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Editorial
Editorial

E com grande satisfacdo que trazemos aos leitores mais um nimero da tradugdo de artigos selecionados das Revistas
Thorax e Archives of Disease of Childhood, dedicados aos Sécios das Sociedades Cientificas de Pneumologia, Alergologia
e Imunologia Clinica, Medicina Geral e Familiar e Pediatria. Neste nimero destacamos alguns artigos pela importancia das
suas conclusdes e pelo potencial contributo para a mudanca da pratica clinica.

O primeiro realce vai para a publicagao no Reino Unido das novas recomendagdes (guideline) da British Thoracic Society
(BTS) para bronquiectasias em adultos. Este artigo fornece um resumo dos principais destaques das novas recomendagdes
da BTS e aborda o que investigar, que exames devem ser realizados e a estratégia de tratamento. As bronquiectasias sdo cada
vez mais comuns. Dados dos cuidados de saude primarios no RU confirmaram a comorbilidade em dois ter¢os dos doentes,
sendo a asma e a doen¢a pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) as comorbilidades mais comuns.

O segundo destaque vai para o artigo “Andlise da rede de correlagio genética para identificar fatores reguladores na fibrose
pulmonar idiopdtica”. Este estudo fornece uma nova visao sobre as vias bioldgicas na FPI e identifica varias vias que justificam
mais investiga¢do, incluindo disfun¢des na resposta imune e formagao de vasos sanguineos. Adicionalmente, a assinatura
epitelial pode ser detetada no sangue e ser relacionada com a sobrevida.

O terceiro artigo que destacamos é “Hipoventilagio desproporcional a gravidade da SAOS em criangas com sindrome de
Prader-Willi”. O aumento da gravidade da SAOS em criangas com SPW é acompanhado por periodos de hipoventilagao
desproporcionalmente mais longos em comparagao com criangas com desenvolvimento tipico e frequéncia semelhante de
eventos obstrutivos. Adicionalmente a oximetria e a capnometria anual recomendadas em doentes com SPW, os pediatras
devem estar a alerta para manifestagdes clinicas que indicam a deteriora¢ao dos disturbios respiratérios do sono.

O préximo destaque vai para o artigo “Indices do volume pulmonar preditivos de morbilidade em fumadores com os valores
de espirometria preservados”. Este artigo apresenta uma analise retrospetiva dos registos eletronicos de saude dos Veterans
Affairs dos EUA e mostrou que os volumes pulmonares anormais que representam retengao de ar sdo comuns em fumadores
sem DPOC e estdo associados a uma maior utilizacao dos cuidados de satide, morte e declinio da fun¢éo pulmonar. Porque
vale a pena ler este artigo? Porque ¢ extremamente importante compreender os preditores da morbilidade e da progressao
da doenc¢a em fumadores sem DPOC para o seu prognéstico e intervengao precoce.

O destaque seguinte é para o artigo “A microbiota da expetoragio é preditiva de outcomes clinicos a longo prazo em adultos
jovens com fibrose quistica”. O grupo de investigadores avaliou o risco de progressao para doenga pulmonar terminal precoce
e aceleragdo do declinio da fungdo pulmonar numa coorte de adultos jovens com FQ, cujas amostras da expetoragdo tinham
sido recolhidas 5 anos antes. Uma das conclusées € que, enquanto os patogénios de cultura tradicional ndo se correlaciona-
vam com os “outcomes” subsequentes, uma comunidade microbiana de diversidade limitada, dominada por Pseudomonas,
previu independentemente um prognoéstico negativo. Este estudo sugere que a analise da comunidade microbiana pode
servir como um novo biomarcador para identificar os individuos com FQ que tém maior risco de progressdo da doenga.
Por tltimo, destaca-se o importante artigo “Estimativas de prevaléncia e fatores de risco para a presenga de sibilos na primeira
infancia em toda a Europa: coorte de nascimentos do EuroPrevall”. A pergunta-chave foi como varia a prevaléncia de sibilos
na primeira infincia em toda a Europa e quais sdo os principais fatores de risco? A avaliacdo iniciou-se a nascenca com o
seguimento dos participantes aos 12 e 24 meses, utilizando questionarios padronizados baseados nos utilizados em estudos
epidemioldgicos anteriores como o ISAAC. Os questionarios foram realizados por telefone ou pessoalmente, por pessoal
treinado. As avaliagdes adicionais, incluindo teste cutdneo, medigao de IgE especifica com ou sem TACPDO foram realiza-
das de acordo com um protocolo padronizado, sempre que os pais relataram sintomas sugestivos de alergia alimentar nas
suas criangas. O estudo foi realizado em nove centros: Reiquiavique (Islandia), Southampton (Reino Unido), Amsterdao
(Holanda), Berlim (Alemanha), Lodz (Polénia), Vilnius (Lituania), Madrid (Espanha), Mildo (Italia) e Atenas (Grécia). O
estudo demonstrou que a prevaléncia de sibilos na primeira infincia varia consideravelmente em toda a Europa e que as
infe¢des do trato respiratdrio inferior, tabagismo materno pos-natal, frequéncia de creches e sexo masculino sdo fatores de
risco importantes. Este é o primeiro estudo multicéntrico de coorte para comparar a prevaléncia e que fornece dados exclu-
sivos sobre a prevaléncia e os fatores de risco para a sibilincia na primeira infAncia em toda a Europa. Os autores concluem
que sdo necessarios mais estudos para identificd-los. Enquanto isto, a prevencdo das infe¢des do trato respiratorio e a mini-
mizagdo a exposi¢ao pds-natal ao fumo podem ajudar a reduzir a carga de sibilos na primeira infancia.

A revista serve igualmente para levar ao conhecimento da comunidade cientifica a realizagdo de reunides e eventos cientifi-
cos relevantes. Vem a propdsito a informagao sobre dois eventos cientificos relevantes, ambos a decorrer em Lisboa no més
de Junho: o primeiro é o Congresso da EAACI de 2019 que terd lugar de 1 a 5 na FIL e na Altice Arena. O segundo evento
a destacar sdo as Jornadas do GRESP que irdo ocorrer igualmente em Lisboa de 7 a 8 no Centro de Congressos da Portugal
Telecom.

Esperamos que a selecdo seja do vosso agrado e desejamos uma boa leitura.

Jaime Correia de Sousa
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Guideline da BTS para bronquiectasias em
adultos atualizada em 2018: uma abordagem

multidisciplinar para o cuidado integral
Adam THill," Sally A Welham,? Anita L Sullivan,® Michael R Loebinger*

RESUMO

Foi publicada a nova guideline da British Thoracic
Society (BTS) para bronquiectasias em adultos.
Este artigo fornece um resumo dos principais
destaques da nova guideline da BTS e aborda o
que investigar, que exames devem ser realizados
e a estratégia de tratamento.

INTRODUCAO

Internacionalmente, as bronquiectasias sao
cada vez mais comuns, atualmente com taxas
de prevaléncia a volta de 5 para 1.000 de habi-
tantes, na populagdo do Reino Unido.! Os dados
dos cuidados primarios confirmaram a comor-
bilidade em dois tergos dos doentes, sendo a
asma e a doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) as comorbilidades mais comuns com
42% e 36%, respetivamente.! O sistema de pon-
tuagdo internacional Bronchiectasis Severity
Index foi desenvolvido para avaliar o prog-
nostico, com o aumento da mortalidade em
doentes com bronquiectasias graves.”

A nova guideline da British Thoracic
Society (BTS) para bronquiectasias em
adultos abrange doentes adultos com bron-
quiectasias clinicamente significativas
(ndo-fibrose quistica), ou seja, doentes com
a sindrome clinica de bronquiectasias com
confirmagédo radiolégica.’ Foi publicado
separadamente um resumo completo de
todas as recomendacdes e boas praticas.*

A nova guideline baseia-se na melhor evi-
déncia disponivel e a metodologia utilizada
respeita estritamente os critérios definidos
pela colabora¢io AGREE II (Appraisal of
Guidelines for Research and Evaluation).®
Disponibiliza uma atualizagdo atempada da
primeira guideline para bronquiectasias da
BTS publicada em 2010.° A guideline tem
novas secgoes, incluindo um guia rapido, um
plano de tratamento passo a passo, um plano
de tratamento passo a passo para a fisioterapia,
como tratar o doente em caso de agravamento
e as recomendagdes para estudos de investi-
gacdo disponibilizadas no formato PICO.

DIAGNOSTICO E EXAMES

A investigagdo de bronquiectasias é recomen-
dada em doentes com produgéo persistente
de expetoragdo mucopurulenta ou puru-
lenta, particularmente quando associada a
fatores de risco relevantes. A DPOC ¢é uma

'Departamento de Medicina Respiratoria, Royal
Infirmary of Edinburgh, Edimburgo, Reino Unido

“British Thoracic Society, Londres, Reino Unido
3Departmento de Medicina Respiratdria, Queen
Elizabeth Hospital, Birmingham, Reino Unido

4 Host Defence Unit, Divisdo de Medicina Respiratdria,
Royal Brompton Hospital, Londres, Reino Unido

Correspondéncia para Professor Adam T Hill,
Departamento de Medicina Respiratéria, Royal Infirmary
de Edimburgh, Edimburgo, Escécia EH16 4SA, Reino Unido;
adam.hill318@nhs.net

comorbilidade comum das bronquiecta-
sias e numa recente Revisdo Nacional de
Bronquiectasias realizada pela BTS, a DPOC
esteve presente em cerca de 24% dos casos.’
As guidelines recomendam ter em atengio
as bronquiectasias em doentes com DPOC
com agudizagdes frequentes (duas ou mais
por ano) e/ou culturas de expetora¢ao posi-
tivas para microrganismos potencialmente
patogénicos (incluindo Pseudomonas aerugi-
nosa), quando estao estaveis.

Os exames para as bronquiectasias
devem incluir uma radiografia tordcica ini-
cial, que é um exame de primeira linha util
para excluir outras patologias, e uma TAC
ao torax, por a radiografia toracica nio ter
sensibilidade e especificidade para o diag-
nostico das bronquiectasias.

Como as comorbilidades e as condi¢des
associadas estdo frequentemente presentes,
devem ser registadas as comorbilidades e a
histéria médica. Os exames recomendados
para todos os doentes concentraram-se em
etiologias que tém tratamentos especificos
que alterariam o tratamento das bronqui-
ectasias e incluem aspergilose broncopulmo-
nar alérgica, imunodeficiéncia e anomalias
ciliares. Para a investigacdo da aspergilose
broncopulmonar alérgica devem ser reali-
zados em todos os doentes 0 hemograma
completo, medi¢do da imunoglobulina sérica
total (Ig e a IgE especifica ou o teste prick para
o Aspergillus. Devem ser medidas as IgG, IgA
e IgM séricas para excluir a imunodeficiéncia
e os niveis dos anticorpos especificos para os
polissacarideos capsulares da Streptococcus
pneumoniae para investigar a deficiéncia
de anticorpos especificos. Os doentes com
baixos niveis de anticorpos antipneumococi-
cos devem ser imunizados com a vacina
pneumococica polissacaridica 23-valente, e
4 a 8 semanas mais tarde deve ser realizada
uma nova medi¢ao dos niveis dos anticor-
pos especificos. Se os niveis permanecerem
abaixo do ideal, e no caso de ser necessaria
a substitui¢do regular da terapia IgG subcu-
tanea ou intravenosa recomenda-se a dis-
cussdo da alteragdo com um imunologista.

Os testes da fibrose quistica (FQ) devem
ser realizados de acordo com o National
Institute for Health and Care Excellence
Guidelines para a FQ para os doentes que
apresentem caracteristicas clinicas® suspei-
tas, assim devem ser investigados os doen-
tes que apresentem caracteristicas clinicas
de discinesia ciliar primaria (DCP).® A
medi¢do do éxido nitrico nasal é um exame
de primeira linha recomendado paraa DCP.

MONITORIZACAO
O grupo responsavel pelas guidelines for-
neceu orientagdes atualizadas sobre as

Destaques da Guideline

recomendagdes de monitorizagao dos doentes

com bronquiectasias moderadas e graves. Para

as bronquiectasias moderadas, deve-se avaliar:

1. Inicialmente: pontuagdo da gravidade,
de acordo com o Bronchiectasis Severity
Index; TAC ao térax; cultura bacteriana
e micobacteriana da expetora¢io; ava-
liagdo da etiologia; avaliacdo das comor-
bilidades, espirometria inicial e medi¢ao
dos niveis de saturagao de oxigénio.

2. Anualmente: indice de massa corporal;
avaliagdo das agudizagoes; cultura bacte-
riana da expetoragao; indice de dispneia do
Medical Research Council (MRC); espiro-
metria; niveis de saturagdo de oxigénio.

3. Doente com agravamento: repetir a TAC
ao torax; cultura bacteriana e micobacte-
riana da expetoragao; avaliagdo da etiolo-
gia; avaliagdo das comorbilidades.

Para as bronquiectasias graves, aplicam-se
0s mesmos procedimentos, com a exce¢ao
de que se devem realizar 6 avaliagdes
mensais da histéria das agudizagdes, do
indice de dispneia do MRC, dos niveis de
saturacdo de oxigénio no ar ambiente e da
cultura bacteriana da expetoragéo.

Nio existem ensaios clinicos rando-
mizados que comprovem a eficicia da clea-
rance regular das vias aéreas, mas o grupo
responsavel pelas guidelines considera que
este procedimento deveria ser o tratamento
de primeira linha para todos os doentes.
Todos os doentes devem consultar um fisio-
terapeuta respiratério de modo a apren-
derem o ciclo ativo das técnicas respiratorias
e considerar a drenagem postural assistida
pela gravidade. A frequéncia da clearance
das vias aéreas serd aconselhada pelo fisio-
terapeuta, mas nos casos de doenga mais
avancada, sera recomendada pelo menos
duas vezes por dia, com sessdes com uma
duragdo entre 10 a 30 minutos no maximo.
Deve ser realizada uma reavaliagdo ao fim de
3 meses. Se as recomendag¢des acima expos-
tas ndo forem efetivas ou se verificar-se uma
baixa adesdo, devem ser considerados os
dispositivos de pressdo positiva expiratéria
oscilatdria e a técnica de expiragdo forgada.
Também deve ser considerada a nebuliza¢ao
com solugdo salina isotonica (solugio salina
a0,9%) ou hipertonica (3% ou mais).

As guidelines da BTS e da European
Respiratory Society (ERS) ndo recomendam
a utilizagdo de nebuliza¢io com DNAse, com
base na forte evidéncia de que este tratamento
conduz a resultados desfavoraveis.?

TRATAMENTO PASSO A PASSO

Um ponto de melhoria importante desta
guideline foi o desenvolvimento de um plano
de tratamento passo a passo (ver a figura
1). O primeiro passo considera cinco ele-
mentos-chave para todos os doentes: trata-
mento da causa subjacente, se identificada;
realizagdo de técnicas de clearance das vias
aéreas; vacinagao anual contra a gripe; um
plano de autogestdo (por exemplo, no site
da BTS"); e a utilizagdo imediata de anti-
bidticos apropriados para as agudizagdes,
quando necessario. Os antibidticos sdo
usados para tratar agudizagdes associadas
a uma deteriora¢do aguda do estado (geral-
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Passo 1

Tratamento da
causa subjacente

Técnicas de clearan-
-ce das vias aéreas
+/- reabilitagdo
pulmonar

Vacinagdo anual
contra a gripe

Tratamento atem-

Passo 2

No caso de 3 ou mais

agudizacées/ano
apesar de cumprir o
passo 1

¢ Reavaliagdo da
fisioterapia e con-
siderar tratamento

pado das agudiza-

~ Ay mucoativo
¢Oes com antibidtico

Plano de autogestdo

Passo 3

No caso de 3 ou mais agudiza-
cdes/ano apesar de cumprir o
passo 2

* 1) No caso de Pseudomonas
aeruginosa, fazer tratamento
com antibiético inalado de
longa duragdo antipseudomo-
nas ou em alternativa macrélido
de longa duragdo

* 2) No caso de outro micro-orga-
nismo potencialmente patogé-
nico, iniciar macroélido de longa

duragdo ou em alternativa
antibidtico especifico de longa
duragdo inalado ou oral

¢ 3) No caso de ndo existir um
patogénio, iniciar o macrdlido
de longa duragdo

ndo cumpra o critério das agudizagdes.

*Considerar este passo se persistirem sintomas significativos apesar dos passos anteriores, mesmo que

Figura 1 Tratamento passo a passo.

Passo 4

No caso de 3 ou mais

agudizacdes/ano
apesar de cumprir o
passo 3

¢ Macrélidos de
longa duragdo ou
antibidtico inalado

Passo 5

No caso de 3 ou mais

agudizacbes/ano
apesar de cumprir o
passo 4

¢ Considerar antibi-
dtico intravenoso a
cada 2-3 meses

de longa duragdo

Os antibidticos sdo utilizados para o tratamento das agudizages quando associadas a uma deterioragdo aguda do estado (normalmente durante varios dias) com
o0 agravamento dos sintomas locais (tosse, aumento do volume da expetoragdo ou alteragdo da viscosidade, aumento da puruléncia da expetoragdo com ou sem
aumento dos sibilos, dispneia, hemoptise) e/ou mau estar geral.

Figura 1 Tratamento passo a passo.

mente ao longo de varios dias) com agrava-
mento dos sintomas locais (tosse, aumento
do volume da expetoragdo ou alteragdo
da viscosidade, aumento da puruléncia da
expetoragdo com ou sem aumento dos sibi-
los, dispneia, hemoptise) e/ou mau estar
geral e deve ser administrado sem esperar
pelos resultados da cultura da expetoragio,
por poder levar a um atraso no tratamento
da agudizacdo.

Se os doentes sofrem trés ou mais
agudizagdes por ano, apesar de implemen-
tadas as medidas acima listadas, devem ser
reavaliados novamente pelo fisioterapeuta
respiratdrio, ja que, na pratica, os doentes
sdo pouco cumpridores com a clearance re-
gular das vias aéreas. Nesta fase, podem ser
considerados os tratamentos mucoativos.

Os passos 3 e 4 consideram a adigdo
de um antibiético de longa dura¢do em
monoterapia ou em associagdo (figura 1) ao
tratamento dos doentes com trés ou mais
agudizagdes por ano, apesar da otimizacao,
e dd orientagdes baseadas nos resultados
bacterioldgicos da expetoragao.

Com base na evidéncia disponivel e
enquanto se aguarda novos ensaios de fase
III, para as terapias com antibidticos inala-
dos, o antibidtico antipseudomonas inalado
recomendado em primeira linha é a colis-
tina'? e em segunda linha ¢ a gentamicina
inalada.”® Para os doentes que permanecem
muito sintomdticos e com elevadas taxas
de agudizagdes (> 5 por ano), pode consi-
derar-se a terapia regular com antibidticos
intravenosos a cada 2 a 3 meses.

Outra nova sec¢do da guideline refere-se
ao tratamento do doente em deterioragio,
definida como uma deterioragéo significa-
tiva e prolongada dos sintomas, aumento
inesperado da frequéncia ou gravidade das
agudizagoes, internamentos frequentes,
recidivas precoces apos o tratamento de
uma agudiza¢do ou rapido declinio da
fung¢io pulmonar. E sugerida uma abor-
dagem ampla que inclui:

1. Avaliagao: avaliacdo do entendimento do
doente; exclusdo de etiologias especifi-

cas (no doente em deterioragdo deve ser
considerada a repeticao dos exames em
particular na FQ, aspergilose broncopul-
monar alérgica, doenga do refluxo gas-
troesofagico, imunodeficiéncia comum
variavel e doenca inflamatodria intestinal);
avaliacdo da progressio da doenga com
TAC ao torax, testes de fun¢ao pulmonar
e niveis de saturagdo de oxigénio; reavali-
acdo dos patogénios na expetoragao (bac-
térias, fungos e micobactérias) e consid-
erar a expetora¢do induzida ou lavagem
broncoalveolar; avaliagdo das comorbili-
dades (por exemplo, hipertensdo pulmo-
nar, sinusite, embolia pulmonar).

2. Otimizagdo: reavaliacdo da clearance das
vias aéreas pelo fisioterapeuta respiratorio
para avaliar a compliance do doente, o
regime, a necessidade de reabilitagdo pul-
monar e o tratamento mucoativo; reavali-
acdo do tratamento das agudizagdes.

3. Tratamento: considerar a terapia com
antibiéticos endovenosos ou com anti-
bioticos delonga duragdo e avaliar a oxige-
noterapia de longa duracéo, ventilacdo
nao invasiva, cirurgia, transplante ou
cuidados paliativos, conforme apro-
priado.

Recomenda-se o acompanhamento
pelos cuidados secundarios dos doentes
com: P. aeruginosa cronica, colonizagao
por Staphylococcus aureus resistente & meti-
cilina ou por micobactérias nao tuberculo-
sas; bronquiectasias em deteriora¢cdo com
declinio da fung¢do pulmonar; agudizagoes
recorrentes (=3 por ano); terapia com anti-
bidticos de longa duragdo (oral, inalada ou
nebulizada); associada a artrite reumatoide,
imunodeficiéncia, doenga inflamatéria do
intestino, DCP e aspergilose broncopul-
monar alérgica; doenga avangada e aos que
esteja indicado o transplante.

As guidelines vém enriquecer opor-
tunamente a literatura e destacam areas de
revisdo e para investiga¢oes futuras.
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Doenca pulmonar intersticial

Analise da rede de correlacao genética para identificar

fatores reguladores na fibrose pulmonar idiopatica
John E McDonough," Naftali Kaminski,? Bernard Thienpont,? James C Hogg,*

Bart M Vanaudenaerde,"Wim A Wuyts'

RESUMO

Enquadramento A fibrose pulmonar idiopética (FPI) é
uma doenca pulmonar grave caracterizada por extensas
alteracdes patoldgicas. O objetivo deste estudo foi identifi-
car a rede genética e requladores subjacentes a patologia
da doenca na FPI e a sua relacdo com a funcdo pulmonar.
Métodos O conjunto de dados do Lung Tissue Research
Consortium que incluiam 262 doentes com FPI e dos
individuos de controlo (GSE47460) foi aleatoriamente
dividido em dois grupos n&o sobrepostos para anélise
da expressdo diferencial genética com validagao cruzada.
0 consenso da andlise ponderada da rede de coexpresséo
genética identificou sobreposicdes dos madulos de coexpres-
sao genética em ambos os grupos FPI. Os mddulos foram
correlacionados com a funcao pulmonar (capacidade de
difusao, DLCO; volume expiratério forcado num 1s, FEV,
capacidade vital forcada, FVC) e com analises de enrique-
cimento utilizadas para identificar a funcdo bioldgica e os
fatores de transcricdo. A correlacdo do moédulo com os dados
de miARN (GSE72967) identificou reguladores associados.A
relevancia clinica na FPI foi avaliada num conjunto de dados
de expressao genética do sangue periférico (GSE93606) para
identificar os madulos relacionados com a sobrevida.
Resultados A andlise da rede de correlacdo identificou 16
modulos na FPI. Os modulos regulados positivamente foram
associados com os cilios, replicacdo e reparacéo do ADN, fibras
contrateis, resposta das células B e das proteinas desdobradas,
e matriz extracelular. Os modulos regulados negativamente
estavam associados com 0s vasos sanguineos, respostas das
células T e do interferon, ativacdo e desgranulacéo dos leucé-
citos, metabolismo do surfactante e processos metabdlicos e
catabdlicos celulares. A funcdo pulmonar esta correlacionada
com nove modulos (oito com a DLCO, cinco com o FVC). A
rede intermodular dos fatores de transcricdo e o miARN apre-
sentaram aglomerados de fibrose, resposta imune e mddulos
contrateis. O mddulo associado aos cilios foi capaz de predizer
a sobrevida (p = 0,0097) numa coorte independente de FPI
de sangue periférico.

