnica de protebmica. Essas analises podem
promover a identificacdo de importantes marcadores que possam ser uteis no
diagnéstico desses pacientes, bem como auxiliar no ftratamento e
acompanhamento da doenc¢a, de forma menos invasiva, rapida e facil, uma vez que
essas moléculas podem ser incorporadas em plataformas de biossensor do tipo
point of care. Ainda, esse estudo pode promover a melhor compreenséo dessas
doencgas, essencial para o desenvolvimento de novos medicamentos especificos

para cada subtipo da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Identificar biomoléculas especificas no soro e escarro induzido de pacientes
com asma neutrofilica, eosinofilica, mista e paucigranulocitica por analise de
protedmica e metaboldmica, que possam ser utilizadas com biomarcadores para

fenotipagem inflamatéria da asma.

2.2 Objetivos Especificos

- Classificar os pacientes de acordo com a contagem diferencial de células
inflamatérias no escarro induzido, em: asma neutrofilica, eosinofilica, mista e
paucigranulocitica;

- Investigar o perfil proteico do escarro induzido e soro dos pacientes selecionados;
- Analisar a funcéo das proteinas diferencialmente expressas no escarro induzido
e soro dos pacientes selecionados;

- Identificar as vias enriquecidas envolvidas nos fendtipos inflamatérios da asma;

- ldentificar e caracterizar os metabdlitos diferencialmente expressos no escarro
induzido e soro dos pacientes selecionados;

- Estabelecer um modelo de diagnéstico aplicando algoritmos nos metabdlitos

identificados.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho de estudo

3.1.1 Populagéao

Os individuos participantes da pesquisa foram selecionados entre os
pacientes que frequentavam o Ambulatério de Pesquisa em Asma da Disciplina de
Pneumologia, do Departamento de Medicina da Universidade Federal do Estado
de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, no periodo de Janeiro de 2017 a Agosto de 2018.
Durante a consulta, foram convidados a participar da pesquisa os asmaticos
estaveis controlados com medicagédo inalatéria de manutencdo. Os critérios de
inclus&o e exclusao foram analisados e para 0s pacientes que preencheram todos
os critérios foi solicitado o consentimento por meio de leitura e assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (CEP: 0932/2015) (ANEXO 1).

Todos os pacientes participantes foram concordantes com o TCLE,
preconizado pelo Comité de Etica e Pesquisa e capazes de responder aos
questionarios de controle da asma e sintomas de vias aéreas superiores, bem como
para os procedimentos de coletas de escarro e de sangue. Todos esses
procedimentos, juntamente com o teste de fungdo pulmonar e o teste cutaneo foram

todos realizados no mesmo dia, sempre no periodo da manha.

3.1.2 Critérios de inclusao

Foram selecionados os pacientes:

e de ambos os géneros;

e com idade igual ou superior a 18 anos;

e nao fumantes ou ex-fumantes ha mais que cinco anos € com historia de
tabagismo inferior a dez anos-mago;

e com diagnostico clinico de asma, apresentando histérico de obstrugdo com
reversibilidade em qualquer momento da vida, caracterizada por ganho de

200 mL e aumento de no minimo 12% no volume expiratério for¢ado no
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primeiro segundo (VEF1) apds o uso de broncodilatador (BD) (400 ug) em
relacdo ao VEF1 pré-BD;

em tratamento regular para asma ha pelo menos um ano, e se necessario,
fazendo uso regular de corticosteroide nasal;

sem histérico de exacerbagdo no ultimo més, e controlados segundo os
critérios do GINA (Step 4/5-GINA), a saber, auséncia ou menos do que duas
vezes por semana de sintomas diurnos de asma e auséncia de sintomas
noturnos; auséncia de uso de broncodilatador ou menos que duas vezes por
semana; sem limitagdo as atividades diarias ou exercicio, por no minimo um
més antes do estudo;

escore do Teste de controle da asma (TCA) =20 pontos.

3.1.3 Critérios de excluséo

Foram excluidos pacientes:

com diagndstico de outras pneumopatias ou doengas graves dos demais
orgaos e sistemas; com lesbes sequelares graves ou com lesdes outras
importantes;

com infec¢des do trato respiratorio de padrao bem caracterizado no ultimo
meés;

que ja fizeram uso de imunosupressores ou imunomoduladores;

com obesidade mérbida (IMC > 40);

diagnosticados com asma ocupacional;

diagnosticados com helmintiase.

3.1.4 Grupos de estudo

Os pacientes foram classificados de acordo com a contagem leucocitos no

escarro e agrupados da seguinte forma:

Eosinofilico: contagem diferencial de eosindfilos = 3 % e contagem
diferencial de neutrofilos < 65 % (DE FARIAS et al., 2017).
Neutrofilico: contagem diferencial de neutréfilos = 65 % e contagem

diferencial de eosindfilos < 3 % (DE FARIAS et al., 2017).
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e Misto: contagem diferencial de eosindfilos = 3 % e contagem diferencial de
neutréfilos = 65 %.
e Paucigranulocitico: contagem diferencial de eosindfilos < 3 % e contagem

diferencial de neutréfilos < 65 %.

No total, 77 pacientes participaram da pesquisa. Porém, devido ao insucesso
da coleta do escarro induzido ou presenca de muitas células degeneradas e
material de ma qualidade para contagem diferencial 11 pacientes foram excluidos.
Dos 66 pacientes, 11 foram classificados com asma eosinofilica, 24 com asma
neutrofilica, 18 com asma mista e 13 com asma paucigranulocitica. Para a analise
do proteoma foram utilizadas 8 amostras de cada grupo, sendo 0s mesmos para
escarro e soro. Ja para a analise de metabolémica de escarro foram utilizados os
mesmos pacientes por grupo, enquanto que para a metaboldmica do soro foram
utilizadas todas as amostras colhidas. Uma representagcdo esquematica do

desenho experimental pode ser visualizada na Figura 5.

3.2 Coleta e processamento de amostras

3.2.1 Escarro induzido

A coleta e processamento do escarro induzido foi realizada pelo método
desenvolvido por Pizzichini (PAVORD et al., 1997; PIZZICHINI et al., 1998). Para
induzir a produgao de escarro, 0os pacientes realizaram trés inalacdes de solugao
salina hipertdnica em concentracdes crescentes (3 %, 4 % e 5 %) por sete minutos
cada. O VEF1 foi verificado apds cada inalagéo e em caso de queda inferior a 10 %
a inalagado foi prosseguida em concentracdo superior a utilizada anteriormente.
Quando a queda do VEF1 foi de 10 a 20 %, a indugéo foi mantida com a ultima
concentracdo de solucao utilizada. A indugéo foi interrompida quando houve queda

superior a 20 %.

23



Figura 5 Representacao esquematica do desenho experimental.
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Apds a inalacéo, o paciente foi orientado a inspirar profundamente e tossir
para liberar o escarro em um frasco de coleta descartavel. O material foi analisado
quanto a quantidade e qualidade, e se necessario o paciente era orientado a repetir
o procedimento de inspiracéo e tosse. O escarro foi encaminhado imediatamente
para o processamento, sendo realizado em no maximo duas horas. O material mais
espesso e viscoso foi selecionado com auxilio de pinga, evitando assim a
contaminagao com saliva, e acondicionado em um tubo de poliestireno de 15 mL.

O peso das porgcbes selecionadas foi registrado e, posteriormente,
adicionado ditiotreitol (DTT) 0,1 % em volume equivalente a quatro vezes o volume
de escarro. A solugéo foi agitada vigorosamente por 15 segundos e incubada por
10 min a temperatura ambiente (TA) em um homogeneizador de bancada. Em
seguida, foi adicionado o0 mesmo volume de PBS e o tubo foi vertido para
homogeneizacgao. A suspensao foi filtrada utilizando um filtro de nailon de 48 um a
fim de se excluir o muco e debris celulares e o peso foi novamente registrado.
Posteriormente, a solugdo foi centrifugada a 800 G, por 10 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi separado, acrescido de inibidor de protease (Protease Inhibitor
Cocktail Set | — Calbiochem) e armazenado a -80 °C, enquanto que o precipitado
foi ressuspendido em 1 mL de PBS.

Foram utilizados 10 pL da soluc&o do precipitado para contagem celular de
leucocitos e analise da viabilidade pelo método de exclusédo de trypan blue
utilizando um hemocitdmetro de Neubauer, no qual as células mortas sdo coradas
de azul. As amostras que apresentaram contagem de células escamosas maior que
5 % foram excluidas. A concentracéo de células foi ajustada para obter 1x10°8
células em 200 pyL e o volume foi adicionado em um citocontéiner para
citocentrifuga Cytospin 4 Shandon (Thermo Fisher Scientific) e centrifugado a 300
rpm, por 4 min, a TA, para obtenc¢do das laminas. As laminas foram colocadas em
um aparato para secagem a temperatura ambiente e, posteriormente, foram
coradas com corante Panético-Rapido® para contagem diferencial de leucocitos. A
contagem diferencial foi considerada satisfatéria quando foi possivel contar ao
menos 400 leucécitos, que poderiam ser eosinofilos, neutréfilos, linfécitos e
macrofagos. A amostra foi considerada eosinofilica quando a contagem diferencial
de eosindfilos foi = 3 %, e neutrofilica quando a contagem diferencial de neutréfilos
foi 2 65 %.
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3.2.2 Soro

O sangue periférico foi coletado em tubos proprios que ndo continham
anticoagulante. O soro foi separado por centrifugacéo a 4000 rpm, por 10 min, a 4

°C. Posteriormente, o soro foi aliquotado e armazenado a -80 °C.

3.3 Deplecéo de proteinas do soro

As proteinas mais abundantes do soro foram depletadas utilizando a Coluna
de Remoc¢éao de Multipla Afinidade Humana 14 (Agilent) por Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC) (Akta Purifier, GE Amersham), removendo 14
proteinas: Aloumina, Imunoglobulina G (IgG), Antitripsina, Imunoglobulina A (IgA),
Transferrina, Haptoglobina, Fibrinogénio, Alfa-2-macroglobulina,  Alfa-1-
Glicoproteina Acida, Imunoglobulina M (IgM), Apolipoproteina Al, Apolipoproteina
All, Complemento C3 e Transtirretina. O protocolo foi realizado de acordo com as
normas do fabricante com modificagdes. Brevemente, foram diluidos 40 uL de soro
quatro vezes em Tampao A (Agilent), seguido de filtracdo utilizando um filtro de
seringa de 0,22 ym para remover as particulas maiores. O soro diluido foi entdo
injetado em uma coluna de 100 mm x 4,6 mm sob pressdo maxima de 60 bar auma
taxa de fluxo de 0,125 mL/min em Tampé&o A (Agilent) 100 % por 18 min. A fracao
flow-through (proteinas menos abundantes) foi coletada entre 11 a 15 min e
armazenada a -20 °C. A coluna foi lavada com Tampéo A (Agilent) 100 % por 2
min a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A fracdo que se ligou a coluna foi eluida com
Tampéao B (Agilent) 100 % por 7 min a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. Por fim, a
coluna foi regenerada com 100 % de Tampéo A por 11 min a uma taxa de fluxo de

1 mL/min. O ciclo completo teve duragéo de 38 min.

3.4 SDS-PAGE

A deplecdo das proteinas do soro foi verificada por SDS/PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate —Polyacrilamide Gel Electrophoresis) em gel 12,5 %. O sistema

consistiu em gel de empilhamento constituido de acrilamida 3 %; Tris-HCL 100 mM
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pH 6,8, SDS 10%; persulfato de aménio 10%; TEMED 0,05%, e gel de separagao
constituido de acrilamida 12,5 %; Tris-HCL 400 mM pH 8,8; SDS 10 %, persulfato
de amoénio 10 %; TEMED 0,05 %.

10 ug de amostra foram diluidos em 30 uL de agua ultrapura e em cada
amostra foram adicionados 10 uL de tampéo de amostra 4x (Tris-HCI 125 mM pH
6,8; SDS 4 %; glicerol 10 %; azul de bromofenol 0,2%; B-mercaptoetanol 4%). Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 8 min e submetidas a
eletroforese em um sistema MINI-PROTEAN® (Bio-Rad), utilizando um tampé&o de
corrida constituido de Tris 0,1 M; SDS 0,1%; glicina 0,1M, a 80 V até atingir o gel
de separagao e, posteriormente, a 100 V até o fim da corrida. Foi utilizado como
marcardor de peso molecular o PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 a
250 kDa.

As proteinas separadas no gel de poliacrilamida foram visualizadas por meio
da coloragédo com Azul de Coomassie G-250. O gel foi fixado em uma solucédo de
etanol 40 % e acido acético 10 %, por 30 min. Em seguida, o gel foi incubado
overnight com a Solugdo Corante que consiste em Coomassie Blue G-250 0,25 %,
metanol 50 %, acido acético 10 %. Por fim, o gel foi lavado com a Solugéo
Descorante de metanol 5% e acido acético 10% até a remog¢édo do excesso de

corante e armazenado em agua. Todas as etapas foram realizadas sob agitagao.

3.5 Quantificagao de proteinas

A quantificacdo de proteinas total foi feita pelo método colorimétrico do acido
bicinconinico (BCA) que se baseia na redugéo do cation cobre (ll) a cobre (l) pelas
proteinas do meio € na reagdo dos cations cobre (I) com o acido bicinconinico,
formando um complexo de cor purpura. Dessa forma, a quantidade de cobre (lI)
reduzido é proporcional a concentragao de proteina. O kit utilizado foi o Micro BCA
(Thermo Fisher Scientific), capaz de detectar concentragdes de proteinas que
variam de 0,5 a 20 pg/mL. Apds a reagado, as amostras foram analisadas em um
espectrofotdbmetro com absorbancia determinada no comprimento de onda de 562
nm. A concentragéo das proteinas foi estimada baseando-se nos valores gerados

pela curva padrdo da albumina de soro bovino (BSA).
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3.6 Reducao, alquilacao e digestao de proteinas

ApoOs a quantificacdo, as proteinas do soro e escarro induzido foram
concentradas em uma centrifuga concentradora a vacuo e ressuspendidas em
tamp&o Extraction Buffer 2 (EB2) do ProteoExtract® All-in-One Trypsin Digestion Kit
(Merk) na concentracao de 1 pg/uL e incubadas em ultrassom de banho por 5 min.
Em seguida, 5 ug de proteinas foram diluidas em 25 uL de EB2 e 30 uL de tampéo
bicarbonato de aménio 100 mM.

Para a reac&o de reducdo essa solucgao foi incubada com 1,5 yL de DTT 500
mM (Pierce, Thermo Fisher Scientific) por 25 min, a 60 °C, sob agitagdo em banho
seco. Apos a solugao ser resfriada, a reacéo de alquilagao foi realizada pela adi¢éo
de 1,5 uL de iodoacetamida 500 mM (Pierce, Thermo Fisher Scientific), seguida de
incubacao por 25 min, a TA, protegido da luz. Por fim, para a digestao das proteinas
foi adicionado 1,5 ug de tripsina (Pierce, Thermo Fisher Scientific) e a solugéo foi
incubada em um banho seco a 37 °C, overnight, sob agitacéo de 1400 rpm por 20
seg a cada 5 min. A reagao foi interrompida pela adicdo de 450 uL de acido
trifluoroacético (TFA) 0,5 % e incubagéo por 10 min a TA. Posteriormente, a solugéo
foi centrifugada por 10 min, a 14500 rpm, a TA, e o sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo.

Para dessalinizacdo dos peptideos foi utilizada a ponteira de 100 yL ZipTip®
C18 (Pierce, Thermo Fisher Scientific) seguindo as normas do fabricante.
Brevemente, a ponteira foi umidificada com acetonitrila (ACN) 50 % e equilibrada
com TFA 0,1 %. Em seguida, os peptideos foram aspirados para ligagdo na resina,
e a amostra foi transferida para um novo tubo e retornadas ao tubo de origem para
aumentar a eficiéncia de ligagdo. A ponteira foi lavada com uma solu¢&o contendo
TFA 0,1 % e ACN 5 % e as proteinas eluidas com uma solugéo de TFA 0,1 % e
ACN 70 %, de forma que a amostra foi dispensada e aspirada 8 vezes. Os
processos de umidificagdo, equilibrio e lavagem foram repetidos 2 vezes. Por fim,
os peptideos foram secos em centrifuga a vacuo, ressuspendidos em 15 uL de TFA

0,1 % e incubados em ultrassom de banho por 5 min.