Conclusdes Identificamos na FPI uma rede de expres-
sdo de correlacdo genética com reguladores associados
que fornece uma nova visao sobre o processo patoldgico
desta doenca.

ENQUADRAMENTO
A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) é uma doenga
pulmonar grave e complexa, caracterizada pela
destruicdo fibrosa do parénquima e presenca de
pneumonia intersticial comum, com alteragdes tipo
“favo de mel” nas regides basal e periférica do pulmao.
Embora a fibrose seja a principal caracteristica desta
doenca e tenha sido extensivamente investigada em
estudos transcriptomicos e histoldgicos, outras vias
associadas a FPI ndo foram bem caracterizadas.

Varios estudos sobre a FPI utilizaram analises de
transcriptoma que forneceram informagdes impor-
tantes sobre a doenga.'* Os métodos usados nesses
estudos geralmente tém sido testar genes indivi-
dualmente, enquanto in vivo, os genes funcionam
via redes de genes coexpressos com fungio bioldgica
similar. A nossa hipétese é que a identificacio destes
padrdes de coexpressdo forneceria uma visio adi-
cional das vias bioldgicas associadas & doenga.

O presente estudo teve como objetivo aplicar a
andlise ponderada das redes de coexpressdo genética

Mensagens-chave

Qual é a pergunta-chave?

» Embora as vias relacionadas com a
fibrose tenham sido associadas e estu-
dadas em profundidade na fibrose pul-
monar idiopatica (FPI), outras vias,
em particular que envolvem a resposta
imune ou o padrdo em “favo de mel’,
nao foram bem identificadas ou carac-
terizadas nos estudos genéticos.

Que conclusio foi alcangada?

> As vias identificadas através da analise
da rede de coexpressdo genética foram
capazes de determinar uma estrutura
reguladora para a FPI e associagdo com
a sobrevida.

Porque vale a pena ler este artigo?

> Este estudo fornece uma nova visao
sobre as vias bioldgicas na FPI e iden-
tificou varias vias que justificam novas
pesquisas, incluindo disfung¢des na res-
posta imune e formagdo de vasos san-
guineos. Adicionalmente, a assinatura
epitelial pode ser detetada no sangue e
ser relacionada com a sobrevida.

(WGCNA),* uma abordagem de sistemas biologicos
para identificar interagdes ganéticas nos conjun-
tos de dados transcriptomicos, em genes diferen-
cialmente expressos na FPI gerados anteriormente
(GSE47460) *7 e armazenados na expressdo genética
Omnibus (GEO). Estes dados foram derivados de
tecido pulmonar obtido através do National Institute
of Health - National Heart, Lung and Blood Institute
(NIH-NHLBI), financiado pelo Lung Tissue Research
Consortium (LTRC) e que consiste em amostras de
doentes com FPI e de controlos que foram submetidos
a ressecgao pulmonar ou transplante. A fungao pul-
monar foi correlacionada com os médulos genéticos
e com as analises de enriquecimento utilizadas para
determinar a fungdo biologica, como tem sido relatado
em varios estudos sobre doencas pulmonares.®*°

Foi utilizada a codificagdo de enriquecimento com
o ChIP-seq para determinar os fatores de transcricdo
associados a cada modulo e a expressio de miARN
(conjunto de dados de LTRC GSE72967) foi correla-
cionada com cada mddulo. Finalmente, a relevancia
clinica dessas vias foi determinada através de um con-
junto de dados de ARN de do sangue periférico da FPI
(GSE93606) para identificar os modulos relacionados
com a sobrevida.

METODOS

Populacao do estudo

Todos os dados foram obtidos a partir dos conjuntos
de dados GEO GSE47460, GSE72967 e GSE93606
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GSE47460

GSE72967
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Figura 1 Fluxograma das metodologias utilizadas neste estudo. GSE47460 foi dividido em dois conjuntos de dados ndo sobrepostos para anélise de expres-
sdo diferencial genética com validacao cruzada. De sequida foi aplicado um consenso WGCNA nos dois grupos FPI usando como entrada os genes expressos
diferencialmente. Os médulos identificados foram entdo analisados por associacdo com a fungdo pulmonar e analises de enriquecimento para a fungéo
bioldgica e reguladores do fator de transcricdo. As amostras do GSE72967 foram combinadas com os grupos FPI e correlacionadas com o modulo eigengene
para determinar a sua associacao. GO, ontologia genética; FPI, fibrose pulmonar idiopatica; WGCNA, anélise ponderada de rede de coexpressao genética.

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). As amostras de tecido pulmonar foram
compostas por 268 doentes submetidos a cirurgia tordcica. As amostras
de FPI (n = 160) foram provenientes de doentes com doenga pulmonar
intersticial (DPI) diagnosticada com a FPI através da histdria clinica,
TAC e patologia cirtrgica. As amostras de controlo (n = 108) foram
provenientes de doentes que foram submetidos a cirurgia devido a sus-
peita de nddulo pulmonar, mas que ndo tinham diagnéstico de doenga
pulmonar crénica através de TAC ou patologia. As amostras de sangue
incluiram uma coorte independente de 57 doentes com FPI com segui-
mento até o transplante /morte ou declinio da capacidade vital forcada
(FVC) > 10% num periodo de 6 meses. Os dados demograficos dis-
poniveis incluiram idade, sexo, habitos tabagicos e fun¢ao pulmonar
(% do previsto da capacidade de difusdo para mondxido de carbono
(DL_), % do previsto do volume expiratério forado num1s (FEV ) e
% do previsto da capacidade vital forcada (FVC).

A FPI e as amostras de tecido do pulméo de controlo foram divi-
didas aleatoriamente em dois grupos nio sobrepostos (grupo FPI 1,
grupo FPI 2, grupo de controlo 1 e grupo de controlo 2) para andlise
de dados com validagdo cruzada. O esquema geral dos métodos usa-
dos neste estudo ¢ apresentado na figura 1.

Analise da expressao genética diferencial

Os dados do microensaio foram normalizados utilizando a abordagem
ciclica de loess como previamente descrito' com o maior sinal médio
da sonda selecionado por gene. Estavam disponiveis para andlise, no
arquivo matricial online, um total de 15 180 genes por amostra. Foi uti-
lizado o agrupamento hierarquico de amostras para identificar outliers
em cada grupo (figura suplementar online S1). Os genes diferencial-
mente expressos foram determinados através da comparagio de cada
grupo FPI com ambos os grupos de controlo usando um modelo linear
multivariado controlado para idade, sexo e habitos tabagicos. Os dados
foram corrigidos para comparagdes multiplas através do ajuste da taxa
de falsas descobertas (FDR do inglés false discovery rate) e os genes com
valores de p ajustados para a FDR <0,05 nas quatro comparagdes foram
considerados diferencialmente expressos. A andlise dos componentes
principais dos genes diferencialmente expressos foi realizada para
mostrar a existéncia de grupos de amostras de doenca e de controlo.

Analise ponderada da rede de coexpressao genética

O consenso WGCNA foi conduzido usando o R/Biocondutor para
determinar os genes coexpressos entre os dois grupos FPI usando
apenas genes expressos diferencialmente. A configuracio da anélise
incluiu a correlagdo média uniforme (corType = ‘bicor’) para con-
siderar os outliers, sinal de correlagdes entre vizinhos (TOMtype e
networkType = ‘signed’) e um parametro de detecdo do médulo com

maior sensibilidade (deepSplit = 3). Os médulos foram identificados
por um ndmero de acordo com o tamanho do modulo. A classifi-
cagdo dos modulos foi aplicada aos dados de controlo e mostrou
uma boa preserva¢io dos agrupamentos baseados nas estatisticas
de preservagao dos médulos. O médulo eigengene (ME) foi calcu-
lado como sendo o primeiro componente principal da expressio
genética para o mddulo e a inter-relagao de cada médulo pelo agru-
pamento de redes eigengene (figura suplementar online S2). A sobre
ou sub-regulagdo de cada médulo foi determinada pela variagdo da
dobra de cada gene, calculada como expressao genética média da FPI
dividida pela expressao genética média do controlo.

Os MEs foram comparados com os dados demograficos usando
a correlagdo de Spearman corrigida para sexo, idade e hébitos tabagi-
cos e os valores de p foram ajustados para comparagoes multiplas pela
FDR. Os médulos de consenso foram definidos como médulos sig-
nificativamente correlacionados com a fun¢do pulmonar em ambos
os grupos FPI e na mesma diregao (correlagdo positiva ou negativa).
Os ME:s de controlo foram correlacionados os dados da fungédo pul-
monar, de acordo com os outros conjuntos de dados. A associagdo ao
modulo, uma medida da associa¢do de um gene ao seu modulo, foi
determinada pela correlagdo de Pearson da expressdo genética para
0 ME e usada para classificar a conectividade do médulo.

Analise do enriquecimento para a funcao biologica e fatores
de transcricao
A fungéo bioldgica do médulo foi determinada utilizando o gPro-
filer'? para determinar o enriquecimento para as vias de Processo
Bioldgico de ontologia génica (GO) e as vias Reactome seguida do
mapeamento do enriquecimento em Cytoscape (V.3.5.1) para definir
cada grupo funcional. O enriquecimento dos tipos de células foi
determinado por Enrichr através da biblioteca Human Gene Atlas."
Os fatores de transcri¢do para cada modulo foram identifica-
dos pelo iRegulon V.1.3 plugin no Cytoscape com um Minimum
Normalized Enrichment Score (NES) de 4,014 utilizando dados de
1120 registos ChIP-seq da base de dados Encode. No quadro suple-
mentar online S1, apresentamos o niimero de genes regulados por cada
fator de transcrigdo identificado dentro de cada médulo. A rede regu-
ladora dos mddulos e fatores de transcrigao foi registada no Cytoscape
para identificar reguladores comuns compartilhados entre os médulos.

Analise da correlacdo do miARN

Os individuos do GSE47460 e do GSE72967 foram utilizados para
determinar a associagdo do microARN (miARN). Foram empare-
lhados um total de 111 individuos, 57 no grupo FPI 1 e 54 no grupo
FPI 2. Os MEs foram correlacionados com os 338 miARNs do con-
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Quadro 1 Dados demogréficos para todos os individuos incluidos neste estudo

Controlo (tecido) FPI (tecido) FPI (sangue)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 -
N 51 53 79 79 57
Idade (anos) 64,5+10,5 64,0+11,4 65,1+8,0 63,4+8,6 67,4+8,0
Sexo (%)
Feminino 29(57) 26 (49) 23(29) 26(33) 19(33)
Masculino 22 (43) 27(51) 56 (71) 53(67) 38(67)
Habitos tabagicos (%)
Nunca 12 (24) 17(32) 26(33) 32(41)
Ex-fumador 32(63) 31(58) 49(62) 45(57)
Fumador atual 2(4) 0(0) 0(0) 2(3) =
DL, (% previsto) 80,8+14,4 87,4+18,6 48,5+16,6 46,9+19,0 39,2+14,1
FEV, (% previsto) 92,6+10,6 97,7141 70,8+17,9 71,2+18,4 =
FVC (% previsto) 92,6+11,4 96,2+14,9 63,5+16,5 64,8+17,1 72,2+20,3

0s dados sao apresentados como média + DP.

FEV,, volume expiratdrio forcado num sequndo; FVC, capacidade vital forgada; FPI, fibrose pulmonar idiopatica.

junto de dados utilizados na correlagdo de Pearson ajustados por
FDR para comparag¢des multiplas. Os valores de p <0,005 ajustados
em ambos os grupos foram considerados significativos. Os genes
alvo associados aos miARNSs para cada um destes modulos foram
identificados utilizando o conjunto de dados alvo validado (miR-
TarBase) da base de dados multi-miR (http://multimir.ucdenver.
edu/) e listados no quadro suplementar online S2.

Validacao dos conjuntos de dados

A validagao de genes diferencialmente expressos na FPI foi rea-
lizada em dois conjuntos de dados provenientes de tecidos pul-
monares independentes (GSE53845, GSE110147). Os genes dife-
rencialmente expressos também foram utilizados para mostrar a
separa¢do das amostras de FPI das amostras controlo e de outras
doengcas pulmonares, incluindo doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), pneumonite por hipersensibilidade, pneumonia intersticial
ndo especifica e bronquiolite respiratdria, que compuseram o con-
junto completo de dados LRTC.

Analise da sobrevida

A relevincia clinica de cada moédulo foi determinada utilizando amostras
de sangue periférico de doentes com FPI no momento do diagnéstico
com dados disponiveis da expressao do gene de ARN e de sobrevida
(GSE93606). Os genes correspondentes a cada modulo foram utilizados
para agrupar os doentes em dois grupos utilizando a incorporagio de
graficos invertidos (DDRTree), um algoritmo de redugéo de dados de
aprendizagem de estruturas de graficos adequado para ordenar dados
transcriptomicos através de mudangas progressivas'® e agrupamento
k-means. Para determinar os mddulos relacionados com a sobrevida
foi utilizado um modelo univariado de riscos proporcionais de Cox
com corre¢do de Bonferroni para comparagdes multiplas. O modelo de
riscos proporcionais de Cox multivariado, incluindo FVC, idade e sexo,
foi entdo aplicado aos modulos significativos para determinar os efeitos
das variaveis de confusdo na previsao de sobrevida do médulo.

RESULTADOS

Dados demograficos

As amostras de tecido de FPI e dos controlos foram divididas em
dois grupos para anélise com validagdo cruzada. Apos a remogao dos
outliers, permaneceram em cada grupo de controlo 51 e 53 amostras
e permaneceram 79 amostras em ambos os grupos de FPI. A idade
e o sexo foram emparelhados em todos os grupos, a fungdo pul-
monar também foi combinada em ambos os grupos FPI. Os dados
demogréficos sobre estes individuos sdo apresentados no quadro 1.

Analise da expressao genética diferencial

A comparagdo com validagio cruzada dos grupos FPI e dos con-
trolos identificou 6425 genes expressos diferencialmente na FPI
(figura 2A). A analise dos componentes principais destes genes
mostrou a sobreposi¢do de amostras dentro dos grupos FPI ou dos
controlos e boa separagido entre FPI e controlo (figura 2B). Os genes
diferencialmente expressos também foram utilizados para tragar a
separagdo entre as amostras dos controlos e da FPI em dois con-
juntos de dados independentes, bem como o conjunto completo de

dados LTRC para mostrar a separacido da FPI de outros fendtipos
de doenga, como DPOC (figura complementar online S3).

Identificacdo do médulo WGCNA

O consenso WGCNA identificou 16 médulos na coorte da FPI, 6
mddulos foram regulados positivamente na FPI e 10 foram regu-
lados negativamente (figura 2C). Os cinco genes mais ligados para
cada modulo sdo apresentados no quadro 2.

A fungdo pulmonar correlacionada com os nove modulos em
ambos os grupos FPI. A DL foi correlacionada negativamente com
ME3, ME4, ME5 e ME14 e correlacionada positivamente com ME2,
ME10, ME13 e ME16. A FVC correlacionou-se negativamente com
ME4, ME5 e ME9 e correlacionou-se positivamente com ME10 e
ME16. Nenhuma correlagio significativa estava presente nas amostras
de controlo. O mapa de calor dos mddulos correlacionados é apresen-
tado na figura 3 (as comparagdes completas entre 0 modulo e as cara-
cteristicas estdo disponiveis nas figuras suplementares online S4-S7).

Funcao biologica do médulo

Os modulos foram agrupados por vias de enriquecimento em vérias
categorias: resposta imunoldgica (ME5, ME7, ME9, ME11, ME12);
matriz extracelular ou fibras contrateis (ME3, ME6, ME13, ME14);
vias de desenvolvimento de estruturas pulmonares especificas (ME1,
ME2); divisao celular, replicagdo de ADN e reparagao de ADN
(MEA4); processos metabolicos e catabolicos celulares (ME8, ME15,
ME16) e metabolismo do surfactante (ME10). O enriquecimento da
fungio bioldgica para estas categorias é apresentado no quadro 3 e os
modulos principais encontram-se resumidos abaixo. Confirmamos a
validade da identificagdo da via GO dos mddulos por localizagao dos
genes mais ligados de cada modulo a um grupo especifico de células
que correspondem & sua respetiva via GO usando um conjunto de
dados de um tnica célula de tecido pulmonar que geramos anterior-
mente'” (figura suplementar online S8).

Resposta imunitaria
Os mddulos relacionados com a resposta imunitaria exibiram vias
inflamatdrias especificas e tipos celulares do atlas dos genes. Os médu-
los regulados negativamente incluem ME7, ME12 e ME11. O ME?7 foi
enriquecido para aativagio de leucdcitos (GO:0045321, p = 2,55 x 10717),
desgranulagao (GO:0043299, pP = 4,75 x 107%) e CD14 + mondcitos
(p =796 x 10™) e CD33 + células mieloides (p = 6,08 x 10”7). O ME12
foi enriquecido para a ativagdo de leucdcitos mieloides (GO:0002274,
p=38,31x10"*) edesgranulagao deleucécitos (GO:0043299, p=0,00171),
mas ndo foi associado a um tipo de célula especifica pelo atlas genético.
O ME11 foi relacionado com a ativagdo de células T (GO:0042110,
p = 2,53 x 10°®), sinaliza¢do de interferon (REAC:913531, p = 1,38 x
10, resposta a virus (GO:0009615, p = 9,0 x 10~%) e processamento e
apresentacao de antigénios mediados por CHP Classe I (REAC:983169,
p=2,34x107°), sugestivos de um fenotipo antiviral mediado por células
T. O atlas de genes humanos mostrou enriquecimento para células CD56
+ células Natural Killer (p =7,32 x 107%), CD8 + células T (p = 2,5 x 107%)
e CD4 + células T (p = 4,32 x 107°).

O MEDY foi regulado negativamente na FPI, mas foi o inico
modulo que mostrou uma tendéncia inversa em relagio a fungdo
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Figura 2 (A) Diagrama de Euler do nimero de genes diferencialmente expressos identificados como significativos (FDR ajustada p <0,05) para as comparagdes com
validagdo cruzadas. De 15180 genes, 10237 foram identificados como significativos em pelo menos uma comparagao e 6425 genes foram significativos em todas
as quatro comparacdes. (B) Parcela dos componentes principais dos 6425 genes mostrando sobreposicdo entre as amostras em cada um dos grupos FPI ou controlo
e separacdo entre doenca e controlo. (C) Grafico da alteracdo da dobra dos genes em cada mddulo para determinar a regulacdo positiva ou negativa do médulo.
Os genes marcados sdo 0s que demonstraram ter uma associagdo conhecida com a FPI ou com a funcdo biolégica desse médulo. FPI, fibrose pulmonar idiopatica.

pulmonar, com o aumento do ME9 associado a um declinio na
FVC. Foi enriquecido para resposta a bactérias (GO:0009617,
p=5,52x1077), processo de apoptose (GO:0006915, p = 7,2 x 1079),
regulagdo da expressdo genética (GO:0010468, p =8,75x 10°) e 0
CD33 + células do tipo mieloide (p = 2,46 x 107).

O unico moédulo de resposta imunitéria que aumentou na doenga
e se correlacionou negativamente com os valores da fun¢ao pulmo-
nar DLCO e FVC foi o ME5, que foi associado a ativa¢iao das célu-
las B (GO:0042113, p = 3,95 x 107°) e a via de resposta da proteina
desdobrada (REAC:381119, p = 2,64 x 10%). O atlas genético identifi-
cou este mddulo como enriquecido para CD19 + células B (p = 5,95
x 107) e incluiu genes associados ao desenvolvimento das células B
em centros germinais e células plasmdticas como POU2AF1 e MZB1.

Resposta fibrotica

A via de organizacdo da matriz extracelular foi enriquecida no ME3
(REAC:1474244,p=5,11 x 10"") e no ME6 (REAC:1474244, p = 3,34
x 1077). O ME6 foi composto pelos marcadores de colagénio COL1A2
e COL3A1, enquanto o ME3 incluiu COL14A1, COL15A1 e TGFB3.
Enquanto ambos os modulos foram regulados positivamente na FPI,
apenas o ME3 foi negativamente correlacionado com o declinio da

DL, O ME14 foi intimamente associado aos médulos ECM por
agrupamento eigengene, e associado com a contragdo muscular
(REAC:397014, p = 4,56 x 107®) e a alfa-actina do musculo liso. A
combinagdo das fibras contrateis e da matriz extracelular sugere que
estes modulos estdo relacionados a uma assinatura de miofibroblastos.

Resposta de desenvolvimento

O ME2 associado ao desenvolvimento da vasculatura (GO:0001944,
P =539 x 107%) e as vias de biossintese do colesterol (REAC:191273,
p = 0,00701). Este médulo foi regulado negativamente na FPI e cor-
relacionado positivamente com a DL . Foi identificado um grande
namero de genes para este médulo, incluindo o DISP1, necessério para
a sinaliza¢do hedgehog eficaz, que é uma via importante na angio-
génese''® e CAV1, que regula a angiogénese estimulada por VEGE"
Este médulo também incluiu os genes WNT, WNT3A e WNT7A.

O ME]1 foi regulado positivamente na FPI e esteve fortemente
associado & organizagdo dos cilios (GO:0044782, p = 9,88 x 107*). Os
cilios nos pulmoes estao presentes principalmente nas células epiteli-
ais bronquiais ciliadas, sugerindo que este médulo pode estar relacio-
nado com a patologia das vias aéreas, incluindo o desenvolvimento
de estruturas bronquiolares em cistos “favos de mel”** Curiosamente,
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Quadro 2 Lista dos cinco principais genes por ligacao dentro de
cada médulo

Médulo  Cinco principais genes ligados

ME1 DNAJA4 SPA17 SPATA18 RBKS C110rf70
ME2 NDRG4 KIAA1462 EPAS1 CCDC85A MYZAP
ME3 IGF1 COL14A1 STEAP1 COL15A1 CTHRC1
ME4 CDCAS MELK CCBN2 TPX2 CEP55
ME5 FKBP11 SSR4 STARDS PIM2 SPAG4
ME6 COL1A2 LOXL2 COL3A1 HEPH GLI2
ME7 TRVP2 DOK2 CSF2RA FLVCR2 FCGR3A
ME8 ARAF TYK2 FRX2 EDC4 PQLC1
ME9 GADD45B IL6 MAFF CSRNP1 FOSL2
ME10 CACNA2D2 PLA2GAF LGI3 ABCA3 HPN
ME11 HLA-E BIN2 PSMB9 IL12RB1 PRF1
ME12 PKN1 DBNL CNPPD1 KLC1 APTM1
ME13 KANK2 AOC3 RECK PGR FZD1
ME14 ACTA2 CNN1 ACTG2 TPM2 H5PB7
ME15 DLGAP4 FMR1 C6orf106 PTPN14 EX0C3
ME16 PRLCZ NEDDAL VSIG2 RASSF7 PPP1R9A

este mddulo também foi enriquecido para genes relacionados com a
expressdo genética viral (GO:0019080, p = 6,24 x 10).