3.7 Analise e sequenciamento das proteinas por espectrometria de massas
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Para a analise do proteoma de escarro e soro foram utilizadas 8 amostras
biolégicas de cada grupo, injetadas individualmente. Os peptideos foram
analisados em um sistema de ultra cromatografia liquida de alta performance (ultra-
HPLC) de fase reversa (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific) acoplado
ao espectrometro de massas quadupolo (Q) Exactive Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific) (ULC-MS/MS). Os peptideos foram separados pelo ultra-HPLC equipado
com uma coluna Acclaim PepMap RSLC C18, 75um x 15¢cm (Dionex). O volume de
injec&o de amostra foi de 5 L, e a eluicdo dos peptideos foi realizada por gradiente
de acetonitrila de 5 a 45 % por 157 min, sendo de O a 10 min, acetonitrila 5% e de
10 a 150 min, acetonitrila 45 % (Solvente A: acido férmico (FA) 0,1 %,
dimetilsulféxido (DMSO) 5 %; Solvente B: FA 0,1 %, ACN 80 %, DMSO 5 %). Os
parametros foram: fluxo constante de 300 nL.min-1, a 55 °C. A calibragéo por lock
mass foi utilizada para maior precisao.

Os peptideos foram ionizados por nanoeletrospray com voltagem de 2.5 kV
e temperatura do capilar de 300 °C. O espectrdmetro de massas foi programado
para alternar automaticamente entre MS padrédo e MS/MS. O equipamento foi
operado em modo de ionizagdo positivo e a aquisi¢do admitiu o intervalo de 300 —
2000 m/z para o LC-MS. Os ions sem carga, com carga +1 e carga maior que 8
foram excluidos. A fragmentacio dos peptideos foi realizada com o método top 12

e uma energia de fragmentacdo normalizada a 27%.

3.8 Identificagao e quantificagao /label-free das proteinas

Os espectros de massas gerados pelo Q Exactive Orbitrap foram analisados
no PEAKS Studio X (Bioinformatics Solutions) para realizar o sequenciamento de
novo afim de obter-se as sequéncias de aminoacidos, e entdo atribui-las a uma
determinada proteina pela busca no banco de dados de proteinas humanas (Homo
sapiens) UniProtKB / Swiss-Prot e UniProtKB / TrEMBL (Janeiro de 2018). Os
parametros utilizados foram: tolerancia de erro 3 ppm para o ion precursor e de 0,1
Da para o ion fragmento; enzima tripsina; oxidagdo de metionina, deamidacéo de
asparagina ou glutamina e carbamidometilagcdo como modificagao variavel; maximo
de trés sitios de clivagens perdidos. Somente os peptideos com taxa de falsa

descoberta (FDR — false discovery rate) de 1 % e proteinas que apresentaram score
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de confidéncia (-10IlgP) = 20, com pelo menos um peptideo unico foram
considerados.

A quantificagéo /abel-free das proteinas foi realizada utilizando o modulo
Peaks Q, incluido no Peaks Studio X. Os paré@metros utilizados foram: tolerancia de
erro 3 ppm; tolerancia do tempo de retencdo 10 min; FDR 1 %. A quantificac&o foi
calculada utilizando a média da area sob a curva dos picos cromatograficos de até
trés peptideos unicos mais intensos de cada proteina. Inicialmente, as proteinas
foram investigadas para identificar proteinas exclusivas de cada grupo. Em
seguida, para a analise de comparacdo entre 0s grupos, apenas as proteinas
encontradas em 50% das amostras biologicas dentro de pelo menos um grupo
foram consideradas. Os dados foram submetidos a normalizagdo com corrente de
ions totais (TIC — fotal ion currentf) no Peaks Q, e posteriormente foram
transformados em escala de log2. A analise estatistica foi realizada no GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.), utilizando o teste T multiplos, com p < 0,05
como critério de significancia. Nesse software foi gerado o volcano plot, a partir do
resultado de significancia, e o heatmap das proteinas expressas significativamente,

utilizando o valor de intensidade.

3.9 Analise funcional e rede de interagdo das proteinas

As proteinas totais que foram encontradas no escarro € no soro foram
submetidas a analise de ontologia genética para identificacdo de fungdo molecular
e processos bioldgicos, determinados por meio do sistema de classificacio Panther
14.1 (http://www.pantherdb.org/). Ainda, as proteinas diferencialmente expressas
entre os grupos de asma foram submetidas a plataforma STRING 11.0 (http://string-
db.org/) para constru¢do de uma rede de interacdo proteina-proteina, utilizando
confianga média (escore maior que 0,4), permitindo até 10 interatores. O
enriquecimento da interac&o pode ser medido pelo valor p, de forma que um menor
valor indica que o0s ndés ndo sdo aleatérios e que o numero observado de
associacdes (representadas por linhas) € significativo. Também foram verificadas
as diversas vias que essas proteinas estdo associadas, de acordo com o banco de

dados Reactome 70 (https://reactome.org/).
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3.10 Preparo dos metabdlitos

Para a analise do metaboloma de escarro utilizadas 32 amostras biolégicas,
sendo 8 de cada grupo fenotipico, injetadas individualmente, enquanto que para o
metaboloma do soro foram utilizadas 66 amostras, sendo 11 amostras do grupo
asma eosinofilica, 24 de asma neutrofilica, 18 de asma mista e 13 de asma
paucigranulocitica. Para a extracdo dos metabdlitos foram adicionados 100 uL de
amostra (escarro e soro) em 1000 pL de metanol grau espectroscopico e incubados
por 4 h a -80 °C. Em seguida, a solugéo foi centrifugada por 15 min, a 13000 g, e o
sobrenadante transferido para um microtubo, o qual foi submetido a concentracao
em uma centrifuga concentradora vacuo e, posteriormente, liofilizagdo. O material

foi armazenado a -80 °C até o momento das analises.

3.11 Metabolémica por MS

As analises metaboldémicas foram realizadas em um sistema de HPLC
(Infinity 1260, Agilent) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugéo
do tipo quadrupolo-tempo-de-vbéo (Q-TOF - quadrupole time-of-flight) (6520 B,
Agilent) com eletroctrospray (ESI) por injecdo em fluxo. As amostras foram
ressuspendidas em 500 uL de metanol grau espectroscopico e filtradas em filtro de
ponta de seringa com poro de 0,22 um. O volume de injegdo das amostras foi de
10 yL. Os parémetros cromatograficos foram: 0,2 mL.min—1 de fluxo constante da
fase movel com a composicao de 90 % metanol e 10 % de agua acidificada com
acido férmico (0,1 %). Os parametros de ionizac&o foram: press&o do nebulizador
de 20 psi, gas secante a 8 L.min—1, temperatura de 220 °C e energia de 4,5 kVa
aplicada no capilar. Os dados foram adquiridos nos modos de ioniza¢&o positivo e
negativo e cada amostra de escarro foi injetada 5 vezes e as amostras de soro 3
vezes.

3.12 Analise estatistica do metaboloma

Os espectros de massas foram submetidos ao software Mass Profiler
Professional (Agilent) para alinhamento, normalizag&o, teste de significancia, fold

change e analise multivariada. Os metabdlitos foram filtrados utilizando abundancia
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absoluta minima de 5.000 contagens, frequéncia de 50% (apenas os compostos
encontrados em 50% das amostras bioldgicas dentro de pelo menos um grupo
foram considerados), p < 0,05 e fold change > 2. Os dados foram transformados
em escala de logz e a abundancia dos metabdlitos foi analisada usando o teste
ANOVA, com p < 0,05 como critério de significancia. Para identificar a diferencga
significativa entre os grupos foi utilizado o teste post hoc Tukey. A clusterizag&o
hierarquica foi realizada utilizando a intensidade normalizada dos compostos
diferencialmente expressos, sendo a distancia métrica Pearson’s centered-
absolute, com ligagdo completa. A criacdo do modelo de Analise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) foi realizada utilizando os metabdlitos que
foram estatisticamente diferentes. As amostras foram dividias em trés partes iguais
(FOLD=3), de forma que duas partes foram usadas para o treinamento e uma parte
para o teste. O processo foi repetido por 10 vezes, utilizando uma parte diferente

como teste em cada vez.

3.13 Identificagao e caracterizagcdo dos metabdlitos

Para identificagdo dos metabdlitos diferencialmente expressos entre os
grupos, os metabdlitos foram injetados por infuséo direta no mesmo espectrometro
de massas citado anteriormente, Q-TOF 6520 B Agilent. As amostras foram
solubilizadas em metanol/agua (4:1) e introduzidas diretamente no espectrémetro
de massas utilizando uma seringa (100,0 L), adaptada a uma bomba de infus&o
direta, com fluxo de 200,0 pL.h"', sob as mesmas condi¢gdes de ionizac&o citadas
acima (subtoépico 3.10).

A identificacdo dos compostos foi realizada utilizando a massa de alta
resolucao (considerando o erro com a massa exata menores que 10 ppm), e 0s
espectros de fragmentacdo (MS/MS), comparando com os bancos de dados
Human Metabolome Database (HMDB) e MassBank of North America (MoNA).

3.14 Algoritmos de classificagao

Os metabdlitos encontrados por LC-MS também foram analisados por
meio de técnicas de Aprendizado de Maquina (AM), utilizando os algoritmos J48 ou
C4.5 (SALZBERG, 1994) e Random Forest (BREIMAN, 2001). Ambos os
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algoritmos s&o métodos baseados em arvores de decisdo, que contém
ramificacbes, nds e folhas. Nessas arvores, as amostras sado distribuidas nos
grupos fenotipicos por meio de um conjunto de regras de decisdo, que nesse caso
s80 os valores médios de m/z (0s nds) e intensidade dos metabdlitos. Enquanto o
J48 gera apenas uma arvore, o RF gera randomicamente centenas de arvores
variando os atributos (m/z) utilizados para dividir as arvores enquanto essas séo
construidas, resultando entdo em uma floresta de arvores de decisdo. O consenso
de classificacdo dessas varias arvores de deciséo é utilizado para gerar médias
estatisticas sobre o desempenho do preditor final. Geralmente sao arvores
extensas (muitas folhas e nds), dificeis de serem lidas por humanos, mas facilmente
processadas por computador.

Foi utilizado o pacote de software Weka, uma biblioteca de algoritmos de
aprendizado de maquina escrita na linguagem Java, com dezenas fung¢des de
aprendizado de maquina incluindo o J48 e o RF, bem como um algoritmo
CfsSubsetEval para determinar quais metabdlitos possuem maior correlacédo com
a classificacdo dos dados de treinamento. Para a execucdo dos algoritmos do
software Weka foram utilizados os parametros padronizados pela prépria biblioteca.
A validacédo cruzada (VC) com FOLD = 10 foi utilizada para estimar a taxa de erro
esperado pelos preditores para dados néo utilizados no treinamento. Com a VC, as
observacdes foram divididas em 10 partes de tamanhos aproximadamente iguais
para o treinamento, sendo uma parte reservada para teste e as outras nove como
treinamento. O processo foi repetido 10 vezes, de forma que cada parte foi utilizada
como teste uma vez. O valor médio dos erros obtidos nos 10 testes da VC foi
computado como o erro médio do modelo treinado, ou seja, as quantias obtidas
pela soma dos elementos fora da diagonal principal da matriz de confus&o gerada

ao término de cada treinamento.

3.15 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados de protebmica e metaboldmica foram

descritas separadamente devido a complexidade dos dados. A analise estatistica

dos dados referentes as caracteristicas da populagéo foi realizada no GraphPad
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Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.), utilizando o teste Kruskall Wallis e teste post

hoc Dunn’s, com p < 0,05 como critério de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacao de estudo

Foram avaliados 66 pacientes, sendo 11 classificados com asma
eosinofilica, 24 com asma neutrofilia, 18 com asma mista e 13 com asma
paucigranulocitica. As caracteristicas gerais dos individuos estdo listadas na
Tabela 1, na qual os pacientes foram separados de acordo com o experimento
realizado. O grupo 1 € composto pela populagédo global do estudo, cujas amostras
foram utilizadas para metabolémica do soro. O grupo 2 € composto por individuos
selecionados dentre os participantes do grupo 1, para os demais experimentos,
contendo 8 pacientes por grupo (Grupo 2).

Verificou-se que mediana da idade n&o foi diferente entre os grupos
fenotipicos, nem na populacdo geral nem no grupo selecionado. E possivel
observar que em todos os grupos fenotipicos do grupo 1 a maioria da dos
participantes era do sexo feminino, e que n&o houve diferenca significativa entre os
grupos. Ja no grupo 2, ao selecionar os individuos tentou-se manter o mesmo
numero de cada género. Entretanto, entre os mistos e paucigranulociticos haviam
menos que 4 individuos do género masculino, ndo sendo possivel igualar o género
nesses grupos.

O indice de massa corpérea (IMC) também foi avaliado, mas ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre nenhum grupo avaliado. A data de
inicio dos sintomas da asma também foi avaliada. A maioria dos individuos de todos
os grupos fenotipicos da populagdo geral (grupo 1) relataram que os sintomas
comecaram apds 0s 12 anos e, novamente, ndo houve diferenca significativa. O
mesmo ocorreu com o resultado do teste cutaneo. Interessantemente, a maioria
dos individuos de todos os grupos foram positivos para pelo menos um alérgeno

testado, sem alteracio estatistica entre os grupos estudados.
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Tabela 1: Caracteristicas da populacao de estudo.

GRUPO 1 GRUPO 2
Variavei E N M P Valor E N M P Valor
ariavels
(n=11) (n=24) (n=18) (n=13) de p (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) de p

Idade (anos) 481191 59+115 5344127 542:144 01565 486+212 561%137 555100 480+ 148 0428
Género

Feminino 6 (54,5) 17(708)  16(88,9)  10(76,9)  0,2234 4 (50) 4 (50) 6 (75) 5(625)  0,7101
IMC 249+54 268+30 280+47 266+43 02571 251+59 25023 28,0+ 52 262+53  0,5737
Inicio dos sintomas

>12 anos 7 (63,6) 14(583) 14 (77.8) 9(69,3) 06136  5(625) 3(37,5) 6 (75) 5(625)  0,4965
Teste cutaneo

Positivo 9(81,8)  20(833)  12(667)  10(76,9)  0,6241 6 (75) 8 (100) 5 (62,5) 5(625) 02753
Escarro

Eosindfilos (%) 13 (9,5:305) 1(0-1,25 10(525-10) 05(0-1) <9290 25125367) 05012 1049132 0501 <0000

. 93,5 <0,0001 94,5 <0,0001

Neutrofilos (%) 49 (30-605) gy opp) 815 (74-815) 48(24554) 00001 47(405602) o7 ;) 805 (76-845) 43(202607) i

Soro
s 208 136 203,5 164 303,5 144 1375 (115- 286,5
Bosinofilosiul 147 5.436) (7152815) (144-356)  (82-357) 01020 (471 25112) (102,7-246,5) 207,7) (102,2-450) 02457
Neutrofilosiul 011 (29145~ 4045 (3412- 4267 (3520,7- 3484 (2471- ¢ 4232 (20487 4250 (36275~ 38315 (33035~ 3612(25135- oo,

5819,5)

4509,5) 5539,5) 5144)

7220,7) 4596,5) 4541 5) 4513,7)

O grupo 1 é composto pela populacdo total, cujas amostras foram utilizadas para metabolémica do soro. O grupo 2 é composto por pacientes que foram
selecionados para a analise de proteémica do escarro e soro, e metabolémica do escarro. Os dados estdo apresentados em média (£ DP), n (%) ou
mediana (intervalo interquartil). E — eosinofilico, N — neutrofilico, M — misto, P — paucigranulocitico. 2Evs N,® Evs P, Mvs P, N vs P,¢N vs M, fE vs

M.
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A titulo de informacao os dados da contagem de eosinéfilos e neutrofilos no
escarro utilizados para a classificacdo dos pacientes também foram mostrados,
lembrando que o valor utilizado para corte foi = 3 % de eosindfilos, e 2 65 % de
neutrofilos. Como era esperado, a contagem de eosindfilos apresentou diferenga
ao comparar 0s grupos eosinofilico e misto com os grupos neutrofilico e
paucigranulocitico, uma vez que os individuos destes dois ultimos grupos nao
possuem eosinofilia. De forma semelhante, ao analisar a contagem de neutréfilos
no escarro, 0s grupos neutrofilicos e misto apresentaram diferenga significativa ao
serem comparados com os eosinofilicos e paucigranulociticos.

A contagem de eosindfilos e neutréfilos também foi avaliada no sangue. De
forma oposta ao encontrado no escarro, ndo houve diferenca entre 0s grupos
quanto ao numero dessas células inflamatdrias no sangue. Ao observar o intervalo
interquartil, percebe-se que entre os individuos eosinofilicos do grupo 2, que
também estdo presentes no grupo 1, alguns apresentaram contagem > 500

células/pL. Os demais valores se encontraram dentro dos valores de referéncia.