Reguladores do médulo

Os 16 mddulos foram enriquecidos por 25 fatores de transcricdo e
21 miARNs (figura 4). Os maiores valores de enriquecimento foram
para os fatores de transcri¢ao associados a regulagdo negativa da
resposta imunitdria viral ME11, STAT2 (NES = 9,068) e IRF1 (NES
=9,789), para o mddulo de cilios regulado positivamente ME1,
ZBTB7B (NES = 9,935) e para o mddulo de replicagio do ADN o
ME4, E2F4 (NES = 10,072). Foram também incluidos varios fatores
de transcrigdo no mddulo associado sugerindo um ciclo de feed-
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Figura 3 Modulos de consenso para ambos os grupos FPI que foram sig-
nificativamente correlacionados com a DL, (superior) ou FVC (inferior). Nao
foi encontrada nenhuma correlacdo significativa no grupo controlo. O ndmero
é o valor de R para cada correlacdo. O nimero entre parenteses é o de valor
de p corrigido para a FDR. DL, capacidade de difusao; FVC, capacidade vital
forcada; FPI, fibrose pulmonar idiopatica; ME, madulo eigengene.

Quadro 3 Funcoes bioldgicas representativas para cada modulo
com base no agrupamento de mapas de enriquecimento da
ontologia genética: processo biolégico e termos Reactome

Nenhum gene

Médulo  Expressdo na doenca no médulo Funcao biologica

ME1 POSITIVA 1579 Organizacdo ciliar

ME2 NEGATIVA 1404 Desenvolvimento de vasos sanguineos

ME3 POSITIVA 39 Organizacdo da Matriz Extracelular

ME4 POSITIVA 380 Divisdo celular / replicagao de ADN /
reparacdo de ADN

MES POSITIVA 371 Ativacdo de células B / resposta da proteina
desdobrada

ME6 POSITIVA 207 Organizacao da Matriz Extracelular

ME7 NEGATIVA 204 Ativacdo / desgranulacdo de leucdcitos

ME8 NEGATIVA 188 Processo metabalico celular

ME9 NEGATIVA 163 Resposta a bactérias / apoptose /
transcrigdo de ARN

ME10 NEGATIVA 158 Metabolismo do surfactante

ME11 NEGATIVA 116 Ativagdo de células T/ atividade do
complexo de histocompatibilidade principal
(CHP) classe | / resposta do interferon

ME12 NEGATIVA 107 Ativacdo / desgranulacdo de leucécitos

ME13 NEGATIVA 80 Contragdo muscular / desenvolvimento
de 6rgéos

ME14 POSITIVA 75 Fibras contracteis / interagdes da matriz
extracelular

ME15 NEGATIVA 58 Mecanismo catabélico da proteina celular

ME16 NEGATIVA 39 Organizagéo de juncao célula-célula

back positivo; Estes reguladores incluem FOXM1 (ME4), MYBL2
(ME4), IRF1 (ME11), STAT1 (ME11) e TCF12 (ME14).

No geral, estes fatores de transcrigao sdo capazes de regular direta-
mente 44% dos genes identificados nestes médulos (quadro suplementar
online S1). O médulo ME1 apresentou o maior niimero de correlagdes e
mais fortes de miARNSs entre todos os médulos. Estes miARNS correla-
cionados foram principalmente de duas familias, miR-34/449 (miR-34b:
p =191 x 108 r = 0,80, miR-34c-3p, miR-34c-5p, miR-449a, miR-
449b ) e miR-200/429 (miR-200a: p = 6,00 x 107, r = 0,80; miR-200b:
p=555x10"",r=0,86; miR-429: p=7,49 x 10~%,r=0,73). Os miARNs
miR-205 (p = 8,86 x 10", r = 0,84) e miR-31 (p = 3,09 x 10°%, r = 0,82)
também foram fortemente correlacionados e ligados a este médulo com
0 ME2 (miR-205: 3,83 x 107, r =-0,68; miR-31: p=6,76 X 10, r =-0,66).
Os miR-30s correlacionaram-se com ME2 (miR-30a: p = 1,87 x 1075,
r=0,68; miR-30b: p = 1,10 x 10, r = 0,72), ME3 (miR-30a: p = 3,19 x
107, r = —0,62; miR-30b: p = 3,19 x 107, r = —0,66) e ME5 (miR-30a:
p=247 %10 r=-0,59 miR-30b: p=2,47 x 10, r =-0,70), apoiando
ainda mais uma ligagao entre a fibrose e as células B. O médulo de fibras
contrateis ME14 também foi correlacionado com dois miARNs (miR-
133b: p=1,08 x 10, r=0,77 e miR-143: p = 2,65 x 107, r = 0,64).

Descobrimos que muitos destes reguladores demonstraram, em
estudos anteriores, ter um papel significativo nos moédulos associa-
dos. Em relagdo ao mddulo MEI, estes modelos confirmaram ter
um papel importante para a familia miR-34/449 na génese de cilios
e a familia miR-200/429 como sendo regulada positivamente sob
condig¢des de hipoxia.”! 2 O médulo ME14 foi enriquecido para os
fatores de transcrigio SRF e TCF12, e ambos foram considerados
necessarios para a diferencia¢do de miofibroblastos e para a atividade
contratil dos fibroblastos.”?* De particular interesse ¢ a transcri¢do
ZBTB7B, que foi fortemente enriquecida como um regulador para
o médulo MEL. Este gene é normalmente associado ao comprome-
timento da linhagem das células T com o fen6tipo CD425, mas ndo
foi demonstrado anteriormente que regula o epitélio. Examinando o
atlas de proteinas humanas, descobrimos que o ZBTB7B é altamente
expresso em todos os tipos de células epiteliais (pele e trato diges-
tivo) e a proteina altamente expressa nas células epiteliais bronquicas.
Adicionalmente, um exame utilizando o conjunto de dados de célula
unica de pulméo encontrou que ZBTB7B estd altamente expresso nas
células epiteliais, apoiando ainda mais o seu papel no desenvolvi-
mento de células epiteliais (figura complementar online S9).

Analise da sobrevida
A relevancia clinica destes modulos foi avaliada usando uma coorte
independente de 57 doentes com perfis de expressao de ARN do
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sangue periférico na FPI com o modelo de riscos proporcionais
multivariado de Cox, usado para avaliar a influéncia de cada mé-
dulo na predicio da sobrevida. A mediana da expressao genética
para genes que componham cada médulo foi avaliada para deter-
minar se a assinatura genética era detetavel nas amostras de sangue
(figura suplementar online S10). Dos 16 modulos que identifi-
camos, quatro modulos foram significativamente associados a
sobrevida apos o ajuste de Bonferroni para comparagdes multiplas
(MEI p = 0,038, MES p = 0,008, ME9 p = 0,042, ME12 p = 0,041).
O modelo de riscos proporcionais multivariado de Cox ajustado a
FVC, idade e sexo foi aplicado a estes quatro modulos e mostrou
que ME1 tem a maior associagdo com a sobrevida com uma con-
cordancia geral de 0,777, um valor de p log-rank ajustado de 0,001,
eum ME1 HR de 2,73 (IC 95% 1,28 a 5,87; p = 0,0097) (figura 5).

DISCUSSAO

A analise da rede de consenso foi utilizada para identificar os mé-
dulos diferencialmente expressos com fungio bioldgica associada e
reguladores de transcrigdo expressos na FPI com relagdo ao declinio
da fungao pulmonar. Semelhante ao realizado em estudos anteriores,
que utilizaram conjuntos de dados de alto rendimento para examinar
a FPI, estes modulos foram enriquecidos para vias relacionadas com
a resposta imunitaria, fibrose e desenvolvimento. Os reguladores
que interligam estes mddulos incluem o coativador de transcrigdo
p300 e TCF12, bem como os miARNs, miR-205 e miR-30s. Virias
observagoes podem ser feitas a partir destes dados. A primeira é
que, a FPI apresenta uma resposta imunitaria disfuncional desta-
cada pela diminuigao do interferon, apresentacdo do CHP classe I
e ativagdo de células T e diminui¢do das vias relacionadas com a
ativagao e desgranulacdo de leucdcitos. Curiosamente, enquanto o
mddulo relacionado com a detecéo de bactérias foi regulado nega-
tivamente na FPI, correlacionou-se negativamente com o declinio
da fungdo pulmonar. Tem sido demonstrado que os doentes com
um declinio mais rapido da fun¢do pulmonar tém um aumento da
carga bacteriana pulmonar®, o que sugere que, apesar da resposta
imunitaria antibacteriana negativa, o pulméo responde a presenga
destes microrganismos. Pensa-se que as infe¢des virais também estdo

@

(T2

L

D e Cin 345>
=D

envolvidas na FPI, mas faltam evidéncias.” > De um modo geral, as
respostas imunitdrias disfuncionais podem estar relacionadas com a
falta de depuragdo dos microrganismos, resultando num aumento da
presenca dos mesmos na FPI. Essas respostas imunitdrias negativas
também seriam exacerbadas pelo tratamento com farmacos anti-in-
flamatorios e podem explicar o aumento da mortalidade nos doentes
com FPI quando tratados com corticosteroides.

Apesar de uma redugio geral da resposta imunitaria, a resposta
imunitaria humoral foi regulada positivamente, especificamente
relacionada com a ativagdo das células B. Esta teoria é apoiada pelo
aumento da presenca e do numero de células B e de foliculos lin-
féides terciarios, relatado anteriormente na FPI?°, bem como obser-
vado num estudo transcriptémico no qual foi registado o aumento
da ativa¢do das células B, mas ndo das células T.*°

Embora permaneca desconhecido o papel das células B na FPI, o
marcador de células plasmaticas, MZB1, tem sido associado a nume-
rosas doengas fibroticas.®! Outro suporte para a ligagio entre as células
B ea fibrose sdo os miR-30s que foram correlacionados com o modulo
das células B e ME3, um dos modulos associados a matriz extracelular.
Foi demonstrado que estes miARNS estdo envolvidos tanto na fibrose
quanto na transi¢ao epitélio-mesénquima® e reprimem a expressio do
fator de ativagio das células B (BAFF) nas células B.

Em segundo lugar, os nossos dados mostram que estdo ativos
dois processos fibroticos paralelos. Os genes mais altamente liga-
dos no médulo ME6 sdo o colagénio 1 e 3 (COL1A2 e COL3Al),
que formam as estruturas primarias na MEC. O ME3 foi altamente
ligado ao colagénio 14 (COL14A1), que tem um papel na ligacdo
cruzada do colagénio 1 e no desenvolvimento de estruturas fibréti-
cas mais avangadas.

Enquanto ambos os médulos foram regulados positivamente na
FPI, apenas o ME3 foi correlacionado (negativamente) com o declinio
da fun¢éo pulmonar. Ainda ndo se sabe quais dessas vias sdo afetadas
pelos antifibroticos, o que justifica mais pesquisas nessa drea.

Finalmente, o maior mddulo foi associado aos cilios (ME1).
Estudos prévios identificaram uma assinatura de cilios na FPI e desco-
briram que estava relacionada com o aspeto “favo de mel” ao micros-
copio."* Ao comparar os nossos médulos com um conjunto de dados

Cwdy G

Figura 4 Rede de fatores de transcricao enriquecidos (branco) e miARN correlacionado (amarelo) com cada madulo. Os médulos regulados positivamente na
doenca sdo apresentados como retangulos e os médulos regulados negativamente na doenca sdo apresentados como hexdgonos. O aumento das pontuagdes
normalizadas de enriquecimento é denotado pelo aumento da espessura do traco. A funcdo biolégica foi categorizada para a resposta imunitaria (azul) e para
a fibrose (verde), com os demais mddulos marcados a roxo. O fator de transcricdo EP300 (linhas vermelhas) e TCF12 (linhas laranjas) foram destacados como
formadores de uma rede de ligacdo entre os modulos associados a fibrose e a resposta imunitaria.
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independente, mostramos que o ME1 melhora significativamente os
modelos de sobrevida em doentes com FPIL. Os biomarcadores epite-
liais das proteinas séricas ja foram identificados anteriormente como
preditores da sobrevida em doentes com FPL.**~* Entretanto, este é o
primeiro relato de que estamos cientes de que usamos uma assina-
tura epitelial de ARN no sangue como biomarcador da FPI. Embora
a dete¢do de uma assinatura epitelial no sangue possa parecer con-
traintuitiva, hd um precedente em estudos sobre cancro em que as
células cancerosas epiteliais circulantes estdo presentes nas amostras
sanguineas.” As células epiteliais circulantes também foram detetadas
em doengas cronicas inflamatérias do intestino, sugerindo que um
processo semelhante pode estar presente na FPL*

Uma limitagdo do estudo foi que enquanto realizavamos uma
analise com validag¢do cruzada entre os dois grupos de amostras
ndo sobrepostas, esta ndo era verdadeiramente independente. O
nosso conjunto de dados consistiu em 160 amostras de tecido pul-
monar FPI e ndo existe um conjunto de dados de igual dimenséo
para utilizacdo numa coorte de replicagdo adequada, com a maio-
ria dos conjuntos de dados compostos por menos de 15 amostras.
(Consulte a quadro suplementar online S3 para obter uma lista
completa dos conjuntos de dados relacionados com a FPI.)

Em alternativa, acreditamos que a nossa abordagem com vali-
dagdo cruzada e baseada num consenso fornece uma valida¢ao
suficiente para ser considerada robusta. Adicionalmente, embora
o0 nosso estudo tenha sido capaz de identificar varias vias novas na
FPI, foi limitado pelos dados clinicos disponiveis e vieses inerentes
as analises de enriquecimento. Os dados da fun¢do pulmonar esta-
vam disponiveis para a maioria das amostras, mas o historico de
tabagismo era limitado ao status (nunca, fumador ou ex-fumador)
sem ter em conta os mag¢os-ano. A andlise de enriquecimento (GO
ou Human Cell Atlas) também foi limitada na identificagdo de vias
ou tipos de células, uma vez que se baseia em listas de genes vali-
dados que resultam na sobre-representagdo de vias bem caracteri-
zadas. Este aspeto pode estar refletido no nimero de médulos de
resposta imunitaria que identificamos, garantindo a necessidade de
mais estudos para validar o papel dessas vias na FPI e determinar o
seu significado funcional na progressido da doenca.

Em conclusdo, estes dados demonstram a existéncia de varias
vias na FPI compativeis com o conhecimento atual da patologia.
Acreditamos que este estudo gerador de hipdteses fornece uma
nova visao sobre as vias bioldgicas na FPI e identifica varios regu-
ladores candidatos a alvos de intervengao.

Colaboradores JEM concebeu e realizou o estudo. BT contribuiu com o conjunto de dados de célula
Unica. NK, JCH, BMV e WW estiveram envolvidos na redacdo e edicdo do manuscrito.
Financiamento Financiado por doagdes de KULeuven (C24 / 15/30) e NIH (ROTHL127349). JEM
foi financiado através de uma bolsa do ERS (RESPIRE2-2015-9192).

Conflitos de interesses NK é inventora de uma patente pendente sobre o uso de hormona da
tiroide como um agente antifibratico (licenciado), bem como uma patente de novos biomarcadores
na FPI (ndo licenciada). NK consultou a Biogen Idec, a Boehringer Ingelheim, a Numedii, a MM, a
Pliant, a Third Rock, a Indaloo e a Samumed. NK tem uma colaboracdo continua com a MiRagen
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Figura5 (A) Gréfico da redugo de dimenséo discriminativa (DDR do inglés decriminative dimension reduction) de GSE93606 dados de ARN do sangue periférico

na FPI usando a lista de genes do médulo ME1 (cilios).

0 agrupamento K-means foi utilizado para separar as amostras em dois grupos (amarelo e roxo). (B) Mapa de calor da expressao genética classificada por pon-
tuacdo DDR. (C) Curvas de Kaplan-Meier para os grupos definidos por agrupamento DDR k-means de genes ME1 em grupos de dados de sangue periférico. O
modelo de riscos proporcionais multivariado de Cox dos grupos de mddulos, FVC, sexo e idade mostrou que MET teve associacdo significativa com a sobrevida

(p = 0,0097). FPI, fibrose pulmonar idiopética; ME, médulo eigengene.
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Hipoventilacao desproporcional a gravidade da SAOS

em criancas com sindrome de Prader-Willi

Francois Abel,"Hui-Leng Tan,? Valentina Negro, Nicola Bridges,? Thomas Carlisle,2 Elaine Chan,’
Aidan Laverty," Michael Miligkos,** Martin Samuels," Athanasios G Kaditis

RESUMO

Objetivo Testar a hipotese de que as criangas com sin-
drome de Prader-Willi (SPW) e sindrome da apneia obs-
trutiva do sono (SAQOS) apresentam hipercapnia numa
maior propor¢do do tempo total de sono (TTS) do que
as criancas sem sindrome mas com semelhante indice
de apneia-hipopneia obstrutiva (IAHO).

Desenho do estudo Estudo transversal.

Local Dois hospitais de nivel terciario.

Doentes Doentes com SPW e criancas sem sindrome
mas com roncopatia, submetidos a poligrafia e com
idade semelhante, com z-score do indice de massa cor-
poral (IMC) e IAHO.

Outcome principal Os dois grupos foram compa-
rados em relacdo a % do TTS com CO, transcutaneo
(PtcCO,)> 50 mmHg. A interacdo entre o diagnéstico
de SPW e a gravidade da SAOS (IAHO <1 episodio /h
vs 1-5 episodios /h vs > 5 episddios /h) em relacéo a %
do TTS com PtcCO,> 50 mmHg foi testada através de
regressao linear maltipla.

Resultados Foram incluidas 48 criangas com SPW e 92
controlos (mediana de idades 2,3 (intervalo 0,2—14,1)
anos vs 2,2 (0,3-15,1) anos; z-score do IMC 0,7 + 1,9
vs 0,8 + 1,7; mediana do IAHO 0,5 (0-29,5) episddios
/hvs 0,5 (0-33,9) episddios /h; p> 0,05). Os dois grupos
nao diferiram relativamente a % do TTS com PtcCO,>
50 mmHg (mediana 0% (0-100%) vs 0% (0-81,3%),
respetivamente; p> 0,05). No entanto, a interagdo entre
a SPW e a gravidade da SAOS em relacdo a duragdo da
hipoventilacdo foi significativa (p <0,01); as diferencas
médias estimadas da % do TTS com PtcCO,> 50 mmHg
entre criancas com SPW e os controlos para o IAHO <1
episodio /h, 1-5 episodios /h e > 5 episddios /h foram
+0,2%, + 1% e +33 %, respetivamente.
Conclusdo O aumento da gravidade da obstru-
¢do das vias aéreas superiores durante o sono em
criancas com SPW é acompanhado por periodos
desproporcionalmente mais longos de hipoventila-
¢do, quando comparadas com criancas sem sindrome
com frequéncia semelhante de eventos obstrutivos.

INTRODUCAO

Numa revisdo sistematica de 14 estudos publicados,
quase 80% das criangas com sindrome de Prader-Willi
(SPW) apresentavam sindrome da apneia obstrutiva
do sono (SAOS), sendo de gravidade ligeira em 50%
dos casos.! A frequéncia de SAOS é maior nas idades
mais jovens e no percentil de indice de massa corporal
(IMC) mais elevado.'* A sindrome da apneia central
do sono e a hipoxemia noturna nao relacionada com
a SAOS sio dois padroes adicionais de disttrbios res-
piratérios do sono (DRS) que afetam criangas com
SPW:** Numa coorte retrospetiva de bebés e criangas
com SPW, 25% dos doentes apresentavam sindrome da
apneia central do sono e o distirbio foi mais comum
em criangas com menos de 2 anos em comparagao com
os de idade mais avancada (43% vs 5%).

O controlo respiratorio central anormal, como indi-
cado pelas respostas ventilatorias anormais hipercipnicas
e hipéxicas, estd provavelmente envolvido na patogénese
da SAOS e da sindrome da apneia central do sono.** A
obesidade, hipertrofia adenotonsilar, hipoplasia da face
média, micrognatia e hipotonia sdo fatores adicionais
que predispdem as criangas com SPW ao aparecimento
da SAOS.?* A hipoventilagao relacionada com o sono é
outro padrdo de DRS que tem sido discutido no con-
texto da SPW, e pode ser uma consequéncia clinica da

O que ja se sabe sobre este tema?

> As criangas com sindrome de Prader-
Willi (SPW) tém respostas ventilatorias
atenuadas a hipoxemia e a hipercapnia
e uma elevada prevaléncia de sindrome
da apneia obstrutiva do sono (SAOS).
No entanto, a frequéncia de hipoventi-
la¢ao noturna é desconhecida.

0 que este estudo vem acrescentar?

»O aumento da gravidade da SAOS em
criangas com SPW é acompanhado por
periodos de hipoventilacio despropor-
cionalmente mais longos em compara-
¢d0 com criangas com desenvolvimento
tipico e frequéncia semelhante de even-
tos obstrutivos.

» Adicionalmente a oximetria e a capno-
metria anual recomendadas em doen-
tes com SPW, os pediatras devem estar
a alerta para manifestagdes clinicas que
indicam a deteriora¢ao dos distirbios
respiratorios do sono.

obstrugao das vias aéreas superiores, obesidade e resposta
ventilatéria atenuada a hipercapnia e & hipoxemia.>® No
entanto, a sua prevaléncia e gravidade nao foram estuda-
das na literatura existente sobre a SPW.!

Em crian¢as sauddveis que participaram no
Childhood Adenotonsillectomy Trial (CHAT), a per-
centagem de tempo total de sono com pressao parcial
de dioxido de carbono expirado> 50 mmHg (% do TTS
com EtCO,> 50 mmHg) no ar exalado correlacionou-se
significativamente com o indice de apneia-hipopneia
obstrutiva (IAHO) e a frequéncia de hipoventilagao
aumentou progressivamente com a gravidade da SAOS."
De facto, os participantes do grupo de adenotonsilecto-
mia precoce tiveram uma maior reducdo significativa-
mente na % do TTS com EtCO,> 50 mmHg quando
comparado com o grupo em espera sob vigilancia. Em
comparagdo, num caso relatado de uma crianga obesa
com SPW e SAOS grave, a hipoventilagdo noturna nao
se resolveu completamente apesar do alivio da obstrugao
das vias aéreas superiores com traqueostomia.'* Portanto,
a SAOS nio ¢ o unico fator que contribui para a hipo-
ventilagdo relacionada com o sono na SPW. Neste estudo,
comparamos doentes com SPW e criangas saudéaveis
com roncopatia, hipertrofia adenotonsilar e/ou obesi-
dade com idades semelhantes, z-score do IMC e IAHO.
A nossa hipdtese ¢ de que as criangas com SPW estdao em
hipoventilagdo numa maior proporgao de tempo de sono
em comparagao com as criangas controlo com SAOS com
gravidade semelhante, conforme indicado pelo IAHO.