4.2 Analise do proteoma do soro e escarro de pacientes com asma

421 Analise da deplecdo das proteinas do soro

Para que o soro dos pacientes pudesse ser utilizado para analise de
protedmica, as amostras foram submetidas previamente a deplecédo das proteinas
mais abundantes. Esse processo pode aumentar a eficiéncia da técnica de
protedmica em identificar proteinas que poderiam ser mascaradas ao utilizar o soro
bruto.

A figura 6 mostra a analise da eletroforese em gel de poliacrilamida do soro
bruto e da fracéo flow-through, que corresponde as proteinas menos abundantes
que nao se ligaram a coluna. A imagem mostra claramente que as bandas
correspondentes as proteinas mais abundantes n&o estéo presentes na fragcéo flow-
through. Ainda, a presenca de novas bandas nessa fragdo corresponde as

proteinas menos abundantes que ficam mascaradas antes desse processo.
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Figura 6: Imagem representativa da eletroforese em gel das proteinas do soro apés deplecio
das proteinas mais abundantes. M- padrdo de peso molecular; S- soro bruto; FT- fracdo flow-
through (proteinas menos abundantes).
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4.2 .2 Identificacdo e ontologia genética

O perfil proteico do soro e escarro dos pacientes foi obtido por meio da
técnica de protedmica por espectrometria de massas. Apds 0 processamento dos
espectros de massas provenientes das amostras de escarro, foram identificadas
2266 proteinas, sendo que 1245 apresentavam 1 peptideo unico, 338 possuiam 2
peptideos unicos e 683 proteinas possuiam mais que 2 peptideos unicos Tabela
2). Os peptideos unicos s&o aqueles presentes em apenas uma proteina em um

proteoma.

Tabela 2: Total de proteinas identificadas no escarro e soro de pacientes com asma.

Total 1 pep 2 pep > 2 pep
Escarro 2266 1245 338 683
Soro 1373 830 253 273

Pep = peptideo Unico

A maior parte das proteinas estavam presentes em todos os grupos, porém

em apenas poucos individuos. Considerando que para ser considerada expressa
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pelo grupo a proteina deveria estar presente em pelo menos metade dos individuos
de um grupo e para ser considerada ausente nao poderia ser expressa por nenhum
individuo do grupo, nenhuma proteina exclusiva de apenas um grupo foi
identificada. As proteinas que estavam ausentes em um grupo, presente em 4 ou
mais individuos em um grupo e em menos individuos nos outros grupos também
foram eliminadas. Do total de proteinas identificadas no escarro dos pacientes com
asma, apenas 2 eram exclusivas de dois ou mais grupos, considerando os critérios
acima (Tabela 3). A proteina miosina 9 (MYH9) estava expressa apenas em
eosinofilicos e neutrofilicos. Ja a secretoglobina familia 1D membro 2 (SCGB1D2)

estava ausente apenas no grupo paucigranulocitico.

Tabela 3: Proteinas exclusivas de dois ou mais grupos identificadas no escarro de pacientes
com asma.

ID Gene Proteina E|N|M|P
1 MYH9 Miosina 9
2 SCGB1D2 | Secretoglobina familia 1D membro 2

E = eosinofilico. N = neutrofilico. M = misto. P = paucigranulocitico.

No soro dos pacientes foi identificado um numero menor de proteinas. No
total, 1373 proteinas foram obtidas, das quais 830 apresentaram apenas 1 peptideo
unico, 253 continham 2 peptideos unicos e 273 apresentaram mais que 2 peptideos
unicos (Tabela 2). Considerando os mesmos critérios de presenga e auséncia
adotados para o0 escarro, dentre as proteinas identificadas somente uma foi
exclusiva de apenas um grupo (Tabela 4). A metaloproteinases de matriz 21
(MMP21) foi expressa somente pelos individuos do grupo eosinofilico. Ja a
apolipoproteina (a) (LPA) estava ausente somente no grupo neutrofilico. As
informacdes adicionais dessas proteinas, como o numero de acesso, numero de
peptideos Unicos, numero de amostras que expressaram as proteinas, encontram-

se no Apéndice A, tabela 1.A.

Tabela 4: Proteinas exclusivas de um ou mais grupos identificadas no soro de pacientes com
asma.

E = eosinofilico. N = neutrofilico. M = misto. P = paucigranulocitico.

ID Gene Proteina P
3 MMP21 Metaloproteinases de matriz 21
4 LPA Apolipoproteina (a) -
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Posteriormente a analise de proteinas exclusivas, os dados foram
normalizados com TIC e transformados em escala Logz. Para a analise comparativa
das proteinas entre os quatro grupos de estudo, foram consideradas apenas as
proteinas que estavam presentes em todos o0s grupos, ou seja, pelo menos 4
individuos de cada grupo precisavam expressar a proteina. Além disso, foram
excluidas as proteinas contaminantes provenientes da manipulacdo. Assim, de
2266 proteinas encontradas no escarro dos pacientes com asma, restaram apenas
295 proteinas apos a limpeza dos dados, e das 1373 identificadas no soro restaram
126. Dessas proteinas, 25 estavam presentes tanto no escarro quanto no soro,
como pode ser visto no Diagrama de Venn (Figura 7A).

A anadlise de ontologia genética dessas proteinas permitiu identificar 7
categorias em relac&o a fungéo molecular (Figura 7B). Grande parte das proteinas
encontradas no escarro possuem funcéo de ligacéo (46,7 %), sendo a principal de
ligacéo a proteinas, e atividade catalitica (33,9 %), de transferase e hidrolase. 10,6
% das proteinas do escarro estdo envolvidas com a regulagéo da fungdo molecular,
principalmente regulacdo de enzimas, enquanto que 6,7 % possui atividade
molecular estrutural e 1,1 % atuam na transdu¢&o molecular. Uma pequena parte
(1,1 %) apresenta atividade transportadora, categoria identificada apenas nas
proteinas do escarro.

As proteinas encontradas no soro desempenham fun¢des semelhantes as
do escarro, como atividade catalitica (36,8 %), sendo que nesse tipo amostral se
destacam atividade de hidrolase e oxiredutase, e ligacéo (35 %) entre as principais.
Uma outra parte dessas proteinas possuem fungéo de regulacdo da fungéo
molecular (18,8 %), seguida da atividade de transdugdo molecular (5,1 %) e
atividade molecular estrutural (2,6 %). A menor parte das proteinas atuam na
regulacdo da transcricdo (1,7 %), fungdo encontrada apenas nas proteinas
identificadas no soro. Dentre as proteinas que estavam presentes em ambas
amostras biolégicas, somente 3 categorias foram encontradas: atividade catalitica

(36,8 %), ligacao (31,6 %) e regulacdo da fungao molecular (31,6 %).
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Figura 7: Proteinas identificadas no escarro e soro de pacientes com asma. (A) Diagrama de Venn das proteinas identificadas no escarro € no soro
de pacientes com asma ap6s limpeza dos dados. (B) Funcdo molecular das proteinas identificadas no escarro, soro e em ambas amostras biolégicas
apresentada em porcentagem. (C) Processos biol6gicos em que as proteinas identificadas no escarro, soro € em ambas amostras biolégicas estédo
envolvidos, apresentados em porcentagem.
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Dentre os processos bioldgicos desempenhados pelas proteinas
identificadas no escarro estdo os processos celulares (29,5 %), seguido dos
processos metabdlicos (17,9 %), regulacdo biologica (12,5 %), resposta a estimulo
(11,9 %), localizagédo (10,6 %) e processos do sistema imune (9,7 %) (Figura 7C).
Uma pequena parte dessas proteinas estéo envolvidas em processos de organismo
multicelular (2,4 %), adesao bioldgica (1,8 %) e processos de desenvolvimento (1,8
%). Trés processos bioldgicos foram identificados somente nas proteinas do
escarro, sendo eles: reproducéo (1,2 %), proliferacéo celular (0,3%) e organizacéo
de componentes celulares ou biogénese (0,3 %).

Assim como no escarro, a maior parte das proteinas identificadas no soro
esta envolvida em processos celulares (35,6 %), entretanto a segunda categoria
mais frequente é a resposta a estimulo (17,8 %), seguida de processos metabdlicos
(13,0 %). Um numero menor de proteinas também esta envolvido com a regulagéo
biolégica (8,9 %), localizagdo (8,2 %) e processos do sistema imune (7,5 %). Uma
pequena parte das proteinas esta envolvida com a adesado biolégica (4,1 %),
processos de organismo multicelular (3,4 %) e processos de desenvolvimento (1,4
%). As proteinas encontradas tanto no escarro quanto no soro estao relacionadas
com o0s processos mais frequentes em ambos tipos amostrais, como 0s processos
celulares (44,4 %), resposta a estimulo (22,2 %), processos metabdlicos (11,1 %),
regulagcao bioldgica (11,1 %), processos do sistema imune (7,4 %) e localizagao
(3,7 %).

4.2.3 Analise de significancia

Para identificacdo das proteinas que estavam expressas diferencialmente
entre os grupos fenotipicos, foram utilizadas somente as proteinas que restaram
apds a limpeza dos dados. Os valores de intensidade normalizada foram
submetidos a testes t multiplos comparando dois grupos por vez, obtendo 6
combinacgbes diferentes para verificar quais grupos s&o mais distintos ou mais
semelhantes. O resultado de significancia do teste esta expresso no volcano plot
(Figura 8).
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Figura 8: Volcano plot mostrando a diferenca e significancia (-log10 p-value) das proteinas
diferencialmente expressas entre os fenétipos eosinofilico (E), neutrofilico (N), misto (M) e
paucigranulocitico (P) no escarro (A) e soro (B). As proteinas superexpressas significativamente
estdo representadas em vermelho, as subexpressas significativamente estdo representadas em
verde e as que ndo tiveram alteracdo em cinza.
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No volcano plot € possivel observar uma clara diferenca no perfil proteico do
escarro, principalmente entre os grupos neutrofilico e misto em relacédo ao
paucigranulocitco (Figura 8A). Verificou-se também que o proteoma de pacientes
eosinofilicos possui proteinas desreguladas em relacdo a neutrofilicos e mistos,
mas néo se difere muito de paucigranulociticos. Ainda, n&o ha muita distingao entre
0s grupos neutrofilico e misto. Ja no soro, ndo foi observada uma diferenca tao
clara, de forma que a maior diferenca ocorreu entre eosinofilicos e
paucigranulociticos em relacéo ao grupo misto (Figura 8B). E interessante observar
que nao houve proteinas alteradas entre o proteoma de pacientes neutrofilicos e
paucigranulociticos.

O resultado da analise de significancia das proteinas identificadas no escarro
esta representado na Tabela 5, indicando as proteinas diferencialmente expressas
e os valores da diferenca entre os grupos. No total, 52 proteinas apresentaram
diferenca entre pelo menos dois grupos. As informagdes adicionais dessas
proteinas encontram-se no Apéndice A, tabela 2.A. Dentre essas proteinas, a
maioria esta superexpressa nos fendtipos neutrofilico e misto, como a proteina
S100-A8 (S100A8), proteina secretoria rica em cisteina 3 (CRIS3) e cistatina-S
(CST4), encontradas em niveis aumentados nesses dois grupos em relagdo ao

grupo eosinofilico e paucigranulocitico.
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Outras 10 proteinas também estavam superexpressas nesses dois grupos,

porém a diferenga ocorreu somente entre o0 grupo paucigranulocitico. Elas s&o:

elastase de neutréfilos (ELANE), catepsina G (CTSG), proteina semelhante a

calmodulina 5 (CALMLS), defensina de neutréfilo 3 (DEFA3), mieloperoxidase
(MPOQO), lactato desidrogenase cadeia A (LDHA), mieloblastina (PRTN3), proteina

S100-A7

metaloproteinases de matriz 9 (MMP9).

(S100A7), inibidor da dissociagdo de Rho GPD

(ARHGDIB),

Tabela 5: Lista de proteinas alteradas significativamente no escarro de pacientes com asma

eosinofilica (E), neutrofilica (N), mista (M) e paucigranulocitica (P).

cerebral 1

- Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif

IPA Gene Pratsina (EvsN) | (Evs M) | (Evs P) | (N vs M) | (NvsP) | (Mvs P)

1 | S100P Proteina S100-P -4,18** |-3,42** | NS NS NS NS

2 | S100A8 | Proteina S100-A8 -2,96* -1,87* NS NS 4,38 | 3,28%*

3 |camp | Peptideo antimicrobianodo | 4 oe. | Ng NS NS 17,32 | 13,25%
tipo catelicidina

4 PGLYRP Protelng de .reconhe0|mento 12.46* |NS NS NS 1492 |NS

1 de peptidoglicano 1

5 | PIP Frotsibd Jiamivel pala 1,64*  |-2,81 NS NS NS NS
prolactina

6 | AMYA1 | Alfa-amilase -4,046* |-555" |NS NS NS 2,93*

7 |CST4 Cistatina-S -2,10* -2,76* NS NS 2,58* 3:28%*

8 | KLK1 Calicreina 1 -2,78* -3,11** [NS NS NS 1,58*

9 | TMSB4X | Timosina beta-4 -2,44* NS NS NS NS NS

10 |crisps |Froteina secretoriaticaem | 4 oo | 480+ |Ns NS 2616* |2,74*
cisteina 3

11 | GSTAT Glutationa S-transferase A1 | 11,84* NS NS NS NS NS

12 | DSG3 Desmogleina 3 NS -13,35"* [ NS NS NS 14,43*

13 | PRRL4 | Proteina rica em prolina 4 NS 2,77 NS NS NS NS

14 | LPO Lactoperoxidase NS -1,29* NS NS NS NS

15 | BPIFA7 | Familia Amembro 1 NS 10,70* |NS 2,95* |NS NS
contendo repeti¢cao BPI
Homoblogo B de proteina de

16 | ZG16B . . . NS -2,04* NS NS NS NS
granulos de zimogénio 16

17 | CA6 Anidrase carbénica 6 NS -2,99* NS NS NS NS

18 | MIF Fator de Inibigao da NS 12,84* [NS 13,86* | NS NS
migragéo de macréfagos

19 AC”UC5A Mucina 5AC NS NS 13,41* [NS NS NS
Proteina da glandula

20 | SMR3B | submaxilar regulada por NS NS 3,23 NS 2,82* 4. 13**
andrégeno 3B

21 |H1-5 Histona H1.5 NS NS 13,12 [NS NS NS

g9 |eagmy | Sledproteing laerina NS NS 13,34* | NS NS NS
extracelular

23 | BASPY Proteina solivel em acido NS NS 1147 |Ns NS NS
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- Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif
B} Gene | Rroteina (Evs N) | (Evs M) [ (E vs P) | (Nvs M) |(NvsP)|(Mvs P)
24 | H1-2 Histona H1.2 NS NS 10,68* [NS 11,33* [NS
IGHV3- | Imunoglobulina de cadeia .

25 66 pesada 3-66 NS NS NS -2,64 NS NS

26 | ANXA1 [ Anexina A1 NS NS NS 2,47 9,21* NS

27 | ELANE | Elastase de neutrdfilos NS NS NS NS 4.23%* 3,01

8 | PRB1 Protelng salivar basica rica NS NS NS NS 20,09% |NS
em prolina 1

29 | APOA2 | Apolipoproteina A-II NS NS NS NS 15,08* [NS

30 |CTSG Catepsina G NS NS NS NS 15,33** [13,77*

81 | GALMLE | TTOmina sEmeltiante 8 NS NS NS NS 13,58 | 13,48*
calmodulina 5

32 | DEFA3 | Defensina de neutréfilo 3 NS NS NS NS 3,44** 2,90*

33 | MPO Mieloperoxidase NS NS NS NS 3,562* 2,88*

34 |LpHA | LActato desidrogenase NS NS NS NS 12,41 |11,97*
cadeia A

35 | PRTN3 | Mieloblastina NS NS NS NS 3,26* 2,80*

36 | HBB E':tr:oglomna RUPINIASS | g NS NS NS 1261* |NS

37 | ANXA2 | Anexina A2 NS NS NS NS 10,96 [NS

38 | RETN Resistina NS NS NS NS 11,17* [NS

39 | ST00A7 | Proteina S100-A7 NS NS NS NS 10,73* |9,99*

40 | CD44 Antigeno CD44 NS NS NS NS 12,33* [NS

ARHGDI | Inibidor da dissociacéo de . .

41 B Rho GPD NS NS NS NS 9,70 9,04

43 | gpRRg | 7oA peRUBRATIER BN |\ NS NS NS 9,44* |NS
prolina

43 | MmPo g/letaloprotelnases de matriz NS NS NS NS 7.41% 7.04%
Proteina deletada em

44 | DMBT1 | tumores cerebrais malignos | NS NS NS NS NS 1,32*
1

45 (gppe | LSREENIEROGEEE |0 NS NS NS NS 10,93*
de monécitos CD14

46 | gappy | Gliceraldeido-3-fosfato NS NS NS NS NS 2,55%
desidrogenase
Proteina semelhante a

47 fg/sBGR dominio de ligacdo SH3 rico | NS NS NS NS NS 10,85*
em &cido glutamico 3

48 | PRB2 Protelng salivar basica rica NS NS NS NS NS 13.47*
em prolina 2

49 | GPI SOMErdER de glievEe s |y NS NS NS NS 11,04*
fosfato

50 | Hve4p | 'Munoglobulina de cadeia ¢ NS NS NS NS 10,74*
pesada 3-64D

51|capy | Proteina 1 associadaa NS NS NS NS NS 9,02*
adenilil ciclase

52 | CSTA Cistatina A NS NS NS NS NS 11,31*

ID = identificacdo. Dif = diferenca. * p < 0,05. ** p < 0,01. *** p < 0,001.

45



Poucas proteinas estavam alteradas entre neutrofilicos e mistos, sendo que
duas estavam superexpressas nos neutrofilicos, como o fator de inibicdo de
migracdo de macrofagos (MIF) e a anexina A1 (ANXA1), e duas estavam
superexpressas nos mistos, a familia A membro 1 contendo repeticéo BPI (BPIFA1)
e a imunoglobulina de cadeia pesada 3-66 (IGHV3-66). De forma interessante, a
proteina da glandula submaxilar regulada por andrégeno 3B (SMR3B) esta
aumentada em todos 0s grupos que possuem altos niveis de células inflamatérias,
ou se€ja, esta subexpressa somente no fendtipo paucigranulocitico. Dentre todas as
proteinas diferencialmente expressas, apenas 7 estavam aumentadas nos
eosinofilicos, sendo que a maioria (6) das proteinas s6 diferiu do grupo
paucigranulocitico (Tabela 5).

Dentre as 52 proteinas que apresentaram diferenga significativa entre os
grupos, 5 foram selecionadas de acordo com a diferenca apresentada (Figura 9A).
Essas proteinas poderiam ser utilizadas para discriminar os grupos. A BPIFA1 é
capaz de diferenciar eosinofilicos de mistos, a MUC5AC diferencia os eosinofilicos
de paucigranulociticos, ja a CAMP além de diferenciar o grupo eosinofilico do
neutrofilico, pode discriminar neutrofilicos e mistos de paucigranulociticos, assim
como a CTSG. Por fim, a ANXA1 seria capaz de diferenciar neutrofilicos em relagéo

a mistos.

Figura 9 Heatmap da intensidade normalizada das proteinas diferencialmente expressas no
escarro (A) e soro (B) de pacientes com asma eosinofilica (E), neutrofilica (N), mista (M) e
paucigranulocitica (P).

A B

BPIFA1 FCN3

THBS1

ANXA1

CTSG LAMP2

CAMP CRISP3

MUCS5A
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As proteinas diferencialmente expressas do soro estdo representadas na
Tabela 6. As informac¢des adicionais dessas proteinas encontram-se no Apéndice
A, tabela 3.A. No total, 12 proteinas apresentaram diferenca entre pelo menos dois
grupos. Dentre essas, destacam-se a ficolina-3 (FCN3), que esta superexpressa
em individuos eosinofilicos em relagdo a neutrofilicos e mistos, e a
Trombospondina 1 (THBS1), também aumentada em eosinofilicos, porém em

relacdo aos paucigranulociticos.

Tabela 6: Lista de proteinas alteradas significativamente no soro de pacientes com asma
eosinofilica (E), neutrofilica (N), mista (M) e paucigranulocitica (P).

Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif | Log Dif

B4 Gene Pretena (EvsN)| Evs M | (EvsP) | (Nvs M) | (NvsP)|(MvsP)
FCN3 [Ficolina-3 12,83* |9,55* NS NS NS NS
2 | CA1 Anidrase carbénica 1 NS -3,20* NS NS NS NS
Subcomponente do
3 [C1QA | complemento C1 subunidade | NS NS NS NS NS 2,51*
A
PF4 Fator de plaquetas 4 NS -3,86** [ NS -3,22*  [NS NS
VTN Vitronectina NS -1,15* NS -1,80"* [NS NS

Globulina ligadora de
horménios sexuais

7 | THBS1 | Trombospondina 1 NS NS 10,92 [NS NS NS
Glicoproteina de membrana

6 | SHBG NS -2,88* NS NS NS NS

8 | LAMP2 . . NS NS NS NS NS 10,70*
associada a lisossomo 2

9 |BTD Biotinidase NS NS NS NS NS 2,00*

10 | crispg| Proteina secretoria rica em | o 9,93* |Ns 858 |NS NS
cisteina 3
Proteina ig-h3 indutora de

11 | TGFB/ | fator de crescimento NS NS NS NS NS 10,37*
transformador-8

12 | PRG4 | Proteoglicano 4 NS NS NS NS NS 8,32*

ID = identificacdo. Dif = diferenca. * p < 0,05. ** p < 0,01.

As demais proteinas alteradas estdo superexpressas somente no grupo
misto em relagdo a algum outro grupo, como o fator de plaquetas 4 (PF4), a
vitronectina (VTN) e a CRISP3, que estdo alterados em relacédo ao grupo
eosinofilico e neutrofilico. Outras 5 proteinas estéo alteradas comente em relagéo
ao fendtipo paucigranulocitico: subcomponente do complemento C1 subunidade A
(C1QA), glicoproteina de membrana associada a lisossomo 2 (LAMP2), biotinidase
(BTD), proteina ig-h3 indutora de fator de crescimento transformador-3 (TGFB1) e
proteoglicano 4 (PRG4).
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A proteina CRISP3 foi a unica presente tanto no soro quanto no escarro
dentre todas as que apresentaram diferenca significativa. Porém, enquanto no
escarro essa proteina estava superexpressa nos grupos neutrofilico e misto em
relacdo aos grupos eosinofilico e paucigranulocitico, no soro a diferenga ocorreu
entre o grupo misto em relacdo aos grupos eosinofilico e neutrofilico, estando
subexpressas nesses ultimos.

Dentre essas proteinas alteradas, foram selecionadas 4 proteinas capazes
de discriminar quase todos os grupos (Figura 9B). Os unicos grupos que ndo sao
possiveis de serem diferenciados s&o os neutrofilicos de paucigranulociticos. A
proteina FCN3 & capaz de separar o grupo eosinofilico de neutrofilicos e mistos. Ja
a THBS1 pode separar eosinofilicos de paucigranulociticos. Pelos niveis de LAMP2
é possivel diferenciar mistos de paucigranulociticos. Por fim, a CRISP3 consegue

discriminar o grupo misto dos grupos eosinofilico e neutrofilico.

4.2.4 Vias enriquecidas

As proteinas que apresentaram alguma alteragdo significativa entre um ou
mais grupos fenotipicos foram utilizadas para criar uma rede de interacéo proteina-
proteina. Para isso, foram separadas as proteinas alteradas em cada grupo. Dentre
as proteinas alteradas no escarro de pacientes com asma eosinofilica, foram
utilizadas 8 proteinas que foram associadas resultando em 4 clusters, com valor de
p de enriquecimento 1,67x10®, indicando que as interagdes ndo ocorreram ao
acaso € que as proteinas estdo pelo menos parcialmente biologicamente
conectadas.

Nesses 4 clusters, apenas duas possuem associacdo direta, as duas
histonas H1-2 e H1-5, representadas no cluster 1, envolvidas em vias de formacéao
de focus de heterocromatina associado a senescéncia e ativacdo do fator de
fragmentacdo do DNA (Figura 10A). Ja o cluster 2 esta associado a vias do sistema
imune, homeostasia e interacdo de superficie celular da parede vascular. Por sua
vez, o cluster 3, formado basicamente por mucinas, esta envolvido em vias do
sistema imune inato, enquanto que o cluster 4 possui proteinas associadas a

conjugacao de glutationa.
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Figura 10: Rede de interacdo proteina-proteina das proteinas alteradas no escarro de
pacientes com asma eosinofilica (A), neutrofilica (B) e mista (C). As proteinas estio
representadas pelos nés e as linhas representam as interacdes com interatores preditos. As cores
das linhas rosa, azul claro, verde, vermelho, azul escuro, preto e amarelo representam evidéncias
de associacdo, como banco de dados, experimental associacdo de bairro, fusdo génica, co-
ocorréncia, co-expressdo, € mineracao de texto, respectivamente.

SHIBGRL3

®
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Para a constru¢do do mapa de interagdes de proteinas alteradas no escarro
de pacientes com asma neutrofilica, foram utilizadas 31 proteinas (Figura 10B). A
maioria dessas proteinas estdo associadas, agrupadas em um unico cluster, com
valor de p < 1x10'6. As principais vias que essas proteinas estdo envolvidas sao
vias do sistema imune inato e de degranulacdo de neutrofilos. Algumas proteinas
também estdo envolvidas em vias de peptideos antimicrobianos, sinalizacéo por
interleucinas e homeostasia.

Dentre as 37 proteinas utilizadas para criacdo do mapa de interacbes de
proteinas alteradas no escarro de pacientes com asma mista, a maioria das
proteinas se repetem do grupo neutrofilico, entretanto outras 16 sdo diferentes
(Figura 10C). Novamente, a maioria das proteinas estédo associadas, com valor de
p < 1x10'6. De fato, a maioria das proteinas estdo envolvidas com as vias do
sistema imune inato, degranulacdo de neutrdfilos e peptideos antimicrobianos.
Porém, outras vias também puderam ser identificadas, como ativacdo de
metaloproteinases de matriz e regulagdo de TLR por ligantes endogenos. Para
algumas proteinas nao foi possivel obter as vias associadas.

Como citado, as proteinas alteradas estdo associadas a diversas vias, as
quais foram identificadas pelo banco de dados Reactome. As principais vias
enriquecidas comentadas anteriormente estado representadas na figura 11A,
juntamente com a quantidade de proteinas associadas a cada via, separadas por
grupo fenotipico. O conjunto de todas as vias enriquecidas associadas as proteinas
estatisticamente alteradas entre os grupos que foram identificadas pelo banco de

dados, encontra-se no Apéndice B, tabela 1.B.
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Figura 11: Principais vias enriquecidas pelas proteinas alteradas no escarro (A) e soro (B) de
pacientes com asma eosinofilica (azul), neutrofilica (roxo) e mista (amarelo).O nimero de
proteinas significativamente diferentes associadas a cada via identificada pelo banco de dados
Reactome esta demonstrado no grafico de barras

A SEtema imune

Sstemaimune nato

Degranu=cdo de neutrofios

ideos antimicrobianos

Ativacdo de metaloproteinases de matriz

Conjugacao deglutationa

Ativacdo do fator de fregmentacao do DNA

FormacZo defocus de heterocromating aswciado asenescéncia
nter agdo0 de superficie celulsr da parede vascular

Degranulacso de plaguetas

Snalizacdo por nterleucings

|

[

—
Homeostasiz I —

—

|

FR—

ST

]

_

P—=

Reguiacdo de TLR por ligantes endogenos

=]
F
o
&a
=y
=
[y
P
=
E
=3
=
oy
(= =]
I

=

Setemaimune nao
SEtemMaimune [ —

Homeostasiz |E—

Organizacdn de mariz extracelyly  — "
I

anulegdo de plaquetas
Eventosdesinalzacdo Gafa

e de biotina

clismo e transpo
O are extracelular
Rezulacao da cascata Complemento
Degranuiacdo de neutrofilos
Snalizacdo por receptor tirosno guinase  —-———
A B

Via da lectina de ativecdo do complemento

As proteinas alteradas no soro foram divididas em duas partes, uma
superexpressa nos eosinofilicos, composta por 2 proteinas, e outra composta por
10 proteinas que estdo superexpressas no grupo misto em relagdo a algum outro
grupo (Figura 12). Como pode ser visto no mapa de interagdes, as 2 proteinas do
grupo eosinofilico, FCN3 e THBS1, ndo interagem entre si (Figura 12A), entretanto
estdo associadas a outras proteinas, com valor de p de enriquecimento 5,64x10°%.
A FCNB3 interage com proteinas envolvidas na via da lectina de ativagdo do

complemento e no sistema imune inato, de acordo com o banco de dados
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Reactome. Ja a THBS1 participa principalmente de vias como a degranulagéo de
plaquetas, sinalizacdo por receptor tirosina quinase e homeostase, entretanto,

também interage com proteinas do sistema imune.

Figura 12: Rede de interagédo proteina-proteina das proteinas alteradas no soro de pacientes
com asma eosinofilica (A) e mista (B). As proteinas estio representadas pelos nés e as linhas
representam as interacdes com interatores preditos. As cores das linhas rosa, azul claro, verde,
vermelho, azul escuro, preto e amarelo representam evidéncias de associa¢cdo, como banco de
dados, experimental associacio de bairro, fusdo génica, co-ocorréncia, co-expressdo, € mineraco
de texto, respectivamente. Os clusters estdo evidenciados em circulos vermelhos.

A

No mapa de interacdo das proteinas alteradas no grupo misto € possivel
identificar 5 clusters, com valor de p 1,5x10% (Figura 12B). O cluster 1 esta
exclusivamente envolvido em vias de metabolismo e transporte de biotina,
enquanto o cluster 2 esta associado a vias do sistema imune, degranulagdo de
neutrofilos e plaquetas. Ja o cluster 3 participa de vias do sistema imune inato e
ativacdo do complemento, o cluster 4 também esta envolvido com vias do sistema

imune, além de proteoglicanos de matriz extracelular. Por fim, o cluster 5 esta
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associado principalmente com eventos de sinalizagéo G alfa. A Figura 11B mostra
uma sintese sobre as principais vias envolvidas com essas proteinas encontradas
alteradas no soro dos pacientes eosinofilicos e mistos. Mais informagdes sobre as

vias envolvidas podem ser encontradas no Apéndice B, tabela 2.B.

4.3 Analise do metaboloma do soro e escarro de pacientes com asma

4.3.1 Analise de significancia

Os metabdlitos do soro e escarro dos pacientes foram obtidos por meio de
espectrometria de massas nos modos de ionizagdo negativo e positivo. Apds o
processamento dos espectros de massas resultantes da técnica, foi verificado que
a intensidade dos compostos obtidos por modo de ionizagdo negativo era muito
baixa, o que dificulta a posterior identificacdo e verificacdo dos metabdlitos. Dessa
forma, para as analises de significancia e identificacdo dos compostos seguiu-se
somente com os dados provenientes dos espectros de massas obtidos no modo de
ionizacao positivo.

Apds o processamento dos dados adquiridos, foram encontrados 1113
compostos no escarro de pacientes com asma. Posteriormente a aplicagéo do filtro
de frequéncia e abundancia, restaram 110 metabdlitos, dos quais apenas um
metabdlito ndo estava presente nos pacientes com asma eosincfilica. O restante
dos compostos estava presente em todos o0s grupos. Ja nas amostras de soro,
foram obtidos 920 metabdlitos, e restaram apenas 59 apds aplicacdo dos filtros, os
quais estavam presentes em todos os grupos. Dos metabdlitos resultantes, 22
compostos de mesma m/z foram identificados tanto no escarro quanto no soro.
Entretanto, ndo se pode dizer que foram os mesmos metabdlitos, uma vez que isso
s6 se pode ser afirmado apds a identificacdo dos mesmos, uma vez que existem
varios metabdlitos com a mesma m/z.

A analise de significancia por teste ANOVA permitiu identificar que dos 110
metabdlitos encontrados no escarro, 17 apresentaram diferenga significativa (p <
0,05 e fold change > 2) entre pelo menos dois grupos. O pds teste Tukey possibilitou
identificar entre quais grupos esses metabdlitos estavam alterados (Tabela 7).

Dentre esses 17 metabdlitos, 10 foram expressos diferentemente entre os
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asmaticos eosinofilicos e neutrofilicos. A maior diferengca ocorreu quando se
comparou o grupo misto com o eosinofilico e com o paucigranulocitico, sendo que
13 e 11 metabdlitos, respectivamente, foram responsaveis pela diferenca. Ja a
maior semelhanga entre grupos foi entre eosinofilicos e paucigranulociticos, com
12 metabdlitos em comum. O grupo neutrofilico apresentou semelhanca entre 11
metabdlitos quando comparado tanto com o0 grupo misto quanto com o0 grupo

paucigranulocitico.

Tabela 7: Matriz dos metabdlitos do escarro gerada apés o teste Tukey.