DOENTES E METODOS

Critérios de inclusao e exclusao para doentes com
SPW e individuos de controlo

A presente andlise retrospetiva incluiu doentes com SPW
com idades compreendidas entre os 0 e os 18 anos, que
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realizaram o primeiro estudo de poligrafia na Unidade Respiratéria do
Sono do Great Ormond Street Hospital (GOSH) num periodo de 9 anos
ou no Centro do Sono do Royal Brompton Hospital (RBH) (Londres,
Reino Unido) num periodo de 3 anos. Para fins de comparagao, também
analisamos dados de criancas sauddveis (controlos) que (1) foram sub-
metidas a poligrafia durante os mesmos periodos do estudo devido a
roncopatia relacionada com a hipertrofia adenotonsilar e/ou obesidade;
e (2) eram semelhantes aos doentes com SPW em relacdo a idade, z-score
do IMC e JAHO. Como nio foi estudada anteriormente a gravidade da
hipoventilagdo noturna em criangas com SPW - um disttrbio relati-
vamente raro - e como é desconhecida a dimenséo da diferenca deste
parimetro relativamente a criancas com desenvolvimento tipico, ndo foi
realizado o cdlculo do tamanho da amostra. Portanto, foram analisados
os dados de todos os doentes com SPW submetidos a poligrafia nas duas
institui¢cdes durante o periodo do estudo.

Nao foram analisados os dados de doentes com SPW ou controlos
se havia historia de (1) tratamento com hormona de crescimento; (2)
qualquer intervengao prévia para a SAOS (ou seja, adenoidectomia e/
ou tonsilectomia; pressdo positiva continua nas vias aéreas; ventilacdo
ndo invasiva com pressdo positiva); (3) sindromes craniofaciais e malfor-
magdes congénitas das vias aéreas superiores; (4) disturbios neuromus-
culares; (5) doengas genéticas que nao a SPW; ou (6) doenga pulmonar
cronica ou cardiopatia congénita. Assim, todos os doentes com SPW
e individuos de controlo incluidos na anélise eram naive para o trata-
mento da SAOS. O processo de selecdo dos doentes com SPW e das
criangas controlo encontra-se detalhado na informagao complementar
online. Para cada doente com SPW, foram selecionados dois controlos
com idades compreendidas no intervalo de + 1 ano da idade do doente,
z-scores do IMC no intervalo de + 0,5 do indice de IMC do doente e
TAHO no intervalo de + 2 episédios /h do IAHO do doente.

Poligrafia

Os individuos foram monitorizados como se fossem doentes interna-
dos e a poligrafia foi assistida por pessoal treinado. Os detalhes sobre
o equipamento utilizado, sinais registados e pontuagdo dos eventos
respiratorios estao disponiveis na informagéo complementar online.
No GOSH, a monitorizagéo transcutinea da pressao parcial do didxido
de carbono (PtcCO,) foi obtida utilizando um monitor transcutdneo
TCM TOSCA 500 (Radiometer Medical ApS, Dinamarca). O TOSCA
500 utiliza uma calibra¢do totalmente automatica baseada numa
camara de calibragdo integrada com um calibrador de gas. A calibragao
é realizada uma vez a cada 24 horas, apds a troca da membrana do
sensor ou sempre que o fisiologista considerar necessario.

No RBH, a monitorizagio transcutinea do CO, foi registada utili-
zando um monitor transcutdneo TCM40 (Radiometer Medical ApS).
O TCM40 é calibrado automaticamente utilizando uma cdmara de cali-
bragdo integrada que contém 7,5% de CO,, 20,9% de O, e N, (calibragao
automdtica integrada SmartCal). A calibracéo foi realizada no inicio da
poligrafia e novamente as 5 horas do estudo ou sempre que o fisiologista
considerasse necessario. Como nao foi registado nenhum eletroencefalo-
grama, foram aplicadas medidas de substitui¢io para a detegdo dos desper-
tares e estimativa do TTS, ou seja, 0 movimento/despertar na gravagao de
video ou noutros meios de registo ou aumento da frequéncia cardfaca. O
indice de apneia-hipopneia (IAH) foi calculado como o total de todas as
apneias e hipopneias por hora de TTS; para célculo do IAHO, foi subtraido
ao IAH o niimero de apneias centrais e hipopneias centrais por hora de
TTS (informagao complementar online). A SAOS ligeira correspondeu a
um IAHO de 1 a 5 episédios /h e a SAOS moderada a grave a um JAHO>
5 episodios /h.! A hipoventilagio noturna foi definida como PtcCO,> 50
mmHg para > 25% do TTS."

Outcome e variaveis explanatorias
O outcome primario foi a % do TTS com PtcCO,> 50 mm Hg. A média
e o pico de PtcCO, e a proporgio de individuos com hipoventilagio
noturna foram outcomes secundarios.

Andlise de dados

Para confirmar que os dois grupos do estudo (doentes com SPW e con-
trolos) eram semelhantes relativamente a idade, z-score do IMC e IAHO,
foram comparados em relagdo as caracteristicas dos individuos e aos
resultados da poligrafia utilizando o teste x> para variaveis categdricas,
teste t de Student para variaveis continuas normalmente distribuidas e o
teste U de Mann-Whitney para variveis continuas nao distribuidas nor-
malmente. Foram utilizados testes semelhantes para comparar os dois
grupos do estudo relativamente aos outcomes primario e secundérios.

Para testar a hipdtese de que as criancas com SPW hipoventilam por
periodos mais longos do TTS em qualquer nivel de gravidade de obstrugao
das vias aéreas superiores, foi aplicado um modelo de regressao linear mul-
tipla incluindo a % do TTS com PtcCO,> 50 mmHg como variével depen-
dente e nivel de gravidade da SAOS (IAHO <1 episodio /h vs 1-5 episodios
/h vs > 5 episddios /h), diagnostico (individuo controlo vs SPW) e como
varidveis explanatorias a interagdo entre a gravidade da SAOS e o diag-
ndstico.! Foram introduzidos como covaridveis a idade, sexo e z-score do
IMC. Uma interagdo ocorre quando o diagnostico de SPW tem um efeito
diferente na % do TTS com PtcCO,> 50 mmHg dependendo da gravidade
da SAOS, por exemplo, o grupo SPW e os controlos sao semelhantes rela-
tivamente & % do TTS com hipoventilagdo quando o IAHO <1 episddio
/h ou 1-5 episédios /h, mas os dois grupos diferem significativamente na
duragdo da hipoventilagdo quando o IAHO> 5 episodios /h.

Foram testadas todas as hipdteses de regressao linear multipla. As
parcelas residuais nao indicaram violagoes relevantes das suposicoes de
homocedasticidade/linearidade e normalidade. Adicionalmente, foi cal-
culada a distancia de Cook e néo foi identificado nenhum outlier.

Os dois modelos adicionais de analise de regressao linear multi-
pla foram ajustados considerando apenas a coorte GOSH ou apenas a
coorte RBH, respetivamente. A andlise de regressao também foi repe-
tida separadamente para criangas mais jovens (idade <2 anos) e mais
velhas (idade> 2 anos).® Foi utilizado o coeficiente de correlagio de
Spearman para testar a associa¢do entre o indice de apneia obstrutiva
e a percentagem de TTS com PtcCO,> 50 mmHg.

RESULTADOS

Caracteristicas dos participantes

Foram considerados para inclusdo no presente estudo transversal dados
de 81 doentes com SPW e 1525 potenciais controlos de ambos os centros
(figura 1). Em oito doentes com SPW, registou-se uma grande perda do
sinal de capnografia e as respetivas poligrafias foram excluidas da andlise.
A grande maioria dos potenciais controlos (653 de 745 sem comorbi-
dades) foram excluidos porque nao tinham idade, z-score do IMC ou
IAHO semelhantes a nenhuma das criangas do grupo SPW. Para quatro
casos de doentes com SPW, apenas foi identificado um individuo con-
trolo por doente com caracteristicas semelhantes.

Assim, foram retidos para andlise dados referentes a 48 criangas com
SPW (0,2 a 14,1 anos de idade; 58,3% do sexo feminino) e 92 criangas de
controlo (0,3 a 15,1 anos de idade; 42,4% do sexo feminino). O resumo
das estatisticas e das comparagdes dos achados demograficos e poligrafi-
cos em criangas com SPW e criangas de controlo sdo apresentados no
quadro 1. Os dois grupos do estudo nao diferiram em idade, z-score do
IMC e ITAHO. A maioria das criangas com SPW (58,3%) apresentava
um IAHO <1 episédio /h e um grupo menor (14,6%) apresentava SAOS
moderada a grave. No geral, uma minoria dos individuos com SPW
(27,1%) eram obesos, mas a prevaléncia de obesidade foi elevada entre
o0s que apresentavam uma SAOS moderada a grave (43%).

A maior % de TTS com PtcCO,> 50 mmHg no grupo com SPW
foi registada numa crianga com obesidade mdrbida e escoliose grave
(PtcCO, média nocturna de 56,6 mmHg e PCO, capilar de 62,5 mmHg;
PCO, arterial diurna de 46,5 mmHg). No grupo de controlo, a maior
propor¢ao de sono com hipoventilagdo noturna foi demonstrada numa
crianca com obesidade morbida (81,3% do TTS com PtcCO,> 50
mmHg). Uma crianga do grupo de controlo com obstrugio grave das
vias aéreas superiores apresentou a maior % de TTS com SpO, <90%
entre todos os participantes.

Outcomes e o efeito da interacdo entre a severidade da SAOS e o
diagnéstico de SPW na duracéo do PtcCO, noturno elevado

Entre os individuos com SAOS ligeira ou sem SAOS, 4,9% dos doentes
com SPW e 5% das criangas controlo apresentaram evidéncia de hipo-
ventilagdo. Em comparagao, a prevaléncia de hipoventilagdo noturna
entre os individuos com SAOS moderada a grave foi de 57,1% em
doentes com SPW e 16,7% nas criangas de controlo.

As criangas com SPW e as de controlo apresentaram resultados
semelhantes na % de TTS com PtcCO,> 50 mm Hg (p> 0,05), mas a
média do PtcCO, tendeu a ser maior nos doentes com SPW comparati-
vamente com os controlos (p=0,05; quadro 2). Adicionalmente, o pico
de PtcCO, e a proporgdo de individuos com hipoventilagao (12,5% no
grupo SPW versus 6,5% nos controlos) nao diferiram significativamente
entre os dois grupos do estudo (p> 0,05; quadro 2). Nao houve asso-
ciagdo significativa entre o indice de apneia obstrutiva e a percentagem
de TTS com PtcCO, > 50 mmHg (r = 0,09; p = 0,29). O efeito da inter-
agao entre o diagnostico de SPW e do nivel de gravidade da SAOS na %
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Artigo original

GOSH: 60 visitas iniciais para SPW
603 visitas iniciais para os controlos

RBH: 21 visitas iniciais para SPW

922 visitas iniciais para os controlos Excluidos: 32 SPW (8 sem Pe/Al.; 13 com

HC; 3 em PPCA/VNIPP; 8 sem capnome-
tria); 19 controlos (18 pAT; 1 em PPCA)

¥

49 SPW; 1506 controlos | Excluidos: 1 SPW (fenda palatina); 761

controlos (82 malformagdes craniofaciais,
l—‘ laringomalacia, estenose subglética; 153
DNM; 236 sindromes genéticas; 223 DPC;
48 SPW e 745 controlos que ndo 67 DCC)
cumprem os critérios de exclusdo

Excluidos: 653 controlos que ndo tém idade,
z-score do IMC ou IAHO semelhantes

GOSH: 28 doentes com SPW
52 controlos
RHB: 20 doentes com SPW
40 controlos com idade, z-score
do IMC e IAHO semelhantes

Figura 1 Processo de selecdo de doentes com sindrome de Prader-Willi e
criangas saudaveis da mesma faixa etaria, z-score do IMC e indice de apnéia-
-hipopneia obstrutiva acompanhado de roncopatia. IMC, indice de massa
corporal; DCC, doenca cardiaca congénita; DPC, doenca pulmonar crénica;
PPCA, pressdo positiva continua nas vias aéreas; HC, hormona de cresci-
mento; GOSH, Great Ormond Street Hospital; Al, Altura; DNM, doenca neu-
romuscular; VNIPP, ventilacdo ndo invasiva com pressao positiva; IAHO, indice
de apneia-hipopneia obstrutiva; pAT, pds-adenotonsilectomia; SPW, sindrome
de Prader-Willi; RBH, Royal Brompton Hospital; Pe, peso.

de TTS com PtcCO,> 50 mmHg apos ajuste para idade, sexo e z-score
do IMC foi significativo (p<0,01) (quadro 3 e informag¢do complementar
online, equagdo 1). As diferencas médias na % de TTS com PtcCO,> 50
mmHg entre criangas com SPW e as de controlo para o IAHO <1 /h, 1-5
/h e+ 5 /h, calculadas a partir da equagdo de regressdo linear multipla,
foram de + 0,2%, + 1% e + 33%, respetivamente (figura 2).

E importante salientar que a interagio entre o diagnéstico de SPW
e a gravidade da SAOS persistiu quando foram considerados apenas os
doentes estudados no GOSH (p = 0,04) ou apenas os doentes estuda-
dos no RBH (p = 0,05). A interagao foi significativa para criangas com
idade <2 anos (n = 67; p <0,01; quadro 1 da informagdo complementar
online), mas ndo para individuos mais velhos (n = 73; p> 0,05; quadro
2 da informagao complementar online).

DISCUSSAO

No presente estudo, os doentes com SPW e as criangas do controlo
com SAOS ligeira ou sem SAOS ndo diferiram quanto & proporg¢ao
do tempo de sono com PtcCO, elevada. Em comparagdo, os doentes
com SPW e SAOS moderada a grave passaram periodos significativa-
mente mais longos do tempo de sono com uma PtcCO, elevada em
comparagao com as criangas controlo com IAHO igualmente elevado.
Assim, no contexto da SAOS moderada a grave, as criangas com SPW
tém uma menor capacidade de manter a ventilagdo alveolar normal e
tém maior probabilidade de se tornarem hipercapnicas.

A frequéncia da hipoventilagdo nao foi descrita nas coortes publi-
cadas de individuos com SPW usando a definigdo proposta no manual
da Academia Americana de Medicina do Sono (AASM).!! Numa coorte
retrospetiva de 37 criangas e adultos jovens com SPW, a prevaléncia de
hipercapnia definida como pico de EtCO,> 50 mmHg foi de 62%.'" Neste
relatdrio, a prevaléncia de hipoventilagao noturna - baseada na defini-
¢do do manual da AASM - para criangas controlo com SAHOS ligeira
/ sem SAOS ou com SAOS moderada a grave (5% e 16,7%, respetiva-
mente) foi comparéavel com a de criangas recrutadas para participarem
no CHAT (8,9% e 26,9%, respetivamente).'” Embora os doentes com
SPW e SAOS ligeira ou sem SAOS tivessem uma frequéncia igualmente
baixa de hipoventilagdo (4,9%), a respetiva prevaléncia nos doentes com
SAOS modera a grave foi muito elevada (57,1%). A maior tendéncia para
hipoventilagdo foi evidente particularmente entre os doentes com SPW
que tinham menos de 2 anos de idade, uma faixa etdria com elevada
prevaléncia da sindrome de apneia do sono central.’

A hipoventilagdo noturna é preocupante em doentes com SPW. As
criangas obesas com SPW tém uma resposta ventilatoria hipercapnica
atenuada em rela¢do aos individuos saudaveis ndo obesos, enquanto a
resposta ventilatdria hipoxica estd ausente ou acentuadamente reduzida,
independentemente do grau de adiposidade.® Numa série internacional
de 27 doentes falecidos com SPW que ndo recebiam hormona de cresci-

Quadro 1 Resumo das estatisticas e das comparacoes
relativamente as caracteristicas dos participantes e aos resultados
da poligrafia das criancas com SPW e dos participantes de
controlo que foram incluidos na andlise

Criangas com SPW  Criancas de controlo

Variaveis n=48 n=92 Valores de p
Idade, anos 2,3(0,2-14,1) 2,2(0,3-15,1) 0,31
Sexo, feminino (%) 28(58,3) 39(42,4) 0,07
GOSH (%) 28(58,3) 52 (56,5) 0,84
RBH (%) 20(41,7) 40 (43,5)
z-scoredo IMC 0,719 0,8+1,7 0,93
Obesidade™ (%) 13(27,1) 26(28,3) 0,88
TTS, min 535,7+99,7 539,9+104,6 0,82
Indice de apneia obstrutiva, 0 (0-23,5) 0(0-19,9) 0,23
episodios /h
IAHO, episodios /h 0,5(0-29,5) 0,5(0-33,9) 0,43
IAH, episadios /h 3,1(0,1-37,6) 2,7(0-35) 0,07
indice de apneia central, 1(0-11) 0(0,7-10,8) 0,08
episodios /h
Sp0, médio, % 97,1(89,1-99,5) 97,6 (85,4-100) 0,23
Nadir de Sp0,,% 86 (49-95) 90 (64-96) <0,01
Dessaturacdo de oxigénio 5 (0-68) 3,9(0,1-44,2) 0,03
(>3%) do indice de
hemoglobina, episodios /h
%TTS com Sp0, <90% 0(0-53,7) 9(0-94,1) 0,13
Gravidade da SAOS (%)
IAHO <1 episddio /h 28(58,3) 57(62) 0,18
IAHO 1-5episadios/h  13(27,1) 23(25)
IAHO > 5 episadios /h 7 (14,6) 12(13)

As varidveis continuas s&o expressas como média + DP ou como mediana (valor minimo - valor méximo).
* A obesidade foi definida como z-score de IMC > 1,645.

IAH, indice de apneia-hipopneia; IMC, indice de massa corporal; GOSH, Great Ormond Street Hospital;
IAHO, indice de apneia-hipopneia obstrutiva; SAOS, sindrome da apneia obstrutiva do sono; SPW,
sindrome de Prader-Willi; RBH, Royal Brompton Hospital; TTS, tempo total de sono.

mento, a hipoventilagao e a infegdo concomitante do trato respiratério
superior ou inferior foram as causas mais comuns de morte subita nos
primeiros 5 anos de idade."” Estes achados foram reproduzidos numa
outra revisdo de 64 6bitos em criangas e adolescentes com SPW, 44% dos
quais foram tratados com hormona do crescimento.'®

A pneumonia ou a broncopneumonia e a agudizagao da SAOS por uma
infecdo do trato respiratdrio superior aumentam a carga mecanica para os
musculos respiratorios (aumento da resisténcia do sistema respiratorio e
diminuigdo da complacéncia). Na presenca de hipercapnia ou hipoxemia,
as criangas com SPW aumentam inadequadamente a ventilagao alveolar.®
E plausivel que a insuficiéncia respiratdria hipercapnica nao reconhecida
se desenvolva num subgrupo de doentes com infe¢ao respiratoria aguda,
conduzindo a narcose pelo CO, e morte inesperada durante o sono.

A SPW ¢ caracterizada pela auséncia de expressdo de varios genes de
origem paterna localizados no cromossomo 15q11-q13, incluindo o gene
da proteina NECDIN. A regulagdo anormal da respira¢do na medula dos
camundongos deficientes em NECDIN leva a apneias frequentes, irregu-
laridade do ritmo respiratdrio e respostas respiratdrias atenuadas perante
a hipoxia, semelhantes aos padrdes relatados em bebés com SPW.'7 '8 A
falta de expressio do NECDIN pode contribuir para as respostas venti-
latdrias atenuadas perante hipercapnia e hipoxia observadas em humanos
com SPW e a sua incapacidade de manter a ventilagdo alveolar normal na
presencga de carga respiratoria mecanica aumentada.

Em consonancia com os resultados de um estudo multicéntrico
francés e italiano, publicado anteriormente, que também foi baseado
em poligrafia, no presente relatério a maioria dos doentes com SPW
teve ou ndo SAOS ou apenas SAOS ligeira.”” A prevaléncia relativa-
mente baixa de SAOS moderada a grave nesta coorte reflete possivel-
mente a frequéncia relativamente menor de obesidade em comparagiao
com séries de casos mais antigas.” O tratamento com hormona de
crescimento tem sido utilizado para melhorar o crescimento linear e
manter o z-score do IMC abaixo de +2, apesar do curso natural de
aumento da obesidade em doentes com SPW.>' No entanto, a SAOS
grave pode ocorrer em alguns doentes durante o tratamento e especial-
mente durante os episddios de infecdes respiratdrias potencialmente
devido ao aumento do tecido linfoide faringeo.??* Por este motivo,
tém sido recomendada a realizagdo de polissonografia ou poligrafia
antes e ap6s o inicio do tratamento com hormona de crescimento para
diagnosticar a SAOS existente ou recente.”* A hormona de crescimento
parece ndo alterar a resposta ventilatdria a hipercapnia.”
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Quadro 2 Resumo das estatisticas e das comparacoes dos
outcomes em criancas com SPW e em participantes de controlo

Criancas com SPW Criancas de controlo

Variaveis n=43 n=92 Valores de p
%TTS com PtcCO,> 50 mmHg 0(0-100) 0(0-81,3) 0,24
PtcCO, média 43,9 +6 42,3+3,8 0,05
Pico de PtcCO, 48,7 +6,9 47,1443 0,11
Individuos com hipoventilacdo (%) 6(12,5) 6(6,5) 0,23

As varidveis continuas sao expressas como média + DP ou como mediana (valor minimo - valor maximo).
PtcC0,, pressao parcial de diéxido de carbono transcuténeo; SPW, sindrome de Prader-Will; TTS, tempo total do sono.

A principal limitagdo do presente estudo é que o TTS néo foi
determinado através da pontuagao combinada dos tragados de eletro-
encefalograma, eletro-oculograma e eletromiograma, mas sim esti-
mado com base em pardmetros substitutos. A poligrafia subestima a
gravidade da SAOS em comparag¢do com a polissonografia porque os
despertares eletroencefalograficos nao sao registados. Dado que a poli-
grafia tem maior probabilidade de perder hipopneias resultando em
despertares corticais do que hipopneias resultando em dessaturagdes,
é possivel que o TAHO possa ser mais subestimado em criangas com
desenvolvimento tipico do que naquelas com SPW devido a hipotonia
e a respostas hipoxicas anormais potenciando a gravidade da hipo-
xemia nestas ultimas. Consequentemente, as criangas com desenvolvi-
mento tipico poderiam ter pior SAOS do que a medida, o que reduziria
a diferen¢a medida da gravidade da hipoventilagdo entre os dois gru-
pos do estudo.

Neste estudo transversal, os controlos foram selecionados para
ter caracteristicas semelhantes na baseline as dos doentes com SPW
porque seria fisiologicamente insignificante comparar grupos de doen-
tes em termos de ventilagdo noturna se estes grupos tivessem prevalén-
cia e gravidade de obesidade significativamente diferentes, frequéncia
de eventos obstrutivos durante o sono e de idade. Como o desenho do
presente estudo foi transversal e ndo caso-controlo, nao foi utilizado
um modelo de regressao logistica condicional que tivesse em considera-
¢do o emparelhamento dos doentes. Reconhecemos que, ao fazer isso,
alguns dos erros padrdo podem ter sido superestimados e, portanto,
podem ter sido obtidos ICs maiores.