Nome do grupo Eosinofilico Neutrofilico Misto Paucigranulocitico
Eosinofilico 10 13 5
Neutrofilico 6 6

Misto 11
Paucigranulocitico 12

Os metabélitos que foram significativamente diferentes estdo apresentados nos retangulos brancos,
enquanto que os que néo foram diferentes estdo apresentados nos retangulos cinza escuro. Em
preto esta o namero total de metabdlitos analisados.

Ao analisar o fold change da intensidade normalizada, alguns metabdlitos se
destacam pela presenga ou auséncia em alguns grupos. Verificou-se que 0
metabdlito 1 estava superexpresso nos pacientes neutrofilicos e mistos em relagéo
ao grupo eosinofilico e paucigranulocitico (Tabela 8). De forma oposta, 0 metabdlito
10 foi encontrado superexpresso nos eosinofilicos e paucigranulociticos em relagéo
aos outros dois grupos. Ja o 8 e o 15 esta superexpresso apenas nos eosinofilicos,
e n&o ha diferenca entre os paucigranulociticos.

O metabdlito 5 estava superexpresso nos pacientes com asma mista em
relacido aos demais grupos, mas também se encontra elevado nos eosinofilicos
quando comparados com 0s neutrofilicos. Além disso, o metabdlito 6 estava
subexpresso no grupo paucigranulocitico em relagdo aos outros grupos, bem como
o0 7 quando comparado com o neutrofilico e misto. De modo interessante, os
metabdlitos 9 e 12 foram encontrados superexpressos somente nos eosinofilicos,

enquanto que o 17 e 16 estavam superexpressos apenas no grupo misto.
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Tabela 8: Lista de metabdlitos diferencialmente expressos no escarro de pacientes com asma
eosinofilica (E), neutrofilica (N), mista (M) e paucigranulocitica (P).

D Metabdlito Valor-p Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC
ou massa (EvsN) | (EvsM) | (EvsP) | (Nvs M) (N vs P) (M vs P)
1 960,5093 2,51 x 104 | -7747%* | -6,25** NS NS 77417 6,28**
2 225,945 8,46 x 10 NS 8,56 NS 6.81** NS -9,12%+*
3 720,5499 7,60x 10° | -71,60*** NS -5,36* NS NS 58,97*
4 477,3153 8,09 x 10 NS NS NS -16.96* | -756.21** -5,87*
5 658,2808 3,02x 10° 5,565* -504,85* NS -10.60*** NS 9,66™**
6 521,5901 3,84x10° NS NS 9,16™** NS 841.21%* | 871,78
7 283,3247 4,19x 107 NS NS NS NS 5.78* 8,76™**
8 777,6505 0,04 823,91* 579* NS NS NS NS
9 306,2549 | 2,80x 10" | 1325"* 9,66 10,13%* NS NS NS
10 | 671,7692 9,67x10° | 6161* 6,94+ NS NS -8.10*** -8,88***
11| 1387,1685 | 1,47x10° | -44,28* | -76,44*** | -8,04** = -36.13* NS
12 | 278,2227 1,18 x 10710 | 91,84*** 1,29*+* 10,01 NS NS NS
13 | 378,2744 0,04 NS -60,52* NS -78.06* NS NS
14 545,824 0,02 55,41* 7,41* NS NS NS -59,27*
15 | 477,8364 0,03 0,69** 7,56* NS NS NS NS
16 | 237,0443 0,004 NS -75,68* NS -811.17* NS 7,62**
17 | 712,6037 4,07 x 107 NS -77,22% NS -64.61%* NS 67,64

FC = fold change. *p < 0,05. *p < 0,01. **p < 0,001.

Dentre os 59 metabdlitos selecionados no soro dos pacientes com asma,
verificou-se que apenas 15 eram diferencialmente expressos entre pelo menos dois
grupos (Tabela 9). A maior diferenga ocorreu nos pacientes com asma eosinofilica
em relacdo aos outros trés grupos, sendo que 14 metabdlitos foram responsaveis
pelas diferencas em relagdo ao grupo neutrofilico, 11 os diferenciaram dos mistos
e 13 dos paucigranulociticos. Observou-se que dentre esses 17 metabdlitos, a
maioria eram semelhantes entre os grupos mistos, neutrofilico e paucigranulocitico.

A partir dos metabdlitos selecionados no soro que foram significativamente
diferentes, a maioria apresentou o mesmo perfil de diferenga entre os grupos
(Tabela 10). Dos 15 compostos, apenas um (1) estava superexpresso nos
eosinofilicos, ndo havendo diferencga entre neutrofilicos. Ainda, oito (3, 5, 6, 10, 11,
13, 14, 15) estavam subexpressos somente nos eosinofilicos em relacdo aos
demais grupos. Além disso, verificou-se que o0 7 estava superexpresso nos
neutrofilicos e mistos, ndo havendo diferenga entre esses dois grupos. Ja o 2 foi

encontrado superexpresso nos neutrofilicos, n&o havendo diferenca entre mistos.
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Os demais compostos ndo apresentaram um perfil claro de diferenga entre os

grupos.

Tabela 9: Matriz dos metabdlitos do soro gerada apés o teste Tukey.

Nome do grupo Eosinofilico Neutrofilico Misto Paucigranulocitico
Eosinofilico 14 11 13
Neutrofilico 3 2

Misto 4 3
Paucigranulocitico 2

Os metabdlitos que foram significativamente diferentes estdo apresentados nos retangulos brancos,
enquanto que os que néo foram diferentes estdo apresentados nos retangulos cinza escuro. Em
preto esta o nimero total de metabdlitos analisados.

Tabela 10: Lista de metabdlitos diferencialmente expressos no soro de pacientes com asma
eosinofilica (E), neutrofilica (N), mista (M) e paucigranulocitica (P).

D Metabdlito Valor-p Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC
ou m/z (EvsN) | (EvsM) | (EvsP) | (Nvs M) (NvsP) | (MvsP)

1 757,5608 3,88x 10° NS 94.77* 6.06* 6.39* NS NS

2 334,2475 1,95x 102 | -53.90* NS NS NS 41.97* NS

3 318,2523 | 8,89x 10-%° | -15.30™* | -15.49™* | -15.64*** NS NS NS

4 320,2698 | 2,22x 10718 | -12.61** | -1.43** | -10.17*** NS NS 40.98*

5 2922377 | 2,27 x 1032 | 218" | -1.29%* | 12.11** NS NS NS

6 364,2373 | 2,32x 101 | -77.68** | -8.31%* | 77110 NS NS NS

7 366,2524 2,54 x 108 | -11.04** | -13.40"* | -62.28* NS 4.81* 7171+

8 670,5653 4,42x10% | -7.89* NS -8.68*** NS NS -5.22*

9 161,1047 1,20 x 104 | -10.57*** NS -8.10** 561* NS NS

10 | 810,5915 1,81x102 | -76.83* -6.60* -78.12* NS NS NS

11 340,2376 2,00x 102 | -68.54* -8.39* -7.34* NS NS NS

12 139,0607 2,42x10° | -89.22* NS NS 6.18** NS NS

13 161,1049 | 8,94x 102 | -16.81** | -15.61* | -14.96** NS NS NS

14 225,944 1,83x 102 -6.23* -8.92* -86.01* NS NS NS

15 | 215,9151 2,561x102 | -75.33* -8.13* -5.82* NS NS NS

FC = fold change. *p < 0,05. *p < 0,01. ***p < 0,001.

Dentre os metabdlitos que apresentaram diferenca significativa, apenas um
(ID 14 na lista de metabdlitos do soro) estava presente tanto no escarro quanto no
soro. Entretanto, enquanto que no escarro esse metabdlito estava subexpresso no
grupo misto em relagcéo aos outros trés grupos, no soro ele estava subexpresso no

grupo eosinofilico em relacéo aos outros trés fenotipos.
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4.3.2 Clusterizacao Hierarquica

A anadlise de cluster hierarquico possibilitou a organizacdo dos grupos
fenotipicos de acordo com a similaridade dos perfis. O grau de dissimilaridade entre
0s grupos é medido de acordo com o comprimento da linha vertical no dendograma,
de forma que quanto maior a linha, mais diferente s&o os grupos. Para a criacéo do
dendograma de amostras do escarro, foi utilizada a intensidade normalizada dos
17 metabdlitos que apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Figura

13A). Os quatro grupos foram clusterizados em trés niveis.

Figura 13: Dendograma mostrando a comparag¢do entre os quatro grupos de pacientes
(eosinofilico, neutrofilico, misto e paucigranulocitico), utilizando a intensidade normalizada
dos metabdlitos significantes. A — comparacdo em amostras de escarro utilizando 17 metabdlitos
significantes. B — comparacdo em amostras de soro utilizando 15 metabdlitos significantes.
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O primeiro nivel permitiu clusterizar os grupos neutrofilico e
paucigranulocitico com menor grau de dissimilaridade, 0,398. A clusterizacdo dos

eosinofilicos, neutrofilicos e paucigranulociticos resultou em um grau de
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dissimilaridade de 0,662. Ja os quatro grupos foram clusterizados com grau de
dissimilaridade de 0,988, indicando que o grupo misto € mais diferente dos grupos.

Para a clusterizacdo hierarquica do soro, foi utilizada a intensidade
normalizada dos 15 metabdlitos que foram diferencialmente expressos entre os
grupos (Figura 13B). Os quatro grupos foram clusterizados em trés niveis. O
primeiro nivel permitiu a clusterizacdo dos neutrofilicos € misto com um grau de
dissimilaridade de 0,269. Os grupos neutrofilico, misto e paucigranulocitico foram
clusterizados com um grau de dissmilaridade muito préximo ao nivel 1 (0,286),
mostrando que ndo houve uma grande diferenca entre esses dois niveis. Por fim,
os quatro grupos foram clusterizados com grau de dissimilaridade de 0,936,

indicando que o grupo eosinofilico € o mais dissimilar entre os fendtipos analisados.

4.3.3 Analise de classificac&o por algoritmos

A analise de dados multivariados por PLS-DA gera um modelo de predi¢céo
para classificacdo discriminante entre os grupos. Para o escarro, foram utilizados
os 17 metabdlitos que foram significativamente diferentes para criacdo do modelo,
utilizando todas as replicatas de cada paciente. O grafico de escore da PLS-DA
mostra uma clara separagao dos quatro grupos analisados (Figura 14A), de forma
que os grupos eosinofilico e o paucigraulocitico foram melhor agrupados, ambos
com acuracia de 94,29 %, como € mostrado na matriz de confusao (Figura 14B).

No grupo eosinofilico, 1 dos casos foi classificado incorretamente como
misto e outro como paucigranulocitico, enquanto que no grupo paucigranulocitico,
uma instancia foi classificada no fendtipo eosinofilico e outra como misto. Ja no
grupo misto, que apresentou acuracia de predicdo um pouco menor, 88,57 %, 3
casos foram classificados incorretamente como neutrofilico e 1 como
paucigranulocitico. Os neutrofilicos, que ficaram mais dispersos com a presenca de
varios pequenos clusters, resultaram em uma acuracia de 77,50 %, apresentando
4 casos como misto, 4 como paucigranulocitico e 1 como eosinofilico. A acuracia

geral do modelo criado foi de 88,28 %.

58



Figura 14: Modelo de predicdo por PLS-DA. (A) Grafico de escores tridimensional da PLS-DA em
amostras de escarro utilizando 17 metabdlitos e (B) matriz de confusdo do modelo da PLS-DA. (C)
Grafico de escores tridimensional da PLS-DA em amostras de soro utilizando 15 metabdlitos e (D)
matriz de confusdo do modelo da PLS-DA do soro. E — eosinofilico, N — neutrofilico, M — misto, P —
paucigranulocitico, AC — acuracia, AC G — acuracia geral.

Predito
E N M P | AC (%)
o E 33 0 i 1 94,29
T N 1 31 4 4| 7750
B Eosinofilico bS]
B Neutrofilico -UE, M 0 3 31 1| 857
B Misto = p |1 0 1 33|9429
® Paucigranulocitico ACG 88,28
Predito
E N M P | AC (%)
o E 25 1 7 0 75,75
B Eosinofilico § N 2 43 15 12| 59,72
B Neutrofilico g M 4 12 36 2 | 66,67
u Misto Z p |1 12 6 20| 51,28
B Paucigranulocitico
ACG 62,63

Para a criagdo do modelo de predigéo por PLS-DA do soro, foram utilizados
os 15 metabdlitos diferencialmente expressos nas analises anteriores. Entretanto,
0 modelo n&o foi tdo eficiente quanto no escarro para distinguir os grupos (Figura
14C). Novamente, a capacidade de predigdo do grupo eosinofilico foi maior,
apresentando acuracia de 75,76 %. Nesse grupo, 8 casos foram classificados
incorretamente. O grupo misto pdde ser diferenciado com uma acuracia de 66,67
%, com 18 instancias erradas. Por fim, os neutrofilicos e paucigranulociticos ficaram
mais dispersos e obtiveram acuracia de discriminagcdo de 59,72 % e 51,28 %,
respectivamente, com quase metade dos casos classificados incorretamente
(Figura 14D).

Os dados provenientes da analise do metaboloma também foram analisados

por outros algoritmos de classificacdo, também utilizando todas as replicatas de
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cada amostra. A aplicagéo do algoritmo J48 nos dados de metabolémica do escarro
gerou uma arvore de decisdo com 9 atributos, que nessa analise corresponde aos
metabdlitos, que foram testados quanto ao valor de intensidade, representado nos
ramos (retangulos beges) (Figura 15A). Foram geradas 10 folhas, representadas
por retangulos coloridos no final de cada ramo, que indicam os grupos fenotipicos.
Ao analisar a arvore, 0 metabdlito principal (149,02) tem maior poder de deciséo,
se a intensidade desse metabdlito for < 0, um outro metabdlito (532,36) sera
analisado quanto a sua intensidade, e assim por diante até chegar na classificagéo
do fendtipo. A arvore de decisdo obteve precisédo de 82,76 %, com estatistica kappa
0,7698, erro absoluto 0,0895 e raiz do erro médio quadratico 0,284, resultando na
matriz de classificac&o representada na Figura15B.

A matriz de confus&o obtida mostra que de 35 instancias provenientes do
grupo eosinofilico, o algoritmo classificou apenas 1 incorretamente, como
neutrofilico, sendo o grupo melhor classificado pelo algoritmo. Ao analisar 0 grupo
neutrofilico, o algoritmo errou em 9 casos, classificando 3 como eosinofilico, 2 como
misto e 4 como paucigranulocitico. Ja a analise do grupo misto classificou 7 casos
incorretamente, sendo 1 como eosinofilico, 2 como neutrofilico e 4 como
paucigranulocitico. Por fim, o algoritmo errou ao classificar 6 instancias como
neutrofilico e 2 como misto, que na verdade eram do grupo paucigranulocitico
(Figura 15B).

Ja a arvore de decisdo gerada a partir da aplicagéo do algoritmo J48 nos
dados de metabolémica do soro € composta por 7 atributos e 8 folhas (Figura 15C).
Essa arvore de decisdo obteve uma boa precisdo de 93,94 %, estatistica kappa
0,9166, erro absoluto 0,0332 e raiz do erro médio quadratico 0,1728, como pode-
se observar na matriz de classificacdo (Figura15D). A matriz mostra que todos os
casos de eosinofilicos foram classificados corretamente. Ja entre os 72 casos de
neutrofilicos, 1 foi classificado como eosinofilico, 1 como misto e 3 como
paucigranulocitico. Entre o grupo misto, o algoritmo errou em apenas uma
instancia, classificando como paucigranulocitico. Nas instancias de

paucigranulociticos, 5 foram classificadas como neutrofilico € 1 como misto.
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Figura 15: Modelo de predigao por J43. (A) Arvore de decis&o gerada a partir da analise dos dados do escarro pelo algoritmo J48 e (B) matriz de confuso
gerada a partir desta arvore. (C) Arvore de decisdo gerada a partir da andlise dos dados do soro pelo algoritmo J48 e (D) matriz de confusdo gerada a partir
da arvore de decisdo do escarro. E — eosinofilico, N — neutrofilico, M — misto, P — paucigranulocitico.
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Ao utilizar o algoritmo CfsSubsetEval, foi possivel selecionar os metabdlitos
que possuem alta relacdo com o resultado da classificacédo e fraca dependéncia
entre os demais metabdlitos. Assim, foram selecionados 46 metabdlitos no escarro
e 40 no soro. Esses metabdlitos foram utilizados para construir as arvores de
decisdo do algoritmo Random Forest. Essas arvores de decisdo sdo muito
extensas, dificeis de serem analisadas e reproduzidas por humanos como as
resultantes do algoritmo J48, mas s&o facilmente processadas por computador.