Em conclusdo, as criangas com SPW e SAOS moderada a grave ten-
dem a hipoventilar e, assim, tornar-se hipercapnicas por periodos mais
longos do sono, em comparagdo com criangas com desenvolvimento
tipico e frequéncia semelhante de eventos obstrutivos. Esse fendmeno
pode refletir uma reserva respiratdria limitada e a incapacidade de
aumentar a fungdo respiratoria e de manter a ventilagdo alveolar normal
perante o aumento da carga respiratoria mecanica. A maioria dos doen-
tes com SPW tém apenas SAOS ligeira ou nio tém SAOS, mas a gravi-

Quadro 3 Estimativas do modelo de regressao linear mdltipla
descrevendo os efeitos do diagndstico de SPW e a gravidade da
SAQS (variaveis independentes) e a sua interacao na % de TTS com
PtcCO,> 50 mmHg (outcome) ajustadas por idade, sexo e z-score do
IMC

Variaveis Estimativa 1C95% Valores de p
Intercecdo 38,7 25,2a55,2 <0,01
Diagnéstico
Controlos -33,0 -48,6a-17,5 <0,01
SPW 0
Gravidade da SAOS
IAHO <1/h -37,5 -51,8a-23,2 <0,01
IAHO 1-5/h -36,1 -51,8a-20,5 <0,01
IAHO >5 /h 0
Interacdo do diagnastico com a
gravidade da SAOS
Controlo x IAHO <1 /h 32,8 15,5a50,2 <0,01
Controlo x IAHO 1-5/h 32,0 12,6a51,5 <0,01
Controlo x IAHO > 5 /h 0
SPW x IAHO <1 /h 0
SPW x IAHO 1-5/h 0
SPW x IAHO >5 /h 0
Idade 1,0 03al7 <0,01
Sexo -1,3 -6,9a4,4 0,65
z-scoredo IMC -0,5 -23a13 0,57

IMC, indice de massa corporal; IAHO, indice de apneia-hipopneia obstrutiva; SAOS, sindrome da apneia
obstrutiva do sono; PtcCO,, presséo parcial de dioxido de carbono transcuténeo; SPW, sindrome de
Prader-Willi; TTS, tempo total do sono.
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Figura 2 Associacdo entre a gravidade da SAOS e % de TTS com PtcCO,>
50 mmHg em doentes com sindrome de Prader-Willi versus controlos (valores
médios estimados da equacdo de regressao linear multipla); sdo apresentados
ICs de 95%. IAHO, indice de apneia-hipopneia obstrutiva; SAOS, sindrome
de apneia obstrutiva do sono; PtcCO,, presséo parcial de dioxido de carbono
transcutaneo; SPW, sindrome de Prader-Willi; TTS, tempo total do sono.

dade da obstrugao das vias aéreas superiores pode aumentar durante
uma infe¢do do trato respiratorio superior ou durante o tratamento
com hormona de crescimento. Para além do rastreio anual de rotina
recomendado, incluindo pelo menos a oximetria noturna e a capno-
grafia, os pediatras que seguem doentes com SPW devem ser alertados
para a presenca de sintomas e sinais indicativos de deterioragao das DRS
obstrutivas e consultar um centro de sono.
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indices do volume pulmonar preditivos de morbilidade em
fumadores com os valores de espirometria preservados

Siyang Zeng,"* Andrea Tham,"? Bruce Bos, " Joan Jin,"* Brian Giang,"* Mehrdad Arjomandi'?

RESUMO

Enquadramento Os volumes pulmonares anormais
que refletem a retencdo do ar sdo comuns na DPOC.
No entanto, o seu significado em fumadores com valores
de espirometria preservados (racio normal de FEV, vs
FVC) ndo é claro.

Métodos Utilizando o banco de dados da
Veterans Administration Informatics and Computing
Infrastructure, foram identificados 7479 doentes com
risco de DPOC (que nunca foram fumadores >40 anos
de idade sem doenca pulmonar restritiva) que apre-
sentavam valores de espirometria e as medicdes con-
comitantes do volume pulmonar preservados, e foram
examinados os seus registos de satde subsequentes ao
diagnésticos de DPOC, utilizacdo dos servicos de salde,
espirometrias de sequimento e mortalidade.
Resultados A retencao de ar foi prevalente, com 31%
dos doentes a apresentarem um racio volume residual vs
capacidade pulmonar total (VR:CPT) maior que o limite
superior normal (LSN). O racio VR:CPT variou amplamente
de 14% a 77% (51% a 204% do previsto) entre os inter-
valos normais do FEV,: FVC e FEV.. Os doentes com um
racio VR:CPT maior que o LSN foram mais propensos a
terem diagndsticos clinicos subsequentes de DPOC (RR
(95% IC) = 1,55 (1,42 a 1,70), p <0,001) e tiveram
maior mortalidade por todas as causas (HR (95%IC) =
1,41 (1,29 a 1,54), p <0,001). Estes doentes apresen-
taram maiores taxas de prescricdo de medicamentos
respiratorios e de admissdo em unidades hospitalares e
em unidades de cuidados intensivos. Outros indices de
retencdo de ar e de hiperinsuflacdo estética apresentaram
associacoes semelhantes com os resultados em saude.
Adicionalmente, o racio VR:CPT normal superior foi asso-
ciado a resultados adversos intermédios em sadde em
comparacdo com o racio VR:CPT normal inferior e anor-
mal. O racio VR:CPT anormal é preditivo de uma maior
probabilidade de progresséo da DPOC espirométrica (OR
(1C95%) = 1,30 (1,03 a 1,65), p = 0,027).

Conclusao Neste estudo de registos de salde ele-
tronicos dos Veterans Affairs, a retencdo de ar foi
comum em fumadores com valores de espirometria
preservados e preditiva de resultados respiratérios
adversos e de progressao de DPOC.

INTRODUCAO

A Global Initiative on Obstructive Lung Disease
(GOLD) define DPOC como sendo uma redu-
¢do absoluta do rdcio FEV :FVC<0,70 ap6s
administracdo de salbutamol (estadio 1), com
os estadios mais avangados da DPOC definidos
pela redugao concomitante do FEV, como per-
centagem do predito.' Outros critérios enfatizam
uma abordagem do limite inferior do normal
previsto (LIN) em vez do rdcio FEV :FVC, mas
ainda assim baseiam-se nas mesmas métricas
bésicas da espirometria.?* Muitos fumadores
atuais e ex-fumadores sem DPOC definida pelas
GOLD (ou definida pelo LIN) apresentam sin-
tomas respiratorios agudos e cronicos semelhan-

Mensagens-chave

Qual é a pergunta-chave?

» Poderdo os volumes pulmonares pre-
ver a progressio da DPOC evidente
em fumadores sem obstrucdo do fluxo
aéreo?

Que conclusiao foi alcangada?

> Esta analise retrospetiva dos registos ele-
trénicos de saude dos Veterans Affairs
dos EUA mostrou que os volumes pul-
monares anormais que representam
retencio de ar sdo comuns em fumado-
res sem DPOC e estdo associados a uma
maior utilizacdo dos cuidados de saude,
morte e declinio da fun¢do pulmonar.

Porque vale a pena ler este artigo?

» E extremamente importante compreen-
der os preditores da morbilidade e da
progressdo da doenga em fumadores
sem DPOC para o seu prognostico e
intervengao precoce.

tes aos da DPOC e podem desenvolver doenca
evidente.*” Assim, a capacidade de identificar os
fumadores com valores de espirometria preser-
vados (definida pelas GOLD ou pelo LIN) que
estdo em risco de desenvolver problemas respira-
torios e a progressdo da doenca é de grande inte-
resse para fins de progndstico e de intervengao.

A retencdo de ar, definida como aumento
anormal do volume de ar remanescente nos pul-
mdes no final da expira¢io, é uma manifestagdo
de doengas pulmonares obstrutivas, incluindo a
DPOC. A retengédo de ar em pessoas com DPOC
estd associada a aumento da dispneia, redugéo
da capacidade funcional e maior mortalidade.®®

No entanto, o seu significado clinico em
fumadores sem DPOC (FEV :FVC e FEV, nor-
mais) é desconhecido. De facto, os volumes pul-
monares anormais sugestivos de retencéo de ar
sdo rotineiramente ignorados na interpretagdo
da func¢do pulmonar quando os valores da espi-
rometria estdo preservados.

Neste estudo, colocamos a hipdtese de que os
doentes com risco de desenvolver DPOC devido
ao tabagismo, mas com valores de espirometria
preservados, com retengdo de ar (e hiperinsufla-
¢ao estdtica), medida através do volume residual
(VR), da capacidade residual funcional (CRF), da
capacidade inspiratdria (CI) e das suas relagdes
com a capacidade pulmonar total (CPT), tinham
um aumento da morbilidade e mortalidade respi-
ratoria. Para testar esta hipotese, identificamos 7479
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doentes da base de dados Veterans Administration Informatics and
Computing Infrastructure (VINCI) com risco de DPOC devido
ao tabagismo que tinham realizado um teste da fun¢do pulmo-
nar (TFP) que apresentava valores concomitantes de volume pul-
monar de espirometria preservados (definido pelo FEV :FVC e
FEV >LIN). De seguida, revimos os registos eletrénicos de saude
(RES) subsequentes e determinamos se os doentes com retencao da
ar tinham maior probabilidade de apresentar resultados adversos
de satide em comparagdo os que nio apresentavam retengio de ar.

METODOS
Desenho do estudo
Este foi um estudo retrospetivo dos RES disponiveis na base de
dados VINCI da Veterans Health Administration (VHA) com
doentes em risco de desenvolver DPOC (fumadores atuais ou
ex-fumadores > 40 anos de idade) que ja tinham realizado um TFP
completo entre 1985 e 2017. Os registros médicos de doentes elegi-
veis foram consultados para quantificar a frequéncia dos outcomes
respiratorios agudos e cronicos e a mortalidade subsequente ao seu
primeiro TFP que incluiu espirometria pré e pés administragao de
salbutamos e a medi¢do do volume pulmonar por pletismografia.
Foi igualmente verificada a ultima espirometria pds-broncodilata-
¢do que estava disponivel no RES. Os dados de mortalidade foram
extraidos das notas documentadas de morte, e os doentes foram
considerados vivos até a data da sua ultima consulta médica, apos
a qual foram considerados como perdidos no seguimento. Nos
doentes com valores de espirometria preservados foi avaliada a
utilidade dos indices de volume pulmonar do primeiro TFP para
prever a ocorréncia subsequente dos oufcomes acima mencionados.
O estudo foi aprovado pelo University of California San
Francisco Institutional Review Board e pelo Veterans Health
Administration Research and Development Committee.
Encontram-se disponiveis no apéndice complementar online o
algoritmo detalhado de inclusdo e exclusao e a codifica¢do de
diagndstico da Classificagdo Internacional de Doengas (CID)-9
e CID-10.

Populacao do estudo

Entre 1985 e 2017, foram documentados 127 940 doentes do
VHA como tendo realizado o TFP completo, incluindo espi-
rometria pds-broncodilatacido e medi¢do do volume pulmonar
por pletismografia.

127.940 Com TFP completo e
pletismografia

Doenca pulmonar obstrutiva crénica

O objetivo do nosso estudo era focar em doentes com
risco de DPOC, definidos como tendo > 40 anos de idade e
diagnosticados como fumadores no momento da realizacio
do TFP completo. O status de fumador foi atribuido através
de diagndstico documentado pelos cddigos CID-9 ou CID-10
ou diagnéstico de fumador no relatério do TFP. Assim, foram
excluidos 52 668 doentes que nao foram considerados em risco
de desenvolver DPOC. Foram ainda excluidos os doentes que
apresentassem evidéncia de doenga pulmonar restritiva no
TFP, determinada por CPT < 80% ou <LIN, com diagnésticos
de doengas pulmonares intersticiais ou doengas pulmonares
alérgicas (exceto asma). Os doentes com diagndstico de asma
que foram considerados em risco de desenvolver DPOC nio
foram excluidos para evitar a exclusdo dos doentes que apre-
sentavam sobreposi¢do de asma-DPOC. Os restantes 35 286
doentes foram excluidos por apresentarem valores anormais
de espirometria (FEV :FVC ou FEV <LIN). No geral, esta-
vam disponiveis dados referentes a 7479 doentes com risco de
desenvolver DPOC, mas com valores de espirometria preser-
vados provenientes de 37 centros dos Veterans Affairs Medical
Centers nos EUA (figura 1). Os dados referentes aos outros
centros dos Veterans Affairs Medical Centers nao foram uti-
lizados devido a indisponibilidade de dados codificados dos
TFP na base de dados VINCI.

Analise estatistica

Gestao de dados

Os valores previstos e os intervalos para as medi¢des do
TFP foram calculados utilizando as férmulas previstas por
Crapo,'*'? exceto para a CRF:CPT, CI e CI:CPT para os quais
foram utilizados os dados de Quanjer et al e Francisco et al.* "
Os doentes foram categorizados como tendo retengdo de ar
se tivessem VR:CPT anormal (maior que o limite superior
normal (LSN)). Os que apresentavam VR:CPT normal, foram
ainda categorizados em grupos normal-inferior e normal-
-superior em relacdo ao valor mediano da distribuicdo da
VR:CPT normal.

Outcomes

Os outcomes referentes aos cuidados de saude, incluindo diag-
nosticos clinicos, prescricio de medicagdo respiratéria, con-
sultas de ambulatdrio, atendimentos em servigos de urgéncia,

47.761 Sem historia de tabagismo

v

4,907 Idade <40 anos

75.272 Em risco de desenvolver DPOC

v

42.765 Sem Diagnostico de Doenga
Pulmonar para além da DPOC e da Asma

l

i # 15.236 CPT<LIN ou CPT<80% do previsto
60.036 Sem doenga pulmonar restritiva
16.904 Doenga Pulmonar Intersticial
| 2 3 Doenga Pulmonar Alérgica que ndo Asma

364 Cancro do Pulmao

. 4

¥

7.479 Valores de Espirometria Preservados

y
1.706 Pelo Menos Uma Espirometria de
Seguimento

35.286 FEV,<FVC ou FEV <LIN

Figura 1 Fluxo dos individuos. LIN, limite inferior do normal; TFP, teste de funcdo pulmonar; CPT, capacidade pulmonar total.
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internamentos hospitalares e internamentos em unidades de
cuidados intensivos (UCI) com um diagnoéstico de DPOC e a
mortalidade por todas as causas foram igualmente obtidos com
base na codifica¢io CID-9 e ICD-10 e nas informagdes sobre a
prescri¢ao, juntamente com as datas relevantes, conforme deta-
lhado no apéndice suplementar online.

Andlises

Foi calculada a distribui¢ao dos dados demograficos e da fun-
¢do pulmonar dos doentes e as diferencas entre os grupos de
doentes foram analisadas utilizando o teste y?, teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney e teste t de Student para comparagio de variaveis
bindrias, ordindrias e continuas, respetivamente. As correlacdes
entre os indices de obstrugio ao fluxo aéreo (FEV :FVC e FEV)
e retencdo de ar (VR:CPT) foram avaliados através do teste de
correlacdo de Pearson. Ao examinar os valores absolutos dos
TFP, foram examinadas as correlagdes parciais e semiparciais
para controlar as covariaveis idade, altura e sexo.

Foram utilizados modelos de regressédo de riscos proporcio-
nais de Cox para analisar a associagdo entre a reten¢ao de ar e
o “diagnostico clinico de DPOC” e a “mortalidade por todas as
causas’. Para cada doente foram analisadas as associagdes entre
reten¢do de ar com dados agregados de ‘medicamentos respi-
ratorios, ‘visitas ao consultorio, ‘visitas ao servigo de urgéncia,
‘internamentos hospitalares’ e ‘internamentos na UCI utilizando
modelos de regressdo de Poisson para avaliar as taxas de incidén-
cia desses eventos de acordo com o tempo de seguimento. Uma
vez que o tempo que mediou o TFP e a tltima espirometria de
seguimento nao reflete o tempo durante o qual o doente desen-
volveu realmente a DPOC espirométrica, foi analisada a associa-
¢do entre a retengdo de ar e a progressio da DPOC (“DPOC na
espirometria de seguimento”) utilizando o modelo de regressao
logistica de efeito misto, em vez do risco proporcional de Cox.
Para realizar esta andlise, o tempo até a espirometria de segui-
mento foi dividido em quartis e incluido no modelo como vari-
avel de efeito aleatdrio. Da mesma forma, o modelo de regressdo
linear de efeito misto foi utilizado para avaliar as associagdes
entre a reten¢do de ar e as alteragdes nos indices espirométricos.

Todos os modelos incluiram valores absolutos da func¢io
pulmonar ajustados internamente para idade, sexo e altura com
base na decisdo tomada inicialmente.

As analises de sensibilidade foram realizadas excluindo
doentes com caracteristicas especificas que poderiam atuar
como confundidores, incluindo obesidade, asma, reversibili-
dade do FEV | ou do FVC e com fluxo expiratdrio forcado médio
(FEF,, .) menor que o LIN individualmente. Para examinar
qualquer possivel efeito especifico do centro médico, foram
realizadas analises de sensibilidade adicionais ajustando os gru-
pos em modelos de riscos proporcionais de Cox ou incluindo
noutros modelos os centros como um efeito aleatorio.

As comparagOes dos graficos de linhas foram feitas
no GraphPad Prism (V.7.0c; GraphPad Software, La Jolla,
Califérnia, EUA). A gestao de dados, a geragao de figuras e
de graficos da regressao de riscos proporcionais de Cox foram
feitos utilizando o R (V.3.3.2; R Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria). As outras anélises de dados foram
realizadas no STATA V.14.1.

RESULTADOS

Caracteristicas dos individuos

Nesta coorte VINCI de 7479 doentes com risco de desenvol-
verem DPOC, mas com valores de espirometria preservados,
o VR:CPT no primeiro TFP disponivel foi acima do LSN em
30,8%, enquanto numa fragdo menor de doentes (<5%) os
outros valores de retengido de ar e hiperinsuflagio estatica (CRF,
CREF: CPT, CI e CI:CPT) foram anormais (Quadro 1 e apéndice
suplementar online). O grupo de doentes que apresentavam o
VR:CPT anormais eram um pouco mais velhos, incluia uma

propor¢ao maior de homens e, em geral, tinham piores indices
de fluxo aéreo e de retenc¢do de ar quando comparados com os
doentes que apresentavam VR:CPT normal.

Relacao entre volume pulmonar e os indices de fluxo aéreo
Para examinar a distribuicdo da retengdo de ar pelos indices de
fluxo aéreo, o FEV :FVC e FEV, foram estratificados em incre-
mentos de 5% com base nos seus valores previstos e mapeados
versus o VR:CPT (figura 2). O VR:CPT variou entre 14% e 77%
(51% a204% do previsto) e variou amplamente a cada incremento
de FEV :FVCeFEV , com valores entre 150% e 143% do previsto,
correspondendo a coeficientes de variagdo (desvio padrao (DP)
para o racio médio) de 18,9% e 25,2%, respetivamente.

Associacao entre os indices de volume pulmonar e os out-
comes em saide

Retencdo de ar e outcomes em salde

O tempo médio de seguimento disponivel foi de 8,6 + 4,8 anos
(tempo mediano de 8,2 anos, com intervalo interquartil (IQR
-Interquartile Rang) de 4,6 a 12,2 anos e um intervalo total de
1 a 24 anos). Durante este periodo de seguimento, dos doen-
tes com valores de espirometria preservados os que apresen-
taram um VR:CPT anormal, foram mais propensos a terem
diagndsticos de DPOC (RR (IC 95%) = 1,55 (1,42 a 1,70),
p <0,001) e a terem maior mortalidade por todas as causas (RR
(IC95%) =1,41 (1,29 a 1,54), p <0,001) em comparagio com 0s
que tinham um VR:CPT normal (ajustado para as covariaveis
incluindo anos de seguimento) (Quadro 2). Também tiveram
um aumento na taxa de prescricio de medicagdo respiratoria
e maior ocorréncia de consultas de ambulatdrio, consultas de
urgéncia, internamentos hospitalares e internamentos nas UCI
com diagndsticos de DPOC (Quadro 2). Adicionalmente, os
doentes com VR:CPT anormal, tiveram um periodo de tempo
reduzido até ao aparecimento de doengas relacionadas com a
DPOC e morte por todas as causas comparativamente com os
que apresentavam um VR:CPT normal (figura 3). Resultados
semelhantes foram observados quando foram utilizados nessas
analises o CRF, CRF:CPT, CI ou CI:CPT em substitui¢do do
VR:CPT, com exce¢do do niimero de prescri¢des de medica-
mentos respiratdrios (apéndice suplementar online).

Retencdo de ar e outcomes em satide com a inclusdo dos indi-
ces de fluxo de aéreo

A inclusio dos indices de fluxo aéreo (FEV :FVC, FEV e FEF,, )
na andlise multivariada ndo afetou a associacdo observada
da retencdo de ar, dos diagndsticos de DPOC, dos medicamentos
respiratorios, das consultas, dos internamentos hospitalares ou da
mortalidade com o VR:CPT no indice do TFP, tendo este perma-
necido um preditor independente para esses outcomes (Quadro 2).

VR:CPT normal e outcomes em cuidados de satde
Para examinar mais detalhadamente a relagdo entre o gradiente
dos volumes pulmonares e os outcomes em saude, examinamos
a VR:CPT como uma variavel continua e descobrimos que tem
associacdes semelhantes com os outcomes em saude (Quadro 2).
Por exemplo, cada aumento de 10% no VR:CPT (valor absoluto)
no indice do TFP resultou num aumento de 33% na probabi-
lidade de ter um diagnéstico de DPOC, mais 31% de interna-
mentos relacionados com a DPOC e mais 2% de probabilidade
de morrer por qualquer causa durante o periodo de seguimento.
Adicionalmente, quando estratificamos os doentes com
VR:CPT normal em grupos superiores e inferiores em relagio
a mediana do VR:CPT, verificamos que os que apresentavam
um VR:CPT normal superior registavam um aumento geral na
ocorréncia de outcomes adversos relacionados com a DPOC com-
parativamente com os que apresentavam um VR:CPT normal
inferior, mas com reducéo da ocorréncia dos mesmos em compa-
ragdo com os que apresentavam um VR: CPT anormal (figura 4).
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Quadro 1 Caracteristicas de todos os individuos

Caracteristicas Todos os doentes Doentes com VR:CPT normal Doentes com VR:CPT anormal Diferenca (1C 95%) Valores de P
Demografia
n 7479 5179 2300 - -
|dade (anos) 61,7£10,8 60,8+10,7 63,6+10,8 -2,8(-33a23) <0,001
Sexo (feminino), n (%) 560 (7,5) 477(9,2) 83(3,6) 5,6% (4,5a6,7) <0,001
Altura (cm) 174,6+7,8 174,9+7,8 173,7£1,7 1,2(0,8a1,6) <0,001
IMC (kg /m?) 29,5+5,7 29,5+5,7 29,5+5,9 -0,03(-0,3a0,3) 0,853
Anos de seguimento 8,6+4,8 8,5+4,7 8,8+5,0 -0,3(-0,5a0,7) 0,009
Indices de fluxo aéreo
FEV, (L) 3,09+0,59 3,18+0,59 2,90+0,54 0,28(0,25a0,30) <0,001
FEV, (% previsto) 89+10 90+10 84+8 6,0(5,5a6,5) <0,001
FVC (L) 4,02+0,77 4,12+0,77 3,80+0,71 0,33(0,29a0,36) <0,001
FVC (% previsto) 90+11 92+11 86+9 5,7(51a6,2) <0,001
FEV,:FVC (%) 77,0+4,8 77,2449 76,5+4,7 0,7(0,5a20,9) <0,001
FEV :FVC (% previsto) 98+6 99+6 98+6 0,6(0,3a0,9) <0,001
FEF, . (L) 2,85+0,95 2,93+0,97 2,68+0,88 0,25(0,20a0,30) <0,001
FEF,. . (% previsto) 86+25 88+25 82+22 53(4,1a6,5) <0,001
Reversibilidade do FEV, (mL) 186+204 167+192 227+222 -59(-69a49) <0,001
Reversibilidade do FEV, (%) ~ 7+9 6+7 9+10 -3,3(-3,7a28) <0,001
Reversibilidade do FEV,, n (%) 3050 (40,8) 1929(37,3) 1121(48,7) -11%(=142a9) <0,001
[ndices de volume pulmonar
CPT(L) 6,64+1,08 6,46+1,01 7,05+1,11 -0,59 (0,64 a0,54) <0,001
CPT (% previsto) 99+12 96+11 106+13 -9,6(=10,1a9,0) <0,001
VR(L) 2,62+0,75 2,29+0,51 3,37+0,68 -1,08(=1,11a1,06) <0,001
VR (% previsto) 118432 104+20 151+28 —-48(-49a47) <0,001
CRF (L) 3,56+0,87 3,34+0.77 4,07+0,86 -0,73(-0,77a0,69) <0,001
CRF (% previsto) 102+23 96+19 118+23 -22(-23a21) <0,001
QL) 3,06+0,73 3,11+0,73 2,96+0,71 0,15(0,11a0,19) <0,001
CI (% previsto) 73+14 74+15 72+14 2(1a3) <0,001
VR:CPT (%) 39+8 35+6 48+5 -12,3(-12,6a12,0) <0,001
VR:CPT (% previsto) 1721 106+14 141+13 -35(-36a34) <0,001
CRF:CPT (%) 54+9 52+9 58+8 —6,1(-6,5a5,6) <0,001
CRF:CPT (% previsto) 95+15 92+15 101+13 -9,6(-10,4a838) <0,001
CI:CPT (%) 46+9 48+9 42+8 6,1(56a6,5) <0,001
CI:CPT (% previsto) 93+21 96+21 87+19 9,3(8,2a10,4) <0,001

Os valores de P para comparagbes significativas sdo apresentados a negrito.

Demografia e fungdo pulmonar em doentes com valores de espirometria preservados. Os doentes foram estratificados de acordo com o limite superior do normal do VR:CPT anormal e normal. Os dados sao
apresentados como média+ DP ou niimero de doentes com valor positivo para a varidvel (n) do total de doentes (N) e percentagem de doentes (%) e diferenca (IC 95%) com o valor de p para comparagéo ndo
ajustada entre VR :CPT normal e anormal. Equacdes de referéncia: Os valores da funcao pulmonar e % do previsto dos valores normais foram calculados utilizando as férmulas desenvolvidas por Crapo (Crapo
etal."'21981 e 1982), exceto para o CRF:CPT, Cl e CI:CPT. As formulas desenvolvidas por Quanjer foram utilizadas para o CRF:CPT e CI (Quanijer et al,> 1993), e as formulas desenvolvidas por Francisco foram
utilizadas para CI:CPT (Francisco et al'"* 2009). Reversibilidade definida como aumento > 12% e >200 mL no FEV, apds administracao de broncodilatador.

IMC, indice de massa corporal; FEF, ..,
Associacao entre os indices de volume pulmonar e a pro-
gressao da DPOC espirométrica

Procuramos verificar se algum dos doentes tinha realizado
uma espirometria pds-broncodilatacdo de seguimento
apds a determinagdo do indice de TFP e analisamos a
ultima espirometria que estava disponivel no seu registo.
Encontramos 1706 doentes (582 (34%) com VR:CPT anor-
mal) que tinham realizado esta espirometria 4,1 * 3,1
anos apods a determinac¢do do indice TFP (tempo médio
de 3,3 anos com um IQR de 1,8-5,6 anos) (Quadro 3). O
intervalo de tempo que decorreu entre a determinagdo do
indice TFP e a realizagdo da espirometria de seguimento
foi ligeiramente mais longo nos doentes que apresentavam
um VR:CPT anormal (diferenga de 0,8 anos (IC 95% 0,5
a 1,1 anos), p<0,001). Os doentes com VR:CPT anormal
foram mais propensos a desenvolver DPOC espirométrica
(OR (IC 95%)=1,30 (1,03 a 1,65), p=0,027; ajustado aos
anos de seguimento).

Nos modelos que analisaram a alteragdo dos indices espi-
rométricos de uma forma continua, a altera¢do no FEV| ndo
foi diferente entre os que apresentavam um VR:CPT anormal
em comparagio com os que apresentavam valores normais
(p=0,889) (figura 5). No entanto, os que apresentavam um
VR:CPT anormal tiveram um aumento significativo na FVC
(p=0,041), o que resultou num declinio relativamente maior
do FEV :FVC em comparagao com os que tinham um VR:CPT
normal (p=0,001) (figura 5).

fluxo expiratario forcado médio; CRF, capacidade residual funcional; Cl, capacidade inspiratdria; VR, volume residual; CPT, capacidade pulmonar total.

Analise de sensibilidade

No geral, 41,4% dos doentes eram obesos (indice de massa cor-
poral > 30), 21,4% tinham diagndstico de asma, 40,8% tinham
reversibilidade (212% e >200 ml de aumento no FEV, apos
administracdo de broncodilatador), e o FVC e o FEF,, __ foram
menores do que o LIN em 4,1% e 1,2% dos doentes, respetiva-
mente. As andlises de sensibilidade com exclusdo dos doentes
com obesidade, asma, reversibilidade do FEV, ouFVCeFEF,,
<LIN ndo alteraram as associacOes observadas. As andlises
de sensibilidade adicionais ajustadas aos centros do Veterans
Affairs Medical Center nio afetaram os resultados.

A analise de sensibilidade utilizando os critérios GOLD para
definir a DPOC e determinar quais os que apresentavam valores
de espirometria preservados apresentou resultados semelhantes
(apéndice complementar online).

DISCUSSAO

Neste estudo de 7479 fumadores atuais e ex-fumadores com
valores de espirometria preservados do VHA, encontramos que
(1) a retencdo de ar foi prevalente, com aproximadamente um
terco dos doentes em risco de desenvolver DPOC, mas com
valores de espirometria preservados com VR:CPT> LSN; (2) os
indices de reten¢do de ar variaram amplamente dentro da faixa
dos indices espirométricos usados para a definicdo da DPOC
(FEV :FVC e FEV ); (3) doentes com reten¢do de ar (VR:CPT>
LSN) tinham maior probabilidade de receber diagndsticos clini-
cos de DPOC, ter maior mortalidade por todas as causas e maior
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Figura 3 Curvas de sobrevida para individuos dicotomizados com base no limite superior do normal do VR:CPT. As curvas de sobrevida representam as taxas
de sobrevida em relacdo ao tempo de seguimento entre os individuos com VR:CPT normal (azul) em comparacdo com os que apresentaram VR:CPT anormal
(vermelho). As doencas respiratdrias incluem atendimentos no servico de urgéncia, internamentos hospitalares e internamentos em unidades de cuidados
intensivos. VR:CPT anormal: VR:CPT maior que o limite superior do normal; Valor de p: significancia das comparacdes das taxas de sobrevivéncia geradas por
analise de regressao de riscos proporcionais de Cox (idade, sexo e estatura). SU, servico de urgéncia; VR, volume residual; CPT, capacidade pulmonar total.

fluxo aéreo espirométrico geralmente utilizados para definir e
avaliar a gravidade da DPOC néo foram considerados predito-
res confiaveis da futura progressao da doenga nesses doentes,
e similarmente a sua utilidade no prognéstico em fumadores
com valores de espirometria preservados permanece incerta.'!’

Muitos estudos documentaram a importancia da retengdo
de ar em doentes com DPOC declarada e a sua associa¢gdo com
o aumento da morbilidade e mortalidade.'®* Outros demons-
traram que nos casos de doenga ligeira ou em fumadores sem
DPOC definida pelas GOLD, a retengéo de ar e a hiperinsufla-
¢do podem estar associadas a uma deficiéncia fisiologica cli-
nicamente importante para além das informacdes fornecidas
pela espirometria.'”** Recentemente, num estudo realizado em
individuos com risco de desenvolver DPOC devido a exposi-
¢do ocupacional pesada ao fumo passivo do tabaco, mas com
valores de espirometria preservados, mostramos que o VR:CPT
estava negativamente associado a capacidade de exercicio, com

os individuos que tiveram valores de VR:CPT 2 90% do previsto
apresentando metade da probabilidade de atingir a capacidade
maxima de exercicio prevista.**** O nosso estudo atual revela
ainda a importancia dos volumes pulmonares que represen-
tam a retencdo de ar, na predigdo de morbilidade respiratéria
e progressdo manifesta para doenca em fumadores com risco
de desenvolverem DPOC, mas com valores de espirometria
preservados de uma forma longitudinal. Descobrimos que, na
presenca de valores de espirometria preservados, os fumadores
com retengdo de ar (VR:CPT> LSN) eram mais propensos a ter
diagndsticos clinicos subsequentes de DPOC, um provavel indi-
cador da avaliacdo dos sintomas respiratorios dos doentes por
parte dos profissionais. Corroborando este resultado a taxa de
prescricdo de medicagdo respiratéria foi a maior e a utilizagao
de cuidados de saude relacionados com a DPOC em compa-
ragdo com os que ndo apresentavam retengdo de ar. O nosso
estudo nao relatou uma causa especifica de morte dos doentes,
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mas pudemos observar um aumento no numero de interna-
mentos hospitalares e nas UCI relacionados com a DPOC, o
que pode sugerir que pelo menos parte do aumento de morta-
lidade deveu-se a complicagdes respiratorias relacionadas com
a DPOC. No entanto, a reten¢ao de ar, particularmente se o seu
aumentado se deve ao aumento das necessidades respiratorias,
pode causar alteracdes significativas nas pressdes intratoracicas,
e os estudos mostraram que as suas consequéncias podem esten-
der-se para além dos pulmdes para outros sistemas de drgaos,
incluindo a func¢ao cardiovascular.’**° Assim, a identifica¢ao
desses doentes num estadio inicial pode auxiliar nas interven-
¢Oes relacionadas as complicagdes pulmonares, cardiovascula-
res e de outros sistemas. No geral, esses resultados demonstram
que a medi¢do do volume pulmonar que representa a retencao
de ar nos doentes com risco de desenvolverem DPOC poderia
identificar subgrupos suscetiveis a complica¢des de saude e de
progressao da doenga.

Atualmente, néo existem recomendagdes definitivas para a
utilizagdo da medigdo pletismografica especifica na avaliagao da
doenga pulmonar obstrutiva. A VR:CPT tem sido amplamente
adotada devido a sua forte associagdo com o grau de obstruciao
ao fluxo aéreo na DPOC.*** Embora essa associagdo fosse mais
fraca na nossa coorte de fumadores com valores de espirome-
tria preservados e sem obstru¢do do fluxo aéreo, o VR:CPT
permaneceu preditiva de morbilidade e mortalidade. Pensa-se
que o VR:CPT ¢ sensivel na dete¢ao de pequenas alteragdes no
volume pulmonar,*” e os aumentos no VR sdo a anomalia fun-
cional mais precocemente observada em grandes fumadores
com bronquite crénica.” Corbin et al** mostraram aumentos no
VR e, em menor extensdo, da CPT ao longo de 4 anos de segui-
mento de fumadores, apesar dos valores estéveis de FEV :FVC.
Foram igualmente estudadas outras medig¢des de retencdo de ar
e hiperinsufla¢do estatica, incluindo a CRE a CI e o seu racio
com a CPT e o seu valor preditivo de DPOC.

25750 TIUXO

Casanova e col.* relataram um aumento na mortalidade res-
piratoria e mortalidade geral em doentes com DPOC quando o
CL:CPT desceu abaixo de 25%. No nosso estudo em fumadores
com valores de espirometria preservados, a prevaléncia de CRE,
CI, CRF:CPT ou CI anormais foi substancialmente inferior do
que o VR:CPT anormal. No entanto, esses indices foram asso-
ciados a outcomes adversos em saude.

E intrigante que os fumadores com valores de espirometria
preservados tenham uma distribui¢do tdo ampla dos indices de
VR:CPT relativamente ao fluxo aéreo, particularmente porque a
retenc¢do de ar é geralmente considerada uma consequéncia da
obstrucéo do fluxo aéreo. Entretanto, a destrui¢do do tecido pul-
monar, como poderia ocorrer com o tabagismo, pode também
contribuir para o desenvolvimento de retengido de ar devido a
perda de elasticidade pulmonar, descolamento de pequenas vias
aéreas e subsequente aumento da ocluséo e retengio de ar.** Uma
descoberta notavel do nosso estudo foi que o VR:CPT anormal-
mente alto foi alcangado principalmente devido a um aumento
substancial no volume do VR e nio por uma diminui¢do no
volume da CPT, e de facto a CPT estava ligeiramente elevada
nos doentes com VR:CPT anormal em comparag¢ao com os que
tinham VR:CPT normal. Este resultado também implica uma
perda de elasticidade do tecido pulmonar, juntamente com a
pressdo de expira¢do dos pulmdes por parte da parede tordcica
como mecanismo que contribui neste estadio inicial da doenga.
Curiosamente, durante o periodo de seguimento disponivel no
nosso estudo, a maior taxa de progressdo de DPOC espiromé-
trica entre os que apresentavam um VR:CPT anormal parece ter
sido devida a um aumento relativo na FVC, em vez de se dever a
qualquer diminuigdo no FEV , possivelmente implicando expan-
sdo compensatoria da cavidade toracica e aumento da CPT como
mecanismo responsavel, conforme explicado a seguir. Os estudos
radiograficos demonstraram que a retengdo de ar é um processo
regional com o envolvimento e ndo envolvimento de forma desi-
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Quadro 3 Caracteristicas dos individuos que realizaram espirometria de seguimento

Todos os doentes com
Caracteristicas espirometria de seguimento Doentes com VR:CPT normal
Demografia
n (% da coorte do estudo) 1706 (22,8) 1124(21,7)
|dade (anos) 61,3£10,4 60,9+10,3
Sexo (feminino), n (%) 123(7,2) 109(9,7)
Altura (cm) 174,7+7,8 175+7,9
IMC (kg / m?) 29,7+5,6 29,7+5,6
Anos de seguimento 10,3+4,6 10,0+4,6
Indices de fluxo de aéreo na
baseline
FEV, (L) 3,07+0,58 3,15+0,60
FEV, (% previsto) 88+9 90+10
FVC (L) 4,00+0,76 4,09+0,78
FVC (% previsto) 89+10 91+11
FEV :FVC (%) 77,0+4,8 77,1+4,9
FEV_:FVC (% previsto) 98,3+5,8 98,5+5,8
FEFc 55 (L 2,85+0,94 2,92+0,97
FEF,. . (% previsto) 86+24 87+25
Reversibilidade do FEV, (mL) 187207 173+£198
Reversibilidade do FEV, (%)  7+9 6+8
Reversibilidade do FEV,, n (%) 709 (41,6) 435(38,7)
Indices de volume pulmonar
CPT(L) 6,67+1,09 6,44+1,01
CPT (% previsto) 100+12 96+10
VR (L) 2,67+0,77 2,30+0,50
VR (% previsto) 12133 104+20
CRF (L) 3,57+0,86 3,33+0,74
CRF (% previsto) 103+23 95+19
QL) 3,10+0,71 3,12+0,71
Cl (% previsto) 74+14 94+14
VR:CPT (%) 40+8 366
VR:CPT (% previsto) 119422 107+14
CRF:CPT (%) 53+9 52+8
CRF:CPT (% previsto) 95+15 92+14
CI:CPT (%) 47+8 48+8
CI:CPT (% previsto) 93+20 96+19
Espirometria de seguimento™
Idade na espirometria de 65,4+10,4 64,7+10,3
seguimento (anos)
Altura na espirometria de 174+8,0 174,9+8,1
seguimento (cm)
Tempo que decorreuentrea  4,1+3,1 3,8+29
definicdo do indice CPT até a
espirometria de seguimento
(anos)
FEV, (1) 2,69+0,65 2,77+0,65
FEV, (% previsto) 79+15 81+15
FVC(L) 3,67+0,84 3,75+0,86
FVC (% previsto) 84+15 86+15
FEV :FVC (%) 74+8 74+8
FEV:FVC (% previsto) 95+10 95+10
HE () 2,26+0,98 2,38+1,00
FEF,. 5 (% previsto) 72+29 75+29

Valores de P para comparagdes com significancia sdo apresentados a negrito.

Doentes com VR:CPT anormal Diferenca (IC 95%) Valores de P
582(25,3) -3,6%(-57a1,5) <0,001
62,1£10,6 -1,2(-2,2a0,2) 0,023
14(2,4) 73%(5,2a9,4) <0,001
173,£17,7 1,1(03a1,9) 0,006
29,615,7 0,004 (-0,6a0,6) 0,989
10,8+4,6 -0,8(-1,3a0,3) <0,001
2,93+0,52 0,22(0,16a0,28) <0,001
84+8 57(4,8a6,6) <0,001
3,82+0,68 0,27(0,20a0,34) <0,001
86+9 54(4,4a6,4) <0,001
76,7+4,6 0,4(-0,1a0,9) 0,093
97,9+5,7 0,58(0,004a1,16) 0,048
2,73+0,85 0,19(0,10a0,28) <0,001
82+21 54(3,1a7,8) <0,001
2164220 -43(-64a22) <0,001
9+11 -2,5(-3,5a1,6) <0,001
274.(47,1) -8,4% (-13,3a3,4) <0,001
7,12+1,10 -0,68(-0,782a0,57) <0,001
107413 -10,5(-11,7a9,4) <0,001
3,39+0,69 -1,09(-1,1421,03) <0,001
154429 —50(-52a48) <0,001
4,07+0,86 -0,74 (0,832 0,66) <0,001
118+23 -22(-24a20) <0,001
3,06+0,69 0,06 (=0,02a0,14) 0,121
73+14 1,3(-0,2a28) 0,089
48+5 =11,7(-123a11,2) <0,001
143+14 -36(-37a34) <0,001
57+8 -5(-6a4) <0,001
101+13 -9(=10a7) <0,001
43+7 54(4,5a6,2) <0,001
86+19 10(8a12) <0,001
66,7+10,4 -2,0(-3,0a1,0) <0,001
173,8+7,8 1,1(03a1,9 0,007
4,6+3,3 -0.8(-1,1a0,5 <0,001
2,53+0,62 0,25(0,18a0,31) <0,001
75+14 6,5(50a7,9) <0,001
3,51+0,80 0,25(0,16a0.33) <0,001
81+14 4,8(3,3a6,3) <0,001
72+8 2,0(1,2a238) <0,001
93+10 2,5(1,5a3,5) <0,001
2,04+0,88 0,34(0,2420,43) <0,001
65+25 10,0(7,2a12,8) <0,001

Demografia e fungdo pulmonar em doentes com valores de espirometria preservados. Os doentes foram estratificados de acordo com VR:CPT anormal e normal pelo limite superior do normal. Os dados sao
apresentados como média + DP ou niimero de doentes com valor positivo para a varidvel (n) do total de doentes (N) e percentagem de doentes (%) e a diferenca (IC 95%) com valor de p para a comparacao nao

ajustada entre o VR:CPT normal e anormal.

* Espirometria de seguimento (tltima espirometria pés-broncodilatacéo disponivel) estava disponivel para um subgrupo de doentes. Equagdes de referéncia: As medidas da fungao pulmonar e % do previsto dos
valores normais foram calculadas utilizando as formulas de Crapo (Crapo et a/, 1981 e 1982), exceto para CRF:CPT, Cl e CI:CPT. As férmulas previstas de Quanjer foram usadas para CRF:CPT e CI (Quanjer et al, 1993),
e as formulas previstas por Francisco foram usadas para CI:CPT (Francisco et a/, 2009). Reversibilidade definida como aumento do FEV, >12% e >200 ml apés administracao de broncodilatador.

IMC, indice de massa corporal; FEF
total.
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gual de areas do pulmao,”” o que sugere que as areas com perda de
tecido pulmonar com consequente retengdo de ar e descolamento
de pequenas vias aéreas podem estar adjacentes a dreas de pul-
mdo relativamente normais sem retencéo de ar e com vias aéreas
normais. Dada a natureza regional desse processo, o aumento da
CPT pode provocar aumento de pressio pelo menos nas peque-
nas vias aéreas que se encontram nas dreas normais dos pulmaes,
aumentando o seu didmetro, ndo afetando a passagem do fluxo
aéreo total através das pequenas vias aéreas nos pulmoes neste

fluxo expiratario forcado médio; CRF, capacidade residual funcional; Cl, capacidade inspiratdria; TFP, teste da fungdo pulmonar; VR, volume residual; CPT, capacidade pulmonar

estadio inicial da doenca. Esta seria obviamente uma hipétese
que precisaria de ser avaliada e testada.

O nosso estudo tem varias limitagdes. Primeiro, a nossa investi-
gagdo foi uma revisdo retrospetiva dos RES, tornando-o vulneravel
aerros de classificagdo e confusio, incluindo a dependéncia de pro-
xies para verificar os outcomes em saude, tais como codigos de diag-
ndstico de DPOC para avaliar sintomas respiratorios ou o nimero
de prescri¢des de medicagdo respiratdria para avaliar a necessidade
de medicagdo. Tais proxies tém sido amplamente utilizadas para
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Figura 5 Comparacdo da variacdo nos indices de fluxo aéreo na espirometria de sequimento ao longo dos niveis de VR:CPT. Os graficos representam o
coeficiente de variacdo com ICs de 95% nos indices de fluxo aéreo ao longo dos niveis de VR:CPT relativos ao grupo de referéncia (individuos com VR:CPT
normal inferior) do modelo de regresséo linear de efeito misto ajustado a idade, sexo, altura e tempo para a espirometria de seguimento. Os valores a negrito

representam os valores de p com significancia. FEF,, _,

averiguar os sintomas disponiveis nos RSE e sdo neutras em rela-
¢d0 ao viés da retengao de ar e, portanto, nao devem ter afetado as
andlises correspondentes. Em segundo lugar, enquanto o status de
fumador foi obtido através da utiliza¢io de codigos de diagnostico
de tabagismo, a informagao relativa & duracéo e quantidade dos
habitos tabagicos estava em falta. A nossa abordagem foi baseada
na suposicao de que quase todos os fumadores comegam a fumar
antes dos 18 anos, e é provavel que os veteranos incluidos nesta
coorte com status de fumador ou ex-fumador apos os 40 anos,
tenham provavelmente um histérico substancial de tabagismo
antes do cddigo do diagnoéstico de fumador ser inserido no seu
RES.*** Terceiro, as razdes pelas quais os doentes foram encami-
nhados para a espirometria e para a pletismografia ndo sdo claras.
Embora seja possivel que os doentes tenham sido encaminhados
por varias razdes, incluindo a realizagao de exames pré-operato-
rios de rotina, é provavel que a maioria dos doentes tenha sido
encaminhada devido a preocupagdes com sintomas respiratorios.
Da mesma forma, as razdes pelas quais os doentes foram enca-
minhados para repetir a espirometria ndo sdo claras. No entanto,
é possivel que apenas os doentes com sintomas persistentes ou
agravamento dos mesmos tenham sido submetidos a espirome-
tria de seguimento. Assim, os resultados deste estudo podem ser
generalizados para os fumadores com risco de desenvolver DPOC
que apresentam algum grau de sintomas respiratdrios. Embora ndo
tenhamos conhecimento de qualquer harmonizagdo dos equipa-
mentos de TFP ou dos protocolos nos centros médicos da VHA,

fluxo expiratério forcado médio; VR, volume residual; CPT, capacidade pulmonar total.

sabe-se que a maioria dos Centros dos Veterans Affairs Medical
Centers tém hd décadas relagdes estreitas com escolas médicas e
com centros médicos académicos,” e, portanto, é provavel que as
medi¢des dos TFPs tenham sido realizadas com qualidade compa-
ravel as realizadas em centros médicos académicos ndo pertencen-
tes a VHA. Adicionalmente, a propor¢io de doentes com VR:CPT
anormal proveniente dos centros médicos da VHA geralmente
seguiu uma distribuigdo normal (apéndice suplementar online),
desacreditando a suposi¢do de qualquer viés de medi¢do especi-
fico do local. Finalmente, o nosso algoritmo de desenho do estudo
teve como objetivo otimizar o nimero maximo de doentes com
risco de desenvolver DPOC, mas com valores de espirometria pre-
servados, excluindo simultaneamente os que apresentavam doen-
¢as ndo relevantes, incluindo doenga pulmonar restritiva. Através
dessa abordagem, os doentes com certas doengas e caracteristicas
(como asma e obesidade) foram incluidos, o que pode ter confun-
dido as nossas analises. No entanto, a anélise de sensibilidade com
aexclusdo dos doentes que levantavam preocupagdes de confundir
os resultados, ndo alterou significativamente os nossos resultados.

Em conclusao, neste estudo com base nos casos nacionais
dos RES dos Veterans Affairs, a retencio de ar foi comum em
fumadores com valores de espirometria preservados assim
como o progndstico de outcomes respiratorios adversos e a pro-
gressdo declarada para DPOC. Uma futura validacio prospetiva
deste estudo retrospetivo poderia aumentar a confianca relati-
vamente a utilidade dos valores da retengao de ar como um pre-
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ditor de morbilidade e de progressdo da doenga em fumadores
sem DPOC. Adicionalmente, a compreensdo dos mecanismos
bioldgicos subjacentes envolvidos no desenvolvimento da reten-
¢do de ar na auséncia de obstrugio ao fluxo aéreo pode levar a
descoberta de novas estratégias terapéuticas.
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ARTIGO ORIGINAL

A microbiota da expetoracao é preditiva de outcomes cli-
hicos a longo prazo em adultos jovens com fibrose quistica

Nicole Acosta,' Alya Heirali,' Ranjani Somayaji, "> Michael G Surette, 34
Matthew L Workentine,® Christopher D Sibley,' Harvey R Rabin, "? Michael D Parkins'

RESUMO

Enquadramento As comunidades polimicrobianas
complexas infetam as vias aéreas inferiores na fibrose
quistica (FQ). Geralmente, as comunidades com baixa
diversidade, dominadas por patogénios classicos da FQ,
estdo associadas a pior condicdo do doente no momento
da recolha de amostras. No entanto, ndo se sabe se o
microbioma é preditivo de outcomes futuros. Procuramos
determinar se o microbioma poderia ser adaptado como
um biomarcador para o progndstico do doente.
Métodos Analisamos retrospetivamente a expeto-
ragao recolhida prospectivamente de uma coorte de
104 individuos com idades compreendidas entre os
18 e 0s 22 anos para determinar os fatores asso-
ciados a progressao para doenga pulmonar termi-
nal precoce (DPTp; morte / transplante <25 anos) e
rapido declinio da funcdo pulmonar (> -3% / ano do
FEV, nos 5 anos seguintes).

0 sequenciamento emparelhado lllumina MiSeq da
regido V3-V4 do gene 16S rARN foi utilizado para
definir o microbioma das vias aéreas.

Resultados Com base no outcome primario ana-
lisado, 17 individuos (16%) evoluiram subsequen-
temente para DPTp. Estes individuos eram mais
propensos a ter expetoracdo com baixa diversidade
alfa, dominada por patogénios especificos, incluindo
Pseudomonas. As comunidades com abundancia de
Streptococcus foram observadas como protetoras.
As comunidades microbianas agrupadas pelo esta-
dio da doenca pulmonar na baseline e subsequente
progressao para DPTp. A analise multivariada identi-
ficou a funcdo pulmonar na baseline e a diversidade
alfa como preditores independentes da DPTp. Para
0s outcomes secundarios, foram classificados 58 e
47 doentes como de rapida progressao com base
nas definicdes absolutas e relativas do declinio da
funcdo pulmonar, respetivamente. Os doentes com
baixa diversidade alfa tiveram igualmente mais pro-
babilidade de serem classificados como tendo rapido
declinio da fungdo pulmonar nos 5 anos seguintes,
quando ajustada para a funcdo pulmonar na baseline.
Conclusdes Observamos que a diversidade das
comunidades microbianas nas vias aéreas na FQ
é preditiva da progressao para DPTp e declinio
desproporcional da funcdo pulmonar, podendo,
portanto, representar um novo biomarcador.

INTRODUCAO
A infe¢do respiratdria progressiva é responsavel pela
maioria da morbilidade e mortalidade na fibrose quistica
(FQ).! A cultura tradicional da expetora¢io identifica
uma gama de patogénios das vias aéreas. No entanto,
os patogénios da cultura ndo permitem distinguir ade-
quadamente os individuos com risco aumentado de
deterioracdo.”™* Consequentemente, a observacio de
uma comunidade polimicrobiana de organismos colo-
nizadores das vias aéreas na FQ, negligenciada por pro-
tocolos tradicionais, provou ser promissora.*®

Os estudos transversais identificaram que a
expetoragdo de doentes com doenca avancada tem
diversidade limitada e sdo dominados por organismos

Mensagens-chave

Qual é a pergunta-chave?

» Estudos transversais demonstraram
que a complexidade das comunidades
microbianas presentes na expetora¢ao
de individuos com fibrose quistica (FQ)
correlaciona-se inversamente com o
estadio da doenga na baseline.

»No entanto, nao existem estudos longi-
tudinais que avaliam a microbiota como
um novo biomarcador na previsao da
progressao da doenga pulmonar por FQ.

Que conclusio foi alcangada?

» O nosso grupo avaliou, pela primeira
vez, o risco de progressao para doenca
pulmonar terminal precoce e aceleragdo
do declinio da fung¢do pulmonar numa
coorte de 104 adultos jovens com FQ,
cujas amostras da expetora¢io tinham
sido recolhidas 5 anos antes.

»Enquanto os patogénios de cultura tra-
dicional nédo se correlacionavam com
os outcomes subsequentes, uma comu-
nidade microbiana de diversidade
limitada, dominada por Pseudomonas,
previu independentemente um prog-
nostico negativo.

Porque vale a pena ler este artigo?

» Este estudo sugere que a analise da
comunidade microbiana pode servir
como um novo biomarcador para iden-
tificar os individuos com FQ que tém
maior risco de progressdo da doenga.

como a Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas
maltophilia e Burkholderia cepacia complex (Bcc).”® No
entanto, poucos estudos longitudinais tentaram corre-
lacionar o microbioma da FQ com os outcomes clinicos
futuros.® Colocamos a hipédtese de que a microbiota das
vias aéreas de uma coorte de adolescentes com FQ fosse
associada aos outcomes clinicos subsequentes a longo
prazo e servisse como um novo biomarcador. A analise
da comunidade microbiana poderia, entdo, servir como
uma nova ferramenta clinica para identificar doentes
com risco aumentado de progressdo da doenca.’ '’

METODOS

Doentes e selecao da amostra

O Calgary Adult CF Clinic Sputum Biobank inclui
amostras de expetoracio recolhidas prospectiva-
mente entre 1998 e 2017 armazenadas a -80 °C
utilizando estratégias de controlo de qualidade de
armazenamento previamente descritas.!! Para este
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estudo, incluimos doentes com expetoracio recolhida entre os 18 e
0s 22 anos de idade. Para garantir que as amostras fossem recolhi-
das sob condi¢des semelhantes, excluimos amostras recolhidas num
periodo de 28 dias das mudangas terapéuticas ou da agudizagao pul-
monar (AP). Capturamos as caracteristicas dos doentes, incluindo:
dados demogrificos, terapias cronicas, patogénios semiquantitativos
em cultura, percentagem prevista da FVC e do FEV, no momento
da recolha da amostra. Os doentes foram categorizados na baseline
como portadores de doenga ligeira (FEV:> 80%), moderada (FEV :
40% -80%) e avangada (FEV : <40%)."" A progressio da doenga nos
5 anos subsequentes foi avaliada através de registados detalhados dos
exames. As taxas de declinio da fun¢do pulmonar foram determina-
das por meio de regressoes lineares especificas por individuo. Como
o estudo incluiu doentes e amostras que abrangem duas décadas, os
doentes foram categorizados em trés coortes com base nos anos em
que foram transferidos para a clinica de adultos: coorte_A (1998-
2003), coorte_B (2004-2008) e coorte_C (2009-2013).

Os outcomes clinicos

O outcome primario foi a progressdo para doenga pulmonar ter-
minal precoce (DPTp) definida como morte/transplante <25 anos
- um valor escolhido com base na progressdo desproporcional da
doenga.'>"*Para determinar os fatores associados a DPTp, os doentes
que atenderam a essa defini¢io foram comparados com os que ndo
o fizeram (nDPT). O nosso outcome secunddrio de interesse foram
os fatores associados ao declinio acelerado da fungao pulmonar. Os
doentes foram categorizados como de rapida progressao (RP) (isto
¢, queda do FEV | superior a -3%/ano) ou de nao rapida progressio
(Nrp) com base no declinio ao longo dos 5 anos subsequentes. Estes
valores foram escolhidos com base no rapido declinio verificado nos
outliers.’>17 Os fatores associados ao rapido declinio foram avalia-
dos utilizando uma definigdo absoluta (Ab; % anual de declinio do
FEV)) e relativa (Re; taxa absoluta/baseline).

Sequenciacao e processamento do gene ARNr 16S

A extragdo total de ADN das amostras congeladas de expetoragdo e o
ensaio em branco “Reagent Blanck” foram realizados conforme descrito
anteriormente." As comunidades bacterianas presentes na expetoracao
da FQ e o“Reagent Blanck™oram caracterizadas por amplificacdo e
sequenciagdo da regido V3-V4 do ARNr 16S."" As leituras de sequen-
ciamento foram processadas e analisadas para construir o quadro de
unidades taxondmicas operacionais (UTO) utilizando um UPARSE
pipeline.’® Ap6s a remogao das UTOs tinicas, restaram 8 320 948 leituras
totais (média de 80 009 leituras /amostra; IIQ: 57 168-102 441).

Analise estatistica

A riqueza e a uniformidade foram analisadas usando os indices
de diversidade de Shannon e Simpson. Foram calculadoss os esti-
madores de riqueza (observada e Chaol). Apds a normalizagio pro-
porcional de todas as amostras, a dissimilaridade de Bray-Curtis foi
calculada para analisar a diversidade beta da comunidade. O teste da
andlise da varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA)*
foi realizado para determinar a significincia da anélise da diversi-
dade beta. A diversidade beta foi calculada depois de rarefazer todas
as amostras para 15 000 leituras. Os graficos de dimensionamento
multidimensionais ndo métricos foram utilizados para visualizar as
matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis. Os testes exato de Fisher
e X? foram utilizados para discriminar as variaveis dicotomicas. Os
testes da soma dos postos de Wilcoxon foram conduzidos para
variaveis continuas. Um modelo de regressao logistica multivariada
foi construido para prever a progressdo para DPTp. Foi utilizado um
processo de selecdo forward stepwise para selecionar variaveis (as
com p <0,2 na andlise univariada) independentemente associadas
ao outcome primario. As andlises foram realizadas com R V.3.2.1 (R
Core Team, 2014) e STATA V.14.2 (StataCorp, Texas, EUA).

RESULTADOS

Coorte do estudo

Cento e trinta doentes com idade compreendidas entre os 18 e os 22
anos foram selecionados para andlise e 104 foram incluidos. Vinte e
um foram excluidos devido a seguimento inadequado (<5 anos sem

Fibrose quistica

atingir o outcome primario) e cinco porque todas as amostras dis-
poniveis foram impactadas por AP e / ou tratamento com antibioti-
cos para agudizagoes. Os doentes excluidos ndo diferiram quanto a
homozigosidade do F508del, suficiéncia pancredtica ou sexo (p> 0,05).

Fatores tradicionais associados aos outcomes clinicos

Dados demogriéficos, patogénios e tratamentos concomitantes sao
apresentados no quadro 1. Na recolha da expetoragio, os doentes
foram classificados como tendo doenga pulmonar ligeira: 15 (14,4%),
moderada: 44 (42,3%) e avancada: 45 (43,2%). Da coorte, 17 (16,3%)
progrediram para DPTp (5 morreram, 12 receberam transplante de
pulmédo) com uma mediana de idade de 21,7 anos (IIQ 19.8-23.7).
Os doentes que progrediram para DPTp em relagdo aos nDTP apre-
sentaram na baseline doenca pulmonar mais grave e pior nutri¢do
(quadro 1), e estavam mais propensos a receber tratamento inalado
antipseudomonas, DNase e suplementos entéricos / nutricionais
(DNA; dados ndo apresentados). Notavelmente, nem os agentes
patogénicos da FQ em cultura (incluindo P, aeruginosa avaliados como
mucoide), nem o nivel de log em que eles foram cultivados (DNA)
estiveram associados a progressao para DPTp ou RP (quadro 1).

As taxas de progressdo para DPTp nédo diferiram com base na
coorte de transi¢do (A: 22%; B: 18%; C: 9%, p = 0,374). O rapido
declinio da fun¢do pulmonar foi observado em 58 doentes (55,7%)
quando medido como declinio absoluto do FEV > -3% /ano. Os
fatores patogénicos demograficos, de tratamento ou de cultura nio
foram associados a taxa absoluta da fun¢do pulmonar (quadro 1,
DNA). Resultados semelhantes foram obtidos quando avaliados 2,5
anos apds a recolha (DNA). Quarenta e sete doentes (45,1%) enqua-
dravam-se na defini¢cdo pré-determinada de rapida progressao rela-
tiva (RP-Re) (quadro 1). Dos 17 doentes que foram categorizados
como DPTp, 13 (76%) foram categorizados como RP-Ab ou RP-Re.

Os fatores associados ao declinio rdpido relativo do FEV,
incluiram fungdo pulmonar na baseline, estado nutricional e osteo-
porose / osteopenia (quadro 1). Os fatores microbianos (incluindo
P. aeruginosa mucoide) ndo se associaram com o declinio rapido
relativo do FEV,. A categorizagdo como RP-Ab ndo diferiu
com base na coorte de transi¢ao (A: 51,8%; B: 68,1%; C: 42,4%,
p = 0,075), mas diferiu quando categorizada como RP-Re (A: 37%;
B: 59%; C: 33,3%, p = 0,05), embora as coortes mais velhas nio
tenham sido desproporcionalmente afetadas.

Analise da comunidade microbiana da FQ

Para visualizar a composigdo da comunidade das vias aéreas,
tracamos a abundancia relativa (AR), ao nivel do género, como
uma fungido do FEV, do doente na baseline (figura 1). Os géneros
classificados como Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus e
Haemophilus tiveram a maior AR, representando 80,7% das leituras.
Para garantir que uma tinica amostra fosse adequada, um subcon-
junto de 35 doentes (33,6%), que tiveram duas recolhas de amostras
de expetoragdo adequadas, numa mediana de 151 dias de intervalo
(IIQ 60-212), foi ainda avaliado quanto a estabilidade. As amostras
agrupadas por doente, explicam 75,9% da variancia da comunidade
(p=0,001, PERMANOVA) (figura complementar online E1).

Microbiota associada ao outcome primario: progressao para
DPTp

Utilizando multiplas medidas de riqueza e uniformidade (figura 2A),
a expetorac¢do dos doentes que subsequentemente progrediram para
DPTp apresentou uma diversidade alfa significativamente menor em
comparag¢do com os que niao progrediram para DPTp.

Quando realizamos uma analise de sensibilidade usando
definigoes alternativas de DPTp (antes dos 23 ou dos 27 anos),
foram evidentes as mesmas tendéncias (DNA). As comparagdes das
estruturas comunitarias revelaram que a expetoracdo da DPTp tinha
comunidades microbianas que se agruparam apés normalizagdo pro-
porcional de todas as amostras (p = 0,003, PERMANOVA) (figura 3).
Foram obtidos resultados semelhantes quando a analise foi realizada
com dados rarefeitos (p = 0,002, PERMANOVA). Adicionalmente,
observamos que a diversidade beta correlacionou-se com a % do
FEV, na baseline usando dados nao-rarefeitos (p = 0,032) e rarefeitos
(p=0,015, PERMANOVA).
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Figura 1 Composicao da microbiota das vias aéreas inferiores em doentes com fibrose quistica (FQ). Abundéncia relativa de bactérias na expetoracdo relatadas
ao nivel do género provenientes de individuos com idades compreendidas entre os 18 e 0s 22 anos com doenca pulmonar ligeira (painel superior), moderada
(painel intermédio) e avancada (painel inferior). Os 20 maiores géneros que contenham pelo menos> 0,28% de abundancia de todo o conjunto de dados séo
representados por uma cor e apresentados na figura. Niimeros indicam a ID do doente.

dentro da microbiota (ou seja, estimadores de diversidade alfa, pre-
dominancia de organismos) e grupos de progressiao da doenga.
Encontramos uma associacdo entre os estimadores de diversidade
alfa com a progressao para DPTp ou sendo uma RP baseada no decli-
nio relativo e as mesmas tendéncias (embora nao significativas) para o
declinio absoluto (DNA). Como a Observada quanto a Chaol apenas
estimam a riqueza de espécies, decidimos apenas analisar mais deta-
lhadamente a associagdo do indice de diversidade de Simpson (SDI) e
do indice de Simpson, que tém em conta tanto a riqueza como a regu-
laridade das espécies, com a progressio da doenga. Os doentes com
SDI <1 ou indice de Simpson <0,5 evoluiram desproporcionalmente
para DPTp (figura 4A). Resultados semelhantes foram encontrados
para o risco de ser uma RP-Re (figura 4B), mas ndo para a RP-Ab
(figura 4C). Desenvolvemos um modelo de regressao logistica multi-
variada para prever a progressdo para DPTp com base na selecio das
variaveis que foram associadas com o outcome primario. Os fatores
independentemente associados 8 DPTp foram o FEV | na baseline e a
diversidade alfa (quadro 3).

Como a Pseudomonas, o Streptococcus, o Staphylococcus e o
Haemophilus representaram mais de 80% do total das leituras, com-
paramos estes organismos em percentagem variavel de AR com os
grupos de progressio da doenga. Descobrimos que os doentes com
AR de Pseudomonas 250% ou >75% tinham 2,8 e 4,88 vezes maior
risco de progredir para DPTp (p = 0,02 e p <0,001, respetivamente)
em comparac¢do com os doentes com nDPT (quadro 4). Por outro
lado, os doentes com AR de Streptococcus > 25% estdo associados a
um menor risco de DPTp e tém uma redugao de 32% e 41% no risco de
declinio anual acelerado do FEV medido de forma relativa e absoluta,
respetivamente. Em seguida, determinamos a associa¢ao dos géneros
principais do microbioma da FQ com os outcomes clinicos para uma
AR especifica com base na sua distribui¢do de frequéncia (quadro 2).
Descobrimos que os niveis mais elevados de Granulicatella e Gemella
estdo associados a um menor risco de progressao para DPTp e de
progressdo da doenga respiratoria, medida por medidas absolutas e
relativas do declinio da fung¢do pulmonar (quadro 4).

Em seguida, procuramos determinar se as combinac¢des espe-
cificas de organismos combinadas com a AR de Pseudomonas ou
Streptococcus estavam associadas a um aumento do risco de pro-
gressdo para DPTp (quadro 4). Tal associagdo com os outcomes dos
doentes pode sugerir sinergia ou antagonismo bacteriano nas vias
aéreas da FQ. Varias combina¢des microbianas foram estatistica-
mente significativas em termos da sua associagdo com a progressao
para DPTp (quadro complementar online E1). Observamos duas
tendéncias gerais. Os doentes com AR de Pseudomonas > 75%, inde-
pendentemente dos outros membros da comunidade, foram associa-
dos a um maior risco de progredir para DPTp. Nenhum organismo
adicional agravou o curso clinico. Em comparagéo, a expetoragéo
dos doentes com Streptococcus em abundancia em combinagdo com
arestante microflora estava associado a um menor risco de progredir
para DPTp (quadro complementar online E1).

Estas mesmas combina¢des foram testadas para outcomes
secundarios (DNA) e observou-se que apenas os doentes com
Granulicatella 20,75% ou Gemella 20,75% combinadas com
Streptococcus >25% tinham menor risco de ter uma RP comparada
com a Nrp tanto para o declinio absoluto da fun¢ao pulmonar (razdo
de risco (RR):0,6, p=0,0105 e RR:0,58, p=0,006, respetivamente) como
para o relativo (RR:0,37, p=0,0002 e RR:0,45, p=0,002, respetivamente).
Da mesma forma, os doentes com Granulicatella 20,75% ou Gemella
20,75% combinadas com Pseudomonas <25% estao associados a um
menor risco de ter uma RP-Re (p=0,0034 e p=0,001, respetivamente).

DISCUSSAO

A identificagdo de biomarcadores para melhor delinear o curso
clinico futuro tem sido o foco principal da investigacao da
FQ.* Considerando que floresceram os esforgos para explorar
o inflamassoma, os esfor¢os para aproveitar os biomarcadores
microbianos como preditores da doenca pulmonar diminuiram.
Este aspeto é até compreensivel, dada a marcada heterogeneidade
do curso clinico dos individuos infetados com patogénios classi-
cos da FQ. De facto, os estudos recentes nio demonstraram out-
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Figura 2 Comparacdo dos indices de diversidade alfa e outcomes primério e secundarios. Comparacdo entre os estimadores de Observada, Chao1, Shannon
e Simpson para a progressao para DPTp (A), taxa absoluta da funcdo pulmonar (B) e taxa relativa da funcdo pulmonar (C). A mediana e os 11Qs sdo indicados
pelas linhas médias, superior e inferior de cada caixa. Foi realizado o teste da soma dos postos de Wilcoxon. Ab, absoluta; DPTp, doenca pulmonar terminal
precoce; nDPT, n&o DPT; Nrp, ndo rapida progresséo; Re, relativa; RP, répida progressao.

comes diferentes para os doentes com infe¢des por P. aeruginosa
incidente que evoluem para cronicidade em relagdo aos casos
em que ¢ erradicada.** Adicionalmente, para estabelecer certos
organismos como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
como um patogénio da FQ, foram necessarios conjuntos de dados
envolvendo milhares de doentes para demonstrar diferencas sig-
nificativas no declinio do FEV,, uma vez que o mesmo nao foi
conseguido com conjuntos menores de dados.”’ Adicionalmente,
estudos recentes ndo demonstraram haver uma correlagio entre
os resultados microbioldgicos classicos e os resultados sub-
sequentes.”?* Assim, o reconhecimento de uma comunidade
diversa e complexa que habita as vias aéreas inferiores mostrou-se
atraente.”* Os estudos de coorte transversais demonstraram que
os doentes com doenga pulmonar avangada tém maior probabi-
lidade de ter comunidades microbianas com diversidade limi-
tada, dominadas por patogénios classicos da FQ.* No entanto,
sao necessarios estudos preditivos para entender se o microbioma
pode ser aproveitado para prever outcomes.