A partir dos 46 metabdlitos selecionados no escarro, foram geradas as
arvores de decisdo utilizando o algoritmo Random Forest e a média dessas arvores
é utilizada para o resultado. O algoritmo foi capaz de predizer corretamente todos
os casos eosinofilicos € mistos, e errou ao classificar apenas 1 caso do grupo
neutrofilico como paucigranulocitico e 1 caso do grupo paucigranulocitico como
misto (Tabela 11). Dessa forma, por meio desse algoritmo foi possivel classificar os
fendtipos com uma excelente preciséo, de 98,62 %, estatistica kappa 0,9816, erro

absoluto 0,0913 e raiz do erro médio quadratico 0,1407.

Tabela 11: Matriz de confusao gerada a partir da analise dos dados de escarro pelo algoritmo
Random Forest.

Predito
Eosinofilico  Neutrofilico Misto  Paucigranulocitico
) Eosinofilico 35 0 0 0
k) Neutrofilico 0 39 0 1
3 Misto 0 0 35 0
g Paucigranulocitico 0 0 1 34

Os dados provenientes de 40 metabdlitos das amostras de soro foram
analisados no algoritmo Random Forest, também resultando uma 6tima preciséo
para classificar os fendtipos, 97,98%, estatistica kappa 0,9721, erro absoluto
0,0639 e raiz do erro médio quadratico 0,1275. Semelhante ao resultado no
escarro, o algoritmo acertou 100 % dos casos ao classificar os fendtipos
eosinofilicos e misto (Tabela 12). No grupo neutrofilico, o algoritmo classificou
incorretamente apenas 1 caso, sendo considerado paucigranulocitico, enquanto

que no grupo paucigranulocitico 3 casos foram classificados como neutrofilico.
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Tabela 12: Matriz de confusdo gerada a partir da analise dos dados de soro pelo algoritmo

Random Forest.

Predito
Eosinofilico  Neutrofilico Misto  Paucigranulocitico
) Eosinofilico 33 0 0 0
k) Neutrofilico 71 0 1
3 Misto 54 0
g Paucigranulocitico 0 36

Os valores de m/z dos metabdlitos selecionados para a classificagéo

utilizando o Random Forest foram incluidos em uma plataforma online, de facil

acesso, que sera aprimorada para a validacdo do método. Dessa forma, apos

realizar o teste de metaboldbmica por espectrometria de massas para novas

amostras, os dados extraidos serdo submetidos a essa plataforma,

sem

necessidade de analise dos dados, e de acordo com os valores estabelecidos pelo

algoritmo os pacientes serdo classificados em eosinofilicos, neutrofilicos, mistos ou

paucigranulociticos. Os valores de m/z foram omitidos, pois se encontram em

processo de patenteamento.
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5. DISCUSSAO

A asma é uma doenca heterogénea crénica que acomete criangas e adultos,
ainda ndo muito bem compreendida. A presenca de células inflamatorias no
microambiente das vias aéreas permite classificar os pacientes em diversos
fendtipos, como os estudados nesse trabalho. Essas células produzem mediadores
que irdo influenciar no tipo de resposta inflamatéria, e consequentemente, na
resposta ao medicamento. Dessa forma, € essencial que esses individuos sejam
bem caracterizados. Atualmente, a essa classificagdo € realizada pela contagem
diferencial de leucocitos no escarro induzido, uma técnica que exige pessoas
capacitadas para analise, além de ser lenta e invasiva.

Apesar da dificil obtengdo do escarro, esse fluido € rico em moléculas
secretadas tanto por células epiteliais quanto por células inflamatérias, sendo
considerado uma fonte de mediadores importantes que refletem a situagédo local.
As técnicas de protedmica e metaboldmica tém sido bastante utilizadas para
caracterizagdo de doencas complexas. Juntas, essas técnicas podem se
complementar, resultando em um maior poder de compreenséo do tema estudado.
Além de fornecer uma rica informacéo sobre o perfil proteico e metabdlico, essas
técnicas permitem identificar biomarcadores que podem ser aplicados no
diagndstico precoce e na resposta ao tratamento da doenca.

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a explorar como as
proteinas € os metabdlitos se alteram no escarro de pacientes com asma
eosinofilica, neutrofilica, mista e paucigranulocitica. Dentre os individuos
selecionados, percebeu-se uma predominancia do género feminino em todos os
grupos estudados. Sabe-se que a asma de inicio tardio acomete mais mulheres do
que em homens (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2019), o que corrobora os
nossos achados, uma vez que a maioria dos individuos do estudo relataram inicio
dos sintomas apds o0s 12 anos de idade. Estudos indicam que além da maior
prevaléncia da asma em mulheres, esse género € mais suscetivel a formas mais
graves e a ocorréncia esta associada a mudancas hormonais (RAO et al., 2013).

O peso corporal esta relacionado com as exacerbagbes, de forma que a
obesidade favorece a ocorréncia dos sintomas (SCHATZ et al., 2013). Ainda, a

perda de peso por meio de uma dieta restritiva e exercicios fisicos em individuos
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asmaticos com sobrepeso ou obesos resultou no controle da asma com diminui¢éo
da inflamagéo das vias aéreas (SCOTT et al.,, 2013). Para tentar minimizar as
diferengas entre os pacientes uma vez que a doenca por si ja € bastante
heterogénea, foi estabelecido um valor de IMC (> 40) como critério de excluséo da
pesquisa. Dessa forma, esse valor se manteve estavel em todos os grupos.

A contagem de eosindfilos no sangue tem sido proposta como um
biomarcador para a eosinofilia das vias aéreas, devido a correlagcbes entre a
contagem desse tipo celular no escarro € no sangue (MCGRATH et al.,, 2012,
SCHLEICH et al., 2013; COUMOU et al., 2018). Contudo, n&o ha consenso entre o
valor estabelecido como base. Enquanto dois desses estudos de grandes coortes
estabeleceram o limiar de 220 células/uL, ambos com sensibilidade e
especificidade de aproximadamente 70 % para identificar individuos com alta
contagem de eosindfilos no escarro (MCGRATH et al., 2012; SCHLEICH et al,,
2013), o outro estudo conseguiu melhor especificidade (91%) ao utilizar o limite de
270 células/uL (WAGENER et al., 2015). Esses estudos foram realizados com
pacientes asmaticos em tratamento, sempre com corticosteroide inalatério. Ao
contrario dos eosindéfilos, a contagem de neutréfilos no sangue ndo pode ser
utilizada para identificar individuos com alta contagem no escarro (SCHLEICH et
al., 2013)

Entretanto, como os niveis de eosindéfilos ndo sdo constantes, apenas uma
mensuragao pode levar a um diagndstico incorreto, principalmente se o individuo
estiver sob uso de corticosteroide sistémico (KOSTIKAS; BRINDICCI; PATALANO,
2018). Apesar de nao haver diferenca entre os niveis de eosindéfilos no sangue
entre os grupos participantes do presente estudo, € possivel observar pelo intervalo
interquartil que em todos os grupos fenotipicos ha individuos com mais que 270
eosinofilos/uL, apesar de o maior intervalo interquartil do grupo eosinofilico ser
maior que os demais. Esse achado confirma que a contagem desse tipo celular no
escarro nem sempre reflete a contagem no sangue.

Por meio das anotagbes depositadas no banco de dados Panther, foi
possivel classificar a maioria das 295 proteinas identificadas no escarro induzido e
126 proteinas identificadas no soro dos pacientes asmaticos, de acordo com as
funcdes moleculares e processos bioldgicos desempenhados por elas. Essas

proteinas de ambos tipos amostrais desempenham diversas func¢des, sobretudo a
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atividade catalitica, em especial de transferase e hidrolase no escarro € oxiredutase
e hidrolase no soro, a funcéo de ligacdo, com destaque para ligacdo de proteinas,
e a regulacao da funcdo molecular, principalmente a regulagdo enzimatica.

Logo, observa-se que apesar da maioria das proteinas identificadas nas vias
aéreas serem diferentes das encontradas sistemicamente, as fungdes moleculares
permanecem basicamente as mesmas nos dois compartimentos. De modo similar,
ao analisar a ontologia genética do proteoma do escarro de pacientes asmaticos,
um estudo identificou que as proteinas estavam associadas as mesmas fungdes
moleculares que o0 nosso trabalho. Ainda, a analise ndo foi alterada em relagdo aos
individuos saudaveis (GHARIB et al., 2011).

A analise de ontologia génica mostrou que os principais processos celulares
relacionados aos proteomas do escarro induzido e do soro também s&o os
mesmos. Apesar das proteinas do escarro estarem relacionadas a outros 3
processos diferentes que n&o foram identificados no soro, apenas 1 ou 2 proteinas
estavam associadas a esses processos, ndo sendo representativos de todo o
proteoma. No presente trabalho foi identificado que o principal processo biologico
associado tanto as proteinas do soro quanto de escarro foram 0s processos
celulares, principalmente metabdlicos.

Esses achados foram diferentes do estudo de Gharib e colaboradores
(2011), que identificaram os processos de regulacdo bioldgica e resposta ao
estimulo no escarro de pacientes com asma, processos também identificados no
nosso estudo, mas os subtipos desses processos diferiram. Enquanto eles
identificaram processo de regulacao de apoptose, no nosso estudo identificamos a
regulacao da transducdo de sinal. Ainda, a resposta ao estimulo encontrada nesse
trabalho se deve a resposta ao estresse, assim como no deles, e também a
quimicos, diferente de estimulos bibticos identificados no estudo citado.

A MYH9, uma miosina ndo muscular, foi identificada de forma exclusiva no
escarro de pacientes eosinofilicos e neutrofilicos. E uma proteina de ligacdo a
actina associada a processos de adesao, migracéo e divisdo celular (VICENTE-
MANZANARES et al., 2009). Alguns estudos trazem sua associa¢gdo com o cancer
de pulmé&o (KATONO et al., 2015; KHAN et al., 2017), porém a sua atuacé&o na

asma ainda no foi relatada.
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A proteina SCGB1D2, também conhecida como lipofilina B, estava ausente
apenas no escarro de pacientes paucigranulociticos. Sabe-se que essa proteina
faz parte das secretoglobinas, pequenas proteinas secretadas, € pode ser
encontrada nas glandulas salivares. Entretanto, as informa¢des sobre a fungéo
dessa proteina sédo escassas (ZHAO et al., 1999). Interessantemente, um outro
membro da superfamilia secretoglobina, SCGB1A1, foi encontrada subexpressa no
escarro induzido de pacientes com asma (GHARIB et al., 2011).

Ja no soro, a MMP21 foi identificada somente no grupo eosinofilico,
enquanto que a LPA estava ausente apenas no grupo neutrofilico. Varias
metaloproteinases de matriz foram associadas com a asma, como a MMP2 e MMP9
(CATALDO et al., 2000), e a MPP8 (PRIKK et al., 2002). Porém, as fun¢gdes sobre
a MMP21 néao estdo bem esclarecidas. Possivelmente, ela esta envolvida com a
via de sinalizacdo Wnt/B-catenina, que regula processos de proliferacédo e
diferenciacédo celular (MARCHENKO; MARCHENKO; STRONGIN, 2003). A LPA é
o principal componente lipoproteina a, que € capaz de se ligar e clivar a fibronectina
(SALONEN et al.,, 1989). Por sua vez, a deposicdo de fibronectina na matriz
extracelular das vias aéreas esta correlacionada com a progressdo da asma
(HOCKING, 2002). Dessa forma, a LPA poderia estar atuando como fator protetor.

Em uma analise geral das proteinas alteradas no escarro dos pacientes
asmaticos permitiu identificar que a maioria das proteinas estava superexpressa
nos grupos neutrofiico e misto, e subexpressa em eosinofilicos e
paucigranulociticos. Ainda, observou-se que ha pouca diferencga entre neutrofilicos
e mistos, sugerindo que o perfil inflamatério predominante no grupo misto é
proveniente da neutrofilia. A analise de bioinformatica sugere que as 52 proteinas
alteradas no escarro estio associadas a diversas vias biolégicas. Estas incluiram
vias do sistema imune, sobretudo sistema imune inato, degranulagado de neutréfilos
e plaquetas, homeostasia, sinalizac&o de citocinas, vias de formacéo de focus de
heterocromatina associado a senescéncia, ativacédo do fator de fragmentacéo do
DNA, entre outras. 24 proteinas associadas ao sistema imune estavam alteradas
no escarro dos pacientes asmaticos, das quais 23 estdo envolvidas com o sistema
imune inato e 20 com a degranulacéo de neutrofilos.

Entre essas 20 proteinas estdo a CTSG e CAMP, que foram selecionadas

entre as proteinas alteradas significativamente, por juntamente com outras serem
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capazes de diferenciar os grupos analisados. Ambas proteinas foram encontradas
superexpressas em neutrofilicos e mistos. A CAMP ¢ clivada gerando o peptideo
antimicrobiano LL-37, que ¢é liberado por neutréfilos mediante inflamacé&o e atua na
defesa do hospedeiro (HIEMSTRA et al., 2016). Um estudo comparativo entre
pacientes com asma, DPOC e fibrose cistica verificou que os niveis dessa proteina
estavam reduzidos no escarro de pacientes asmaticos em relacdo ao grupo
controle. Entretanto, o perfil de células inflamatérias do escarro foi investigado
somente em pacientes com fibrose cistica, 0 grupo que apresentou maiores niveis
de CAMP, revelando uma grande quantidade de neutrofilos (XIAO et al., 2005).

A ANXA1, também associada com vias do sistema imune, foi outra proteina
selecionada, encontrada elevada nos neutrofilicos em relacdo aos
paucigranulociticos e mistos. Essa proteina tem acgado anti-inflamatéria, pois €
induzida por glicocorticoides e atua na reducdo da migracdo de neutréfilos
(RONCHETTI et al., 2018). Dessa forma, essa proteina poderia estar atuando para
controlar a inflamacéo gerada pela quantidade elevada de neutréfilos. Em um
estudo de protedmica avaliando o escarro de varias variantes da asma, essa
proteina foi encontrada em niveis elevados na asma aperto no peito variante em
relacdo ao controle e as demais variantes estudadas (CAO et al., 2017).

A BPIFA1 e MUC5AC também fazem parte das proteinas selecionadas. A
BPIFA1 é secretada pelas células epiteliais das vias aéreas, e atua na defesa
contra patégenos, além de controlar a contracdo do musculo liso das vias aéreas e
por conseguinte, a hiperresponsividade. As citocinas da resposta inflamatéria do
tipo Th2 presentes na asma eosinofilica alérgica podem inibir essa proteina,
promovendo aumento da contragédo e da hiperresonsividade (WU et al., 2017).
Esses fatos condizem com o fato de essa proteina ter sido encontrada subexpressa
no grupo eosinofilico. A MUC5AC é uma mucina normalmente encontrada em
niveis elevados na asma, que pode causar prejuizos em uma les&o respiratoria.
Essa proteina é induzida por uma resposta inflamatéria do tipo Th2, tipica de
resposta desencadeada pela asma eosinofilica alérgica (EVANS et al., 2015),
corroborando o fato de que essa proteina foi encontrada em niveis elevados nos
eosinofilicos.

Além das proteinas citadas, outras identificadas no escarro também podem

contribuir para o0 melhor entendimento dos fendtipos inflamatoérios da asma. Por
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meio dos niveis de S100A8, foi possivel diferenciar neutréfilos e mistos de
eosindfilos e paucigranulociticos. E uma proteina secretada por neutréfilos, atua na
resposta inflamatdria liberando citocinas inflamatorias, espécies reativas de
oxigénio e 6xido nitrico (WANG et al., 2018). O efeito protetor dessa proteina foi
demonstrado em ratos com asma induzida, ao inibir a contragédo dos musculos lisos
das vias aéreas, o que resulta no controle da hiperresponsividade das vias aéreas
(XU et al., 2017). A CST4 foi outra proteina identificada no presente estudo capaz
de diferenciar os grupos citados. E uma proteina inibidora de cisteina protease com
funcdo defensiva, uma vez que se liga a bactérias e lipopolissacarideos bacterianos
(LPS) (FABIAN et al., 2012).

Outras duas proteinas associadas a degranulacdo de neutréfilos foram
identificadas em niveis elevados nos grupos neutrofilico e misto em relacédo ao
grupo paucigranulocitico, a LDHA e ELANE. Um estudo verificou que pacientes
com asma aguda e infecgao viral apresentaram maior numero de neutréfilos e altos
niveis dessas duas proteinas, em relacdo aos com asma n&o infecciosa, o que
corrobora os nossos achados (WARK et al., 2002). Outro achado interessante foi a
proteina SMR3B, encontrada em niveis mais baixos apenas em
paucigranulociticos. De maneira oposta, em um estudo anterior que analisou 0
proteoma de pacientes asmaticos e individuos saudaveis, essa proteina foi
encontrada em niveis menores nos pacientes (GHARIB et al., 2011). Apesar de ter
sido identificada na asma, seu papel na doenca ainda n&o foi esclarecido.

A analise protedmica do soro dos pacientes do grupo misto identificou o
aumento de proteinas associadas a vias semelhantes as encontradas no escarro,
apesar das proteinas alteradas em cada tipo amostral serem diferentes. 5 proteinas
estavam associadas a vias do sistema imune, das quais 4 estavam envolvidas em
vias do sistema imune inato. Dentre elas, estdo duas proteinas que foram
selecionadas entre, a LAMP2 e CRISP3, por serem capazes de juntas diferenciar
quase todos os grupos analisados. Com exce¢do da combinagdo neutrofilico e
paucigranulocitico, todos os outros puderam ser discriminados utilizando os niveis
de intensidade normalizada dessas proteinas.

A LAMP2 esta envolvida com a degranulacdo de neutréfilos e plaguetas,
presente nos granulos azurdfilos dos neutréfilos (THAYSEN-ANDERSEN et al.,

2015), bem como no plasma (CABY et al., 2005). Ainda, esta relacionada com a
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homeostase, atuando na autofagia (GUKOVSKAYA et al., 2017). Ja a CRISP3 esta
presente nos granulos secundarios e terciarios dos neutréfilos, e possivelmente
desempenha um papel antimicrobiano (UDBY et al., 2002a). Também pode ser
encontrada na saliva € no sangue, mas pouco se conhece sobre essa proteina
(UDBY et al, 2002b). Essa foi a unica proteina que apresentou niveis
estatisticamente diferentes tanto no escarro quanto no soro.

As outras duas proteinas selecionadas no soro foram FCN3 e THBS1,
ambas encontradas em niveis maiores no grupo eosinofilico. A FCN3 foi
encontrada superexpressa apenas nos eosindfilos em relagdo aos grupos
neutrofilico e misto. Essa proteina atua na ativagao do sistema complemento pela
via da lectina e em um outro estudo foi encontrada em niveis elevados no soro de
pacientes com asma refrataria em relagdo a asma n&o refrataria. Ainda, a
deficiéncia de FCN3 pode estar associada ao aumento da infec¢éo (ALAM et al.,
2017), o que poderia explicar o motivo dessa proteina ter sido encontrada em niveis
baixos no grupo neutrofilico. Sabe-se que o aumento de neutrdéfilos na asma pode
estar associado a infecgbes respiratorias, pois essas células desempenham um
papel extremamente importante na defesa contra patdogenos (GAO; YING; DAI,
2017). Entretanto, nem sempre esse aumento esta relacionado com desordens
infecciosas na asma (RADERMECKER et al., 2018).

A THBS1, aumentada em eosinofilicos em relacdo ao grupo
paucigranulocitico no presente estudo, esta envolvida com a ativagao plaquetaria,
processo importante que ocorre na asma alérgica grave. Também, pode estar
associada a induc&do quimiotatica de macréfagos e a promogao da resposta pro-
inflamatoria (SHI et al., 2018). Dessa forma, o aumento dessa proteina apenas no
grupo eosinofilico poderia ser explicado devido a grande quantidade de eosindfilos
presentes que € também porque grande parte dos pacientes que compdem esse
grupo ¢é atopico.

Além das proteinas citadas, outras associadas ao sistema imune inato
também apresentaram relevancia. A VTN atua na ativacdo do sistema
complemento e interage com integrinas permitindo a adesao e migracao de
neutrdéfilos, além de possuir funcéo antiapoptdtica em neutréfilos (BAE et al., 2012).
Ainda, esta relacionada ao processo adesdo de eosindfilos no sangue durante o
recrutamento na asma (JOHANSSON; MOSHER, 2013). A C1QA, componente do
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sistema complemento, atua na diferenciagéo de células T CD4 + naive em células
T reguladoras (Treg), auxiliando no controle da inflamagado (MASCARELL et al,,
2017).

Outra proteina identificada no grupo misto associada ao sistema imune é a
CA1, que esta associada com a resposta inflamatoria de mastocitos. Entretanto, ha
pouca informacgéo disponivel sobre sua fungdo (HENRY et al., 2016). O PF4,
mediador inflamatério liberado por plaquetas, atua na estimulacéo de basofilos para
liberac&o de histamina, e na ativagao de eosindfilos. Se encontra elevado na asma,
tanto durante a exacerbagéao quanto na fase estavel (TUTLUOGLU et al., 2005). A
maioria dessas proteinas superexpressas no grupo misto estio relacionadas com
alguma fungédo associada aos neutréfilos, mostrando que possivelmente a resposta
inflamatdria desse tipo celular prevalece quanto a neutrofilia e a eosinofilia
coexistem. Entretanto, n&o € possivel explicar porque essas proteinas nio estao
superexpressas no grupo neutrofilico.

Como ja citado anteriormente, a asma possui influéncia genética e
ambiental. A metaboldmica € uma étima ferramenta para estudar essa doencga, na
busca de novos biomarcadores e no entendimento da patofisiologia da asma, uma
vez que os metabdlitos sdo extremamente sensiveis a alteragbes na resposta
celular (KELLY et al., 2017). Além disso, pelo metaboloma é possivel identificar
respostas celulares a exposicbes anteriores, 0 que torna essas pequenas
moléculas mais proximais dos processos da doenca (MCGEACHIE et al., 2015).
Devido a tamanha importancia, essa técnica tem sido aplicada no estudo de
fendtipos da asma, especialmente na asma refrataria, identificando que acidos
graxos poli-insaturados estéo relacionados com a resisténcia a corticoide (ZHU,
CAMARGO; HASEGAWA, 2019).

A analise metabolédmica dos pacientes com asma classificados de acordo
com os fendtipos inflamatoérios, permitiu identificar uma mudanga no perfil
metabdlico do escarro € do soro desses pacientes. 17 metabdlitos estavam
alterados no escarro entre pelo menos dois grupos. Desses, varios foram
encontrados superexpressos nos eosinofilicos e também no grupo misto, e
subexpressos nos paucigranulociticos. Esses metabdlitos devem ser melhor

estudados, uma vez que podem ser estabelecidos como biomarcadores ndo so6
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para definir o fendtipo da asma, mas também para avaliar a progressao da doencga
ou serem utilizados como alvos para tratamento (VILLASENOR et al., 2017).

O oposto foi identificado no soro dos pacientes, sendo que de 15 metabdlitos
diferencialmente expressos entre os grupos, 8 estavam subexpressos nos
eosinofilicos. Entretanto, os metabdlitos identificados nos dois tipos amostrais
foram diferentes, sendo que apenas 1 foi semelhante. E interessante observar que
esse metabdlito teve um perfil diferente em cada tipo amostral, de forma que no
escarro estava subexpresso no grupo misto, e no soro estava subexpresso no
grupo eosinofilico. Esse achado sugere que nem sempre uma molécula esta
expressa igualmente em dois microambientes diferentes, mesmo que sob mesma
condicdo. Em um estudo comparativo de plasma e lavado broncoalveolar de
camundongos com asma induzida, foi verificado que um determinado metabdlito
alterado em um momento no lavado n&o estava alterado no plasma (QUINN et al.,
2017).

Uma grande dificuldade da metabolémica é a analise dos dados, que requere
modelos estatisticos diferentes dos convencionais. Dessa forma, a escolha dos
métodos para analisar os dados € um passo fundamental. Na analise de
quimiometria, que consiste em aplicar métodos estatisticos e matematicos em
dados de origem quimica, o PLS-DA é uma técnica que se destaca na
discriminagéo dos grupos amostrais (GROMSKI et al., 2015). No presente estudo,
o método de PLS-DA foi aplicado utilizando os metabdlitos selecionados por analise
de significancia. O modelo foi capaz de separar os 4 grupos fenotipicos em
amostras de escarro, com uma boa acuracia (88,28 %). Os grupos eosinofilico e
paucigranulocitico foram os grupos preditos com maior acuracia.

Pesquisadores utilizaram ressonancia magnética nuclear para analisar 0
metaboloma do condensado do exalado pulmonar de pacientes eosinofilicos e
neutrofilcios. De forma oposta ao presente estudo, o estudo falhou em discriminar
pacientes eosinofilicos de nado eosinofilicos, utilizando outro modelo de
quimiometria, a analise de componentes principais (PCA). Entretanto, pbdde separar
os neutrofilicos de ndo neutrofilicos com acuracia de 79% (IBRAHIM et al., 2013).
Assim, observa-se que nosso estudo apresentou melhor resultado de discriminagao
dos grupos fenotipicos no escarro, apesar do método ndo ter obtido sucesso na

separacao dos grupos no soro dos pacientes.
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Os dados de metabolémica também foram aplicados a métodos de arvore
de decisdo, como 0 J48 e o RF. O algoritmo RF € um modelo robusto para analisar
dados discrepantes, pois ele produz uma estimativa imparcial da distribuicdo de
erro generalizada. (GROMSKI et al., 2015). Outro ponto positivo € que esse modelo
funciona bem se alguns dados estiverem ausentes, 0 que auxilia na analise ja que
normalmente ndo se sabe a origem da auséncia devido a quantidade de dados
(KOKLA et al., 2019). De fato, a aplicagdo do RF nos dados de metabolémica
resultantes desse trabalho resultou em melhor acuracia para discriminagdo dos
grupos analisados em relacéo ao J48. O RF foi capaz de separar 0s grupos com
acuracia excelente de 98,62 % no escarro e 97,98% no soro, com erro absoluto
extremamente baixo.

Dentre os algoritmos de classificacdo aplicados no estudo, o RF foi 0 mais
efetivo para separar os grupos fenotipicos inflamatérios de asma. Entretanto, €
interessante salientar que apesar dos algoritmos apresentarem resultados de
acuracia diferentes, todos foram mais eficientes em diferenciar os pacientes

eosinofilicos dos demais grupos.
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6. CONCLUSAO

Em virtude do que foi exposto, esse estudo mostrou que, por meio da analise
protedmica e metaboldémica de escarro induzido € soro, em conjunto com uma
analise quimiométrica, foi possivel identificar proteinas e metabdlitos capazes de
discriminar significativamente os 4 grupos fenotipicos inflamatorios de asma. Entre
essas proteinas, algumas ainda ndo foram relatadas associadas a asma.

Ainda, esse estudo possibilitou identificar que o perfil protebmico dos
fendtipos inflamatorios da asma se complementa com as modificagcées identificadas
no perfil metaboldmico desses pacientes. Em ambas analises foi verificado que,
independentemente das moléculas encontradas, o grupo eosinofilico se diferencia
dos grupos neutrofilico e misto, os quais possuem alteracbes similares
principalmente quanto ao perfil de proteinas, sugerindo uma forte semelhanga entre
esses dois grupos. Tanto no escarro induzido quanto no soro de pacientes
neutrofilicos e mistos, foi possivel observar um aumento significativo na abundancia
de proteinas associadas a vias de degranulagdo de neutrofilos.

Por fim, as proteinas e metabdlitos identificados devem sem melhor
estudados para identificar a relacdo entre eles, elucidando o papel dessas
moléculas na patogénese dos diferentes fendtipos inflamatérios da asma. Além
disso, essas moléculas devem ser validadas para posteriormente serem usadas na
fenotipagem dos pacientes asmaticos, contribuindo para o tratamento correto

dessa doenca.
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7. PERSPECTIVAS

Devido a complexidade da técnica de protedmica por espectrometria de
massas shotgun, um numero reduzido de amostras bem caracterizadas foi
utilizado. Dessa forma, nossos achados devem ser validados em uma populacéo
maior, utilizando uma metodologia mais simples, como Western Blot. Além disso,
os achados no escarro devem ser verificados na saliva na tentativa de identificar as
mesmas proteinas, que poderiam ser utilizadas para a fenotipagem inflamatéria da
asma de forma menos invasiva e simplificada. Como analise adicional, as proteinas
identificadas tanto no soro quanto no escarro induzido ser&o comparadas em cada
individuo separadamente, a fim de compreender a variacdo da resposta
inflamatdria desses dois ambientes mediante a mesma condi¢do.

Além disso, a identificacdo dos metabdlitos deve ser aprimorada, com o
intuito de se identificar todos o0s compostos que apresentaram diferenca
significativa. Essas informagdes sdo extremamente importantes para
complementar os dados de protebmica, auxiliando no melhor entendimento dos
fendtipos inflamatdrios da asma. Da mesma forma, os metabdlitos serdo validados
em uma populagdo maior. Por fim, o sistema de classificacdo por RF sera
aprimorado, para que a plataforma online seja didatica, e por fim, uma popula¢éo

externa deve ser utilizada para validagao.
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APENDICE A

APENDICES

Tabela 13: Proteinas identificadas no escarro (E) e soro (S) de pacientes com asma, exclusivas de um ou mais grupos fenotipicos.

E/S | ID i ((lijen?l:():reost?o Gene Proteina L’lx\lniF::eops Classe E L :Imosl\;rasp
E |1 P35579 MYH9 Miosina 9 12 515 |0 |0
E |2 | 095969 SCGB1D2 Secretoglobina familia 1D membro 2 3 7 |4 |0 |4
S |3 | Q8N119 MMP21 Metaloproteinases de matriz 21 1 Metaloprotease 4 (0 (0 |O
S |4 | P08519 LPA Apolipoproteina (a) 23 Serina protease 6 |0 [5 |6

E = eosinofilico. N = neutrofilico. M = misto. P = paucigranulocitico. Na tabela esta evidenciado o nimero de acesso no banco de dados UniProt, o nome
do gene, o nome da proteina, a quantidade de peptideos unicos identificados no sequenciamento, a classe identificada pelo Panther e nimero de amostras
que expressam a proteina em cada grupo.

Tabela 14A: Proteinas significativamente alteradas no escarro de pacientes com asma.

i i ((lijen?;:reost?o Gene Proteina L!J\Inﬁzeops Classe E N ela\lmosl\:lrasp
1 | p25815 S$100P Proteina $100-P e 8 |8 |8

2 | PO5109 S100A8 | Proteina S100-A8 9 gﬁg};):;:ga maleeula dé 8 |8 |8 |8
3 | P49913 CAMP Peptideo antimicrobiano do tipo catelicidina 1 4 |8 |7 |4
4 | O75594 PGLYRP1 Proteina de reconhecimento de peptidoglicano 1 2 5 |18 |7 |4
5 | P12273 PIP Proteina indutivel pela prolactina 10 8 [8 |8 |8
6 | P04745 AMYAT Alfa-amilase 6 8 |8 [8 [8
7 | PO1036 CST4 Cistatina-S 5 8 |8 [8 [8
8 | P06870 KLK1 Calicreina 1 3 Serina protease 8 |8 |8 |8




9 | P62328 TMSB4X Timosina beta-4 3 8 |8 [8 |6
10 | P54108 CRISP3 Proteina secretéria rica em cisteina 3 4 Defesa / proteina da imunidade 8 [8 |8 |8
11 | P08263 GSTA1 Glutationa S-transferase A1 4 8 [4 |7 |6
12 | P32926 DSG3 Desmogleina 3 1 g;ﬂg;“a? proteinadejungde | 4 |5 |g |4
13 [ Q16378 PRRL4 Proteina rica em prolina 4 16 8 [8 |8 |8
14 | P22079 LPO Lactoperoxidase 16 Peroxidase 8 |8 |8 |8
15 | Q9NPSS BPIFA1 Familia A membro 1 contendo repeticdo BPI 5 7 |18 |8 |7
16 | Q96DA0 7G168 ;%mogg)r%g I136de proteina de granulos de 8 s ls |sg |7
17 | P23280 CA6 Anidrase carbdnica 6 6 8 [8 |8 |8
18 | P14174 MIF Fator de inibicdo da migracdo de macréfagos 1 6 |6 (4 |4
19 | P98088 MUCS5AC Mucina 5AC 10 Inibidor de protease 8 |7 |7 |7
>0 | Po2814 SMR3B Z;gtglg:nc:)a%andma submaxilar regulada por 26 s |s |s |8
21 | P16401 H1-5 Histona H1.5 1 Histona 7 |6 [4 |4
22 | Q9GZZz8 LACRT Glicoproteina lacritina extracelular 3 8 [5 |6 |4
23 | P80723 BASP1 Proteina solivel em &cido cerebral 1 4 8 |8 [7 |4
24 | P16403 H1-2 Histona H1.2 1 Histona 8 |8 [6 [5
25 | AOAOC4DH42 | IGHV3-66 Imunoglobulina de cadeia pesada 3-66 1 7 |8 |8 |7
26 | P04083 ANXAT Anexina A1 5 7 |8 [8 (7
27 | P08246 ELANE Elastase de neutréfilos 3 7 |8 |8 |8
28 | P04280 PRB1 Proteina salivar béasica rica em prolina 1 6 6 |8 [6 |4
29 | P02652 APOA2 Apolipoproteina A-ll 1 Apolipoproteina; transportador 5 18 |6 |4
30 | PO8311 CTSG Catepsina G 2 Serina protease 7 |8 [8 |4
31 | QINZT1 CALML5 Proteina semelhante a calmodulina 5 2 Calmodulina 7 |8 |8 |4
32 | P59666 DEFA3 Defensina de neutroéfilo 3 3 8 [8 |8 |8
33 | P05164 MPO Mieloperoxidase 11 Peroxidase 8 |8 |8 |8
34 | P00338 LDHA Lactato desidrogenase cadeia A 1 Desidrogenase 7 |8 |8 |5
35 | P24158 PRTN3 Mieloblastina 3 Serina protease 8 |8 [8 [8
36 | P68871 HBB Hemoglobina subunidade beta 1 7 |8 |7 |5