Os nossos dados demonstram que adultos jovens com expetoragao
com baixa diversidade alfa tém maior risco de progressao para DPTp.

Especificamente, os doentes com SDI <1 ou indice de Simpson <0,5
tém maior risco. Embora ambos os indices me¢am a riqueza e a uni-
formidade (abundéncia e distribuigdo de espécies entre uma comu-
nidade), existem algumas diferencas entre as métricas. Em particular,
o indice de Simpson tem maior peso nas espécies dominantes em
comparagdo com o SDL.* Nio surpreendentemente, identificamos
que a abundancia proporcional de Pseudomonas dentro de uma
comunidade era uma grande impulsionadora deste efeito, com os
doentes que progrediram para DPTp apresentando uma maior AR
e uma maior probabilidade de ter uma abundéncia populacional
>50% ou =75 %. O outro género que tendeu a ter uma associagao
negativa com os outcomes dos doentes foi a Stenotrophomonas.””
Nio observamos nenhum organismo que em combinagao com a
Pseudomonas aumentasse o risco de progressdo para a DPTp, suge-
rindo que o patogénio primdrio na doenga pulmonar por FQ con-
tinua a ser a P. aeruginosa. - quando presente em abundancia. No
entanto, esta analise pode ndo ser sensivel a interagdes interespécies
conhecidas entre a P. aeruginosa e os constituintes do microbioma.?*%
Nem a presenca de Pseudomonas em comunidades microbianas nem
a compartimentagdo dicotomica dos doentes por cultura de P. aerugi-
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Figura 3 Esquema do NMDS da expetoracdo na fibrose quistica (FQ) em individuos com idades compreendidas entre os 18 e os 22 anos. Cada simbolo
representa uma comunidade de um doente. Parcelas de diversidade Beta baseadas nas dissimilaridades de Bray-Curtis de doentes com progressao para doenca

pulmonar terminal precoce (DPTp, vermelho) ou ndo (nDTP, verde).

As amostras foram codificadas pelo estadio da doenga pulmonar na baseline no momento da recolha da amostra (ou seja, valores previstos da % do FEV.:
<40% (@), 40%-80% (#) e >80% (A)). As amostras foram separadas de acordo com a subsequente progresséo para DPTp e o estadio da % do FEV, na
baseline (p=0,003, R2=3,9% e p=0,006, R2=3,2%, respetivamente, teste da andlise da variancia multivariada permutacional (PERMANOVA)). NMDS, esca-

lonamento multidimensional ndo métrico.

nosa positiva/negativa (mesmo quando avaliando a mucoide) foi
sensivel para estabelecer o risco de progressdo para DPTp. Foram
observados no presente estudo outros fatores tradicionalmente
aceites como estando associados a progressdo para 6bito/trans-
plante na FQ, incluindo fung¢ao pulmonar e nutri¢cdo na baseline®>',
mas ndo tivemos a capacidade de detetar outros, incluindo diabetes
e géneros relacionados com a FQ. Com base no modelo multiva-
riado, descobrimos que apenas a diversidade alfa medida pela SDI
e as fungdes pulmonares na baseline estavam independentemente
associadas a progressao para DPTp.

Também avaliamos o microbioma no contexto do decli-
nio subsequente da fun¢do pulmonar. Avaliamos tanto a taxa
absoluta como a relativa do declinio da fun¢do pulmonar para
garantir a sensibilidade para detetar mudancas nos doentes que
que apresentavam doenga avancada.’? Escolhemos uma taxa
> -3%/ano como sendo desproporcional a esperada e definimos
como taxas rapidas de declinio.*® * Observamos uma baixa diver-
sidade microbiana assim como dos fatores convencionais associa-
dos a condigdo da RP relativa incluindo pior fun¢io pulmonar na
baseline e indice de massa corporal, mas nao observamos alteracdes
associadas a condi¢do da RP absoluta - embora fossem evidentes
tendéncias semelhantes. Isto é provavel porque os individuos com
doenga pulmonar avangada nio tinham capacidade de perder fungdo
pulmonar> -3%/ano. Zhao at al. avaliaram retrospetivamente a
expetoragdo existente num biobanco, relativa a seis Homens com
FQ e observaram que os doentes com menor diversidade microbiana
tinham maior probabilidade de apresentar progressao da doenga.®

A abordagem utilizada neste estudo permitiu avaliar a comu-
nidade de doentes que progrediu para DPTp ou se tornou de RP.
Os varios dos géneros associados aos grupos de progressdo (ie,
Granulicatella e Gemella) foram encontrados em menor AR com-
parativamente com os quatro géneros principais (ie, Pseudomonas,
Streptococcus, Haemophilus e Staphylococcus). As UTOs com abun-
déancia muito baixa podem ter efeitos importantes na estrutura e na
patogénese da comunidade bacteriana, como tem sido observado
em ambientes ndo-FQ.** Granulicatella spp e Gemella spp sdo espécies
anaerdbias facultativas que tém sido associadas com a FQ e com a
AP**¥ De um modo interessante, tem sido sugerido que a Gemella
spp pode desempenhar um papel na remodelagio de uma microbiota
normal de FQ para uma dibiética,* 4 medida que sua AR aumenta
durante a AP como verificado num estudo.” Outro estudo também
mostrou uma correlagdo positiva entre a AR de Granulicatella e os
valores mais elevados de FEV, durante os tratamentos iniciais para
a AP¥

Também identificamos que a presenca de Streptococcus numa
AR 2 25% reduziu o risco de declinio rapido da fun¢do pulmonar e
de doenga pulmonar terminal. Poucos estudos se concentraram no
papel do Streptococcus spp no outcome clinico da FQ.* Entretanto,
recentemente foi descrito um mecanismo pelo qual o Streptococcus
parasanguinis comensal oral pode interferir na patogénese da P.
aeruginosa.” Nao observamos que a Burkholderia fosse um fator
significativo na nossa coorte. No entanto, dos cinco doentes que
tinham culturas com Bec, quatro eram Burkholderia multivorans e
apenas um era Burkholderia cenocepacia (uma estirpe nao-epidémica

Quadro 2 Abundancia relativa de patogénios classicos da FQ e componentes principais do microbioma da FQ, em funcao dos outcomes clinicos

Progressao para DPTp

Taxa absoluta de declinio da funcao pulmonar

Taxa relativa de declinio da funcao pulmonar

nDPT (n = 87) DPTp (n=17) Valores de p Nrp-Ab (n = 46)
Patogénios classicos
Pseudomonas 0,45(0,03-37) 47,8(0,1-91,3) 0,04 10,7(0,04-51,1)
Streptococcus 30,6(12,4-56,6)  7,37(0,4-19,9) 0,01 32,3(16,1-50,1)
Estafilococo 0,32(0,01-14,3)  0,01(0,002-7) 0,09 0,16 (0,01-5,1)
Haemaphilus 1,8(0.16-16,4) 0,01(0,01-0,05)  <0,001 1,71(0,18-7,6)
Stenotrophomonas 0 (0-0,002) 0,001(0-0,07) 0,08 0(0-0,002)
Microbioma principal “nao-classico” *
Granulicatella 0,79(0,1-1,89)  0,07(0,002-0,3) 0,001 0,93(0,23-2,13)
Gemella 0,73(0,14-1,9) 0,06 (0,01-0,6) 0,01 1,25(0,35-1,9)
Rothia 1,16(0,23-3,4) 0,4(0,02-0,7) 0,03 1,6(0,2-3,4)
Veillonella 0,26 (0,04-0,7) 0,05(0,01-0,5) 0,11 0,23(0,06-0,73)
Prevotella 0,57(0,08-2,8) 0,43 (0,04-1) 0,34 0,68(0,1-2,2)
Fusobacterium 0,21(0,03-0,5) 0,06 (0,01-0,3) 0,23 0,26 (0,03-0.,7)

0Os dados séo apresentados como mediana (%) (11Q) e foi realizado o teste da soma dos postos de Wilcoxon.
* Microbioma principal refere-se aos géneros recuperados do microbioma da fibrose quistica comumente encontrados em doentes, com elevada prevaléncia.*’
Ab, absoluta; FQ, fibrose quistica; DPTp, doenca pulmonar terminal precoce (definida como morte / transplante antes dos 25 anos); nDPT, ndo DPT; Nrp, ndo rapida progresséo; Re, relativa; RP, rapida progressao.

RP-Ab (n =58) Valoresdep Nrp-Re (n=57) RP-Re (n=47) Valores de p
1,1(0,03-44,2) 0,46 2,17(0,03-47,8) 3,28(0,03-48,5) 0,84
22,8(5,1-59) 0,27 34,1(18,7-56) 15,1(4,02-56,04) 0,05
1,62(0,01-18,3) 0,52 0,12(0,01-5,04) 2,58(0,008-22,8) 0,17
0,52(0,02-9,8) 0,21 1,62(0,1-8,7) 0,28(0,01-7,9) 0,06
0(0-0,004) 0,31 0(0-0,002) 0(0-0,003) 0,42
0,35(0,02-1,1) 0,01 1,07(0,2-2,13) 0,26 (0,02-0,81) <0,001
0,31(0,02-0,9) 0,002 1,03(0,31-2,1) 0,24(0,02-0,8)  <0,001
0,73(0,08-2,8) 0,08 1,61(0,2-4,1) 0,62(0,03-2,1) 0,01
0,25(0,02-0,5) 0,26 0,35(0,07-0,7) 0 15(0 01-0,4) 0,02
0,49 (0,04-2,8) 0,50 0,81(0,2-2,3) 41(0,03-2,8) 0,17
0,14(0,01-0,4) 0,12 0,27(0,04-0,72) 0 09(0,01-0,43) 0,03

Fibrose quistica
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Quadro 3 Modelo de regressao logistica que prevé a progressao
para DPTp em doentes com FQ com idades compreendidas entre

100 0s 18 e 05 22 anos
= DPT, .
= nDP Variavel OR (IC 95%) Valores de p
P=0,0096 % FEV, previsto (baseline) 0,92(0,8911a0,9601) <0,001
P=0,0126 Indice de Shannon 0,23(0,0593 a 0,9270) 0,039

Na andlise univariada, as covariaveis como o indice de diversidade de Shannon e Simpson, FVC, indice de
massa corporal (IMC), abundéncia relativa (AR) de Pseucdomonas a 50% e 75%, indice de Simpson > 0,5
e AR de Streptococcus a 25% foram significativamente associados ao outcome primario e, em seguida,
foram considerados para 0 modelo de regresséo logistica multivariada. No entanto, no modelo final,
estes nao foram significativos (p> 0,05) e, portanto, foram removidos. O modelo final

(n = 104) apresentou boa calibragao (ajuste de qualidade p = 0,99) e discriminacdo (4rea sob a curva
das caracteristicas de operacdo do recetor (ROC) = 0,92). FQ, fibrose quistica; DPTp, doenca pulmonar
terminal precoce.
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que foi subsequentemente erradicada) talvez explicando as respostas
ligeiras observadas.*

Embora descrevamos possiveis biomarcadores de microbioma
RR 0,31 0,31 da FQ para a previsdo da progressio da doenca, é importante
destacar que a FQ é uma doenga complexa que ocorre como uma
combinagdo da colonizagdo microbiana, resposta imunitaria do
hospedeiro, estado nutricional e comorbilidades relacionadas com
a FQ, que se torna mais complexa devido a fatores inerentes ao

o
1

indice de Shannon >1 indice e Simpson >0,5

o)

100 doente, incluindo tratamentos, compliance, ambiente e nivel socio-
E RP-Re econdmico.* Os biomarcadores baseados na microbioma descritos
30 P=002 Nrp-Re neste estudo foram mais preditivos para a progressdo para DPTp do

P=0,02 que os outcomes secundarios como, o declinio acelerado da fungéo
pulmonar, que destacamos a complexidade da sua utilizacao, pois
pode ser afetado por fatores extrinsecos.

Reconhecemos uma série de limitacdes. Este trabalho repre-
senta uma analise retrospetiva da expetoragdo recolhida prospec-
tivamente de 104 individuos de um tnico centro de FQ - enquanto
a maioria dos estudos epidemioldgicos sobre patogénios exigiu
milhares de doentes para demonstrar o potencial patogénico.*
No entanto, este é o maior estudo que visa a microbiota da FQ -
focando especificamente individuos que se encontram na fase de

T T maior risco de progressdo da doenca (idade adulta jovem).”'° De
indice de Shannon >1 indice e Simpson >0,5 facto, o momento de transi¢do, em que estd envolvida uma equipa
de atendimento completamente nova, pode ser o momento ideal
RR 0,6 0,6 para testar uma nova tecnologia. E desconhecido se estes resulta-
dos podem ser extrapolados para outras faixas etdrias. Embora
a exclusdo de amostras de doentes com AP/terapias antibidticas
resultasse numa redu¢do modesta do tamanho da coorte, elimi-
namos as pressoes seletivas de confusao dos antibacterianos sis-
ERP-Ab témicos.* Quando focamos os resultados numa tinica amostra de
ENrf:- An cada. individuo, Val.idamos que o microbioma de um indiv.iduo é
P=0,08 relativamente consistente.!! Embora tenhamos tentado criar um
P=0,08 grande grupo homogéneo ao incluir 104 individuos com idades
semelhantes, incluimos individuos recrutados durante um periodo
de quase 20 anos - uma potencial preocupagdo de reconhecer que
as coortes anteriores apresentam uma taxa de declinio superior.
No entanto, trabalhos anteriores do nosso grupo nio demonstra-
ram grandes diferencas no microbioma de adultos jovens durante
estes periodos e nem 0s nossos outcomes primdario e secundarios
foram desproporcionais aos observados em amostras mais anti-
gas."! Embora a utiliza¢do das regides V3-V4 para identificar
constituintes do microbioma tenha uma capacidade modesta de
, T . T identificar UTO para a espécie, P. aeruginosa predominante. De
Indice de Shannon >1  Indice e Simpson >0,5 facto, dos 104 doentes de nossa coorte, nenhum teve uma cultura

com Pseudomonas nio eruginosa.
RR 0,72 0,7 &
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CONCLUSAO

Observamos que os adultos jovens com FQ e com baixa diversi-
Figura 4 Indices de Shannon e Simpson como biomarcadores paraprever ~ dade de microbiomas, dominados pelo patégeno arquetipico da
a progressao da doenca. Comparacéo da propor¢ao de doentes com indice FQ, P aeruginosa, tém maior probabilidade de progredir para

de Shannon > 1 e indice de Simpson > 0,5 em doentes que progrediram  DPTp ¢/ou, subsequentemente, experimentarem um declinio exa-
para doenca pulmonar terminal precoce (DPTp) ou nédo (nDPT) (A), em gerado da fungio pulmonar. Por outro lado, os que apresentam
doentes com base nas taxas de declinio relativo da funcdo pulmonar de uma comunidade diversificada, dominada por organismos como
répida progressao (RP) e em ndo rapida progressao(Nrp) (B) e na taxa decli- o Streptococcus, eram mais propensos a ter um curso clinico mais
nio absoluto da funcao pulmonar (C). O teste exato de Fisher foi realizado ligeiro. Esses novos biomarcadores poderiam ser utilizados na iden-
em duas caudas. Ab absoluta; Re, relativa; RR, razdo de risco. tificacdo de doentes com FQ com risco aumentado de progressao
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da doenga para monitorizagdo e tratamento mais intensivos. Estes
resultados apoiam estudos multicéntricos de colaboragdo em larga
escala que avaliam o microbioma como um novo biomarcador.

Valoresdep t

0,94
0,89
0,33
0,01
0,66
0,84
0,13
0,07
0,67
0,72
0,51
0,001
0,002
0,05
0,16
0,77
0,10
0,16

0,11
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,01
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0,01

Razao de risco (RR)> 1,0 representa o risco aumentado do outcome.

0,11
* Os dados sao apresentados como n (%) dos doentes analisados que tinham uma percentagem especifica de AR para alguns membros da microbiota da FQ. Para as primeiras quatro UTOs (ou seja, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus e Haemaphilus), a anélise da razao de risco foi avaliada tendo em conta

trés faixas diferentes de AR (ou seja, >25%, >50% e >75%). Para os principais organismos do microbioma, a percentagem especifica de AR foi determinada com base no percentil 50.
1 foram realizados testes B2. Ab absoluta; FQ, fibrose quistica; DPTp, doenca pulmonar terminal precoce (definida como morte / transplante antes dos 25 anos); nDPT, ndo DPTp; Nrp, ndo rapida progressao; UTO, unidade taxonomica operacional; RA, abundancia relativa; Re, relativa; RP, rapida progresséo.

Pseudomonas
Streptococcus
Estafilococo
Haemophilus
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=+ Quadro 4 Relacao entre os outcomes clinicos e a percentagem especificada de abundancia relativa de alguns membros da microbiota da FQ
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Estimativas de prevaléncia e fatores de risco para a
presenca de sibilos na primeira infancia em toda a
Europa: coorte de nascimentos do EuroPrevall

Anna Selby," Alasdair Munro,? Kate E Grimshaw, ' Victoria Cornelius,* Thomas Keil,>¢ Linus
Grabenhenrich,”® Michael Clausen,’ Ruta Dubakiene,™ Alessandro Fiocchi," Marek L Kowalski, '
Nikolaos G Papadopoulos, ™ Marta Reche, ™ Sigurveig T Sigurdardottir,'® Aline B Sprikkelman, "
Paraskevi Xepapadaki,™ EN Clare Mills,® Kirsten Beyer, ' Graham Roberts'2?!

RESUMO

Enquadramento Os sibilos em idade pré-escolar séo
um problema importante em todo o mundo. N&o foi rea-
lizado anteriormente nenhum estudo comparativo com
base populacional, abrangendo diferentes paises.
Objetivo Avaliar a prevaléncia de sibilos na primeira
infancia em toda a Europa e avaliar os fatores de risco
com foco na alergia alimentar, aleitamento materno e
exposicdo ao fumo.

Métodos Foram recrutados bebés de nove paises
para a coorte de nascimentos EuroPrevall. Aos 12 e
aos 24 meses, foram recolhidos através de questiona-
rios os dados sobre sibilos, sinais/sintomas alérgicos,
alimentacao, exposicdo o fumo, infecdes e frequéncia
de creche. Foi utilizada a regresséo de Poisson para
avaliar os fatores de risco para os sibilos.
Resultados Foram recrutados 12 049 bebés. Os
dados do segundo ano de vida estavam disponi-
veis para 8805 (73,1%). A prevaléncia de sibilos no
segundo ano de vida variou entre <2% em Lodz
(Polonia) e Vilnius (Lituania) a 13,1% (IC 95% 10,7%
a 15,5%) em Southampton (Reino Unido) e 17,2%
(IC 95% 15,0% 19,5%) em Reiquiavique (Islandia).
Na andlise multivarivel, a frequéncia de infecdes
do trato respiratério inferior no primeiro e segundo
anos de vida (taxa de incidéncia (IRR) 1,9 (IC 95%
1,3a2,6)e2,5(C95% 1,9 a 3,4), respetivamente),
tabagismo materno pos-natal (IRR 1,6, 1C 95% 1,1 a
2,4), frequéncia de creche (IRR 1,6, 1C 95% 1,1-2,5)
e sexo masculino (IRR 1,3, 1C 95% 1,0 a 1,7) foram
associados a sibilos. A forca da associacdo com os
sibilos diferiu entre os paises. A alergia alimentar e o
aleitamento materno ndo foram independentemente
associados a sibilos.

Conclusdo A prevaléncia de sibilos na primeira
infancia variou consideravelmente em toda a
Europa. As infecGes do trato respiratorio infe-
rior, frequéncia de creches, exposicdo pos-natal
ao fumo e sexo masculino sdo fatores de risco
importantes. Sdo necessarios mais estudos para
identificar os fatores de risco modificaveis adicio-
nais que podem diferir entre os paises.

INTRODUCAO

Os sibilos em idade pré-escolar afetam aproxi-
madamente um ter¢o das criancas nos primeiros
3 anos de vida, sobrecarregando os cuidados de
saude.'? Os fatores genéticos desempenham um
papel na etiologia dos sibilos em idade pré-esco-
lar e da asma.’ No entanto, o International Study
of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) e
European Community Health Respiratory Survey
(ECHRS) reconheceram que os fatores ambientais
sdo predominantemente responsaveis por variagdes
geogréficas da prevaléncia de asma. Estes estudos
examinaram padrdes internacionais de prevaléncia
de sintomas de asma em criangas em idade escolar e

Mensagens-chave

Qual é a pergunta-chave?

»Como varia a prevaléncia de sibilos na
primeira infancia em toda a Europa e
quais sdo os principais fatores de risco?

Que conclusao foi alcangada?

»Este estudo demonstrou que a prevalén-
cia de sibilos na primeira infancia varia
consideravelmente em toda a Europa
e que as infe¢des do trato respiratorio
inferior, tabagismo materno pds-natal,
frequéncia de creches e sexo masculino
sdo fatores de risco importantes.

Porque vale a pena ler este artigo?

»Este é o primeiro estudo multicéntrico
de coorte para comparar a prevaléncia
e explorar os fatores de risco para os
sibilos na primeira infincia em toda a
Europa.

em adultos, respectivamente.** Um estudo investigou
os sibilos em idade pré-escolar aos 4 anos de idade,
mas usou dados de 10 coortes independentes em
oito paises.® As taxas de sibilos em idade pré-escolar
dentro de uma tnica coorte multicéntrica podem
fornecer novas pistas etiologicas.

Os fatores de risco estabelecidos para sibilos
em idade pré-escolar incluem sexo masculino,
histdria familiar de doenca alérgica, exposi¢do ao
fumo do cigarro, infecdes do trato respiratorio e
frequéncia de creches.?*7® O papel da amamen-
tagdo no desenvolvimento de doengas alérgicas e
de asma tem sido extensivamente investigado com
resultados inconclusivos.” " Vérios estudos relatam
que o aleitamento materno exclusivo pelo menos
durante 4 meses protege contra os sibilos na infan-
cia.’?® Entretanto, outros sugeriram que atrasar a
introducio de solidos pode aumentar o risco. '
As diferencas metodoldgicas podem explicar as
discrepancias entre os estudos. Portanto, a real-
izagdo de grandes estudos multicéntricos ajudaria a
esclarecer o papel das préticas de alimentagdo infan-
til no desenvolvimento de sibilos em idade pré-es-
colar. Outra lacuna de conhecimento que precisa de
ser