(00}
(00}




37 | PO7355 ANXA2 Anexina A2 2 6 [8 |7 |5

38 | Q9HD89 RETN Resistina 2 6 [8 |7 |5

39 | P31151 S100A7 | Proteina S100-A7 4 | Calmodulina; — molecula  delg g |g |g
sinalizacio

40 | P16070 CD44 Antigeno CD44 1 5 |7 [6 |4

41 | P52566 ARHGDIB | Inibidor da dissociacdo de Rho GPD 5 |Molcoula  de  SinaliZEgae; | o | g | |6
modulador de proteina G

42 | Q9UBCY9 SPRR3 Proteina pequena rica em prolina 7 7 |8 [8 |7

43 | P14780 MMP9 Metaloproteinases de matriz 9 6 Metaloprotease 7 |18 |8 |8

44 | QoUGM3 DMBT1 Pro’gema deletada em tumores cerebrais o5 Oxidase; receptor; serina s |s |s |8

malignos 1 protease

45 | P08571 CD14 Antigeno de diferenciacao de mondcitos CD14 2 7 |7 |8 |5

46 | P04406 GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 7 Desidrogenase 8 [8 |8 |8

47 | QoH299 SH3BGRL3 Erotelna,sgmelhaqte_a dominio de ligagdo SH3 5 6 17 |8 |5

rico em acido glutdmico 3

48 | P02812 PRB2 Proteina salivar basica rica em prolina 2 3 518 |8 |8

49 | P06744 GPI Isomerase de glicose-6-fosfato 4 Isomerase 7 |8 |8 |5

50 | ADAOJOYX35 | HV64D Imunoglobulina de cadeia pesada 3-64D 2 7 |18 |8 |5

51 | Q01518 CAP1 Proteina 1 associada a adenilil ciclase g |Proi€ina do ciiaesqueleto da (. |2 (g |5
familia actina

52 | P01040 CSTA Cistatina A 3 Inibidor de protease de cisteina 7 18 |8 |5

E = eosinofilico. N = neutrofilico. M = misto. P = paucigranulocitico. Na tabela esta evidenciado o nimero de acesso no banco de dados UniProt, 0 nome
do gene, 0 nome da proteina, a quantidade de peptideos Unicos identificados no sequenciamento, a classe identificada pelo Panther e nimero de amostras
que expressam a proteina em cada grupo.

Tabela 15: Proteinas significativamente alteradas no soro de pacientes com asma.

ID N de acesso . N pep N amostras
(UniProt) Gene Proteina {inicos Classe EIN IMIP

1 075636 FCN3 Ficolina-3 1 Molécula de sinalizacio 8 |4 |6 |7

2 P00915 CA1 Anidrase carbbnica 1 3 8 |7 |8 [6
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Subcomponente do complemento C1Q

P02745 C1QA subunidade A 1 8 |8 |8 [8

4 | PO2776 PF4 Fator de plaquetas 4 3 Quimiocina 8 [8 |8 |7

5 | P04004 VTN Vitronectina 14 8 |8 |8 [8

6 | P04278 SHBG Globulina ligadora de hormdnios sexuais 3 8 |8 |8 |7

7 | P07996 THBS1 Trombospondina 1 2 8 |6 |5 |7

8 P13473 LAMP2 (_3Iicoproteina de membrana associada a 1 Proteina reguladora do trafego de 716 |5 |8
lisossomo 2 membrana

9 | P43251 BTD Biotinidase 3 hidrolase 8 |8 |8 [8

10 | P54108 CRISP3 Proteina secretéria rica em cisteina 3 1 Defesa/ proteina da imnunidade 5 [6 |7 |8

11 Q15582 TGFBI Proteina ig-h3 indutora de fator de crescimento 1 I\/_Iole_culaﬂde adeséo celular e 5 s |5 |8
transformador-3 sinalizacao

12 | Q92954 PRG4 Proteoglicano 4 2 6 |7 |6 |8

E = eosinofilico. N = neutrofilico. M = misto. P = paucigranulocitico. Na tabela esta evidenciado o nimero de acesso no banco de dados UniProt, 0 nome
do gene, 0 nome da proteina, a quantidade de peptideos Unicos identificados no sequenciamento, a classe identificada pelo Panther e nimero de amostras
que expressam a proteina em cada grupo.
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APENDICE B

Tabela 16B: Vias enriquecidas identificadas pelo Reactome associadas a proteinas
diferencialmente expressas no escarro de grupos fenotipicos da asma.

plaguetéria

Via (Reactome) i d,e Proteinas
proteinas

ANXA1, ANXA2, CALML5, CAMP, CD44,
CRISP3, CTSG, DEFA3, ELANE, HBB,

Sistema imune 24 MIF, MMP9, MPO, PGLYRP1, PRTNS,
RETN, S100A7, S100A8, S100P,
BPIFA1, CAP1, CD14, GPI, MUC5AC
ANXA2, CALML5, CAMP, CD44,
CRISP3, CTSG, DEFA3, ELANE, HBB,

Sistema imune inato 23 MIF, MMP9, MPO, PGLYRP1, PRTNS,
RETN, S100A7, S100A8, S100P,
BPIFA1, CAP1, CD14, GPI, MUC5AC
ANXA2, CALML5, CAMP, CD44,
CRISP3, CTSG, ELANE, HBB, MIF,

Degranulacdo de neutréfilos 20 MMP9, MPO, PGLYRP1, PRTN3, RETN,
S100A7, S100A8, S100P, CAP1, CD14,
GPI

Degranulacdo de plaquetas 2 TMSB4X, CAP1

Homeostasia 7 ANXA2, CD44, HBB, MIF, PRTN3,
TMSB4X, CAP1
CAMP, CTSG, DEFA3, ELANE,

Peptideos antimicrobianos 9 PGLYRP1, PRTN3, S100A7, S100A8,
BPIFA1

Ativacdo de metaloproteinases de matriz 3 CTSG, ELANE, MMP9

D . . . ANXA1, ANXA2, CD44, MIF, MMP9,

Sinalizagéo de citocinas no sistema imune 6 PRTN3

Interacéo de superficie celular da parede 5 CD44, MIF

vascular

Degradacio de colageno 2 ELANE, MMP9

Degradacio de matriz extracelular 4 CD44, CTSG, ELANE, MMP9

Sinalizacdo de IL-4 e IL-13 2 ANXA1, MMP9

Sinaliza¢&o por interleucinas 5 ANXA1, ANXA2, MIF, MMP9, PRTN3

Regulacéo de TLR por ligantes end6genos 2 S100A8, CD14

Ligacdo e captacao de ligantes pelos 1 HBB

receptores sequestradores

Dissolucdo do coagulo de fibrina 1 ANXA2

Eritrécitos absorvem diéxido de carbono e

. N 1 HBB

liberam oxigénio

Eritrécitos absorvem oxigénio e liberam

o 1 HBB

dioxido de carbono

Eventos de sinalizagdo G alfa (i) 2 ANXA1, APOA2

Expressdo de genes e proteinas por

sinalizacdo JAK-STAT apdés estimulacio 2 ANXA2, MIF

com interleucina-12

Sequt_astro_de metais por proteinas 5 S100A7, S100A8

antimicrobianas

Ativacao, sinalizacdo e agregacéao 5 TMSB4X, CAP1
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Regulacio do transporte e absorcio de
fator de crescimento semelhante a insulina

(IGF) pelas proteinas de ligacdo ao fator 3 APOA2, CTSG, KLK1
de crescimento semelhante a insulina

(IGFBPs)

Gluconeogénese 2 GAPDH, GPI

Glicolise 2 GAPDH, GPI
Metabolismo de carboidratos 2 GAPDH, GPI
Contracdo do muscula liso 2 ANXA1T, ANXA2
Transporte de pequenas moléculas 3 APOA2, HBB, PIP
Ativacdo do fator de fragmentacio do DNA 2 HIST1H1B, HIST1H1C
Familia Dectin-2 1 MUCS5AC

C1GALT1C1 defeituoso causa sindrome

de poliaglutinacdo Tn (TNPS) l MLIBSAS

Formacéo de heterocromatina focada 5 HIST1H1B, HISTIHIC

associada a senescéncia

Conjugacio de glutationa

GSTA1

Terminacéo da biossintese de O-glicano

MUCS5AC

Tabela 17 Vias enriquecidas identificadas pelo Reactome associadas a proteinas

diferencialmente expressas no soro de grupos fenotipicos da asma.

Via enriquecida (Reactome) N d’e Proteinas
proteinas
Via da lectina de ativacdo do complemento 1 FCN3
Sinalizac&o por receptor tirosina quinase 1 THBS1
Degranulacdo de neutréfilos 2 CRISP3, LAMP2
Regulacéo da cascata Complemento 2 C1QA, VTN
Proteoglicanos de matriz extracelular 1 VTN
Metabolismo e transporte de biotina 1 BTD
Eventos de sinalizacdo G alfa 1 PF4
Degranulacdo de plaquetas 3 THBS1, LAMP2, PF4
Organizacio de matriz extracelular 1 THBS1
Homeostasia 3 THBS1, LAMP2, PF4
Sistema imune 6 FCN3, C1QA, CA1, CRISP3, LAMP2,
VTN
Sistema imune inato 5 FCN3, C1QA, CRISP3, LAMP2, VTN

Interacdes de superficie celular na parede

1 PF4
vascular
Doenca 1 THBS1
Organizacio da matriz extracelular 1 THBS1

g2




Interacdes de integrinas da superficie

THBS1, VTN
celular
Transducéo de sinal THBS1
Receptores de quimiocina se ligam a

PF4
quimiocina
Defeitos no metabolismo da biotina BTD
Ativacdo classica do complemento

C1QA

mediada por anticorpo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Protocolo de investigagao de asmaticos tratados e sua relagéo clinico funcional com a
biologia molecular do sistema imune

Pesquisador: Ana Luisa Godoy Fernandes

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 47579915.5.0000.5505

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP/EPM
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Sao Paulo

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.325.850

Apresentagéo do Projeto:
Trata-se de resposta de pendencia apontada no parecer 1;242;708 de 24/9/2015

N° CEP: 0932/2015 - Asma é uma doenca caracterizada por uma inflamacgao localizada nos pulmoes
diagnosticada pela presenga de sintomas clinicos que incluem a reversibilidade da limitagao do fluxo de ar,
hiperresponsividade das vias aéreas e a presenca de células inflamatdrias, estas caracteristicas levam a
bronquiocronstrigao recorrente nos pacientes que sofrem desta doenga. O tratamento tradicionalmente
usado é baseado em anti-inflamatérios (corticoides e antagonistas de receptores de leucotriencs) e
broncodilatadores (agonistas 2) porém a resposta ao tratamento é insuficiente em muitos casos.
Imunobiolégicos especificos tém sido usados com resultados variaveis e custos elevados. A asma & uma
doenga heterogénea, diferentes fenotipos ja foram descritos e classificados de varias formas dependendo
dos fatores indutores, presenga de atopia, gravidade da doencga, padrao de obstrugao de vias aéreas,
padrao inflamatorio e sinais clinicos. Cada fendétipo responde ao tratamento de uma forma diferente
caracterizando a complexidade da asma com relacéo as interacdes entre genes e o ambiente. A
fenotipagem da asma é importante para a elaboragéo de estudos sobre sua
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fisiopatologia, predigéo de progndsticos, selegao de pacientes em ensaios clinicos e escolhas de terapias
personalizadas. Estudos

recentes vém identificando novos marcadores moleculares, no plasma e escarro, além de demonstrar as
diferentes respostas as terapias direcionadas e convencionais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Caracterizagao do perfil inflamatério de pacientes asmaticos adultos acompanhados no
ambulatério de asma da Disciplina de Pneumologia do Hospital Sao Paulo, através da fenotipagem com
questionarios clinicos, de controle, de avaliagdo de qualidade de vida, medidas espirométricas e testes
imunolégicos.

Objetivo Secundario:

Avaliar o papel do APT na avaliagao do asmatico adulto.

Caracterizagao do perfil inflamatério destes pacientes conforme medidas realizadas no sangue, lavado nasal
e escarro induzido.

Descrever fenotipos com base nos dados coletados e associa-los a evolugdo quanto ao declinio acelerado
de fungéo pulmonar, frequéncia de exacerbagdes, instabilidade da asma e ocorréncia de efeitos adversos
relacionados ao tratamento de manutengao da asma

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
conforme descrito no parecer CEP. 1.242.708 de 24/9/2015

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

conforme descrito no parecer CEP. 1.242.708 de 24/9/2015
Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
conforme descrito no parecer CEP. 1.242.708 de 24/9/2015
Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Pendencias apontadas no parecer inicial:

1) Adequar o TCLE:a)- descrever os riscos dos procedimentos; b)-é necessario informar que o termo esta
sendo disponibilizado em 2 vias originais (e ndo 2 copias), uma para ficar com o participante e outra para
ficar com o pesquisador.; c)- todas as folhas devem ser numeradas (ex: 1/4, 2/4, etc.) e rubricadas pelo
pesquisador e pelo participante da pesquisa no momento da aplicagéo do TCLE.

2) Toda pesquisa a ser realizada no Hospital Universitario - Hospital Sao Paulo (HU/HSP), ou em
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qualquer um de seus ambulatérios,devera vir acompanhada de carta de autorizagao da Coordenadoria de
Ensino e Pesquisa do HU/HSP (que pode ser conseguida na Diretoria Clinica do HSP, no 1° andar do

Hospital Sao Paulo).

3) - Em relagéo ao orgamento: foi informado que o custo do projeto sera de R$ 180.000,00. Como este custo

é relativamente alto, favor informar quem ira arcar com este custo. Se for solicitado auxilio FAPESP,

apresentar carta de aprovacao (a qual pode ser apresentada posteriormente, na forma de "notificacao")

resposta: todas as alteracdes foram realizadas de forma adequada. Foi apresentada a carta da CoEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
parecer liberado ad referendum - trata-se de respostas de pendencias ao parecer inicial.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 12/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 557252.pdf 11:58:32
TCLE / Termos de | TCLEv2_061115.pdf 12/11/2015 | Ana Luisa Godoy Aceito
Assentimento / 11:58:00 [Fernandes
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLEv2 com_alteracoes_marcadas 06| 12/11/2015 |Ana Luisa Godoy Aceito
Assentimento / 1115.pdf 11:57:46 |Fernandes
Justificativa de
Auséncia
Outros Resposta_pendencia_CEP_121115.pdf | 12/11/2015 [Ana Luisa Godoy Aceito
11:55:07 _[Fernandes

Outros cartadeautorizacao.pdf 22/10/2015 [Ana Luisa Godoy Aceito
09:07:17 | Fernandes

Projeto Detalhado / | Projeto Newrepita 200715.pdf 22/07/2015 Aceito

Brochura 10:21:05

Investigador

Folha de Rosto Folha de rosto - Plataforma Brasil.pdf 22/07/2015 Aceito
10:17:12

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Enderego:

Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO
UF: SP

Telefone: (11)5571-1062

Fax:

CEP: 04.023-061

Municipio: SAO PAULO

(11)5539-7162

E-mail:

secretaria. cepunifesp@amail.com
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Nao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

SAO PAULO HOSPITAL SAO ° @

PAULO UNIFESP-HSP

SAO PAULO, 17 de Novembro de 2015

Assinado por:

Miguel Roberto Jorge
(Coordenador)

Endereco: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO

CEP: 04.023-061

UF: 8P Municipio: SAOQ PAULO

Telefone: (11)5571-1062

Fax:

(11)56539-7162

E-mail:

secretaria.cepunifesp@gmail. com
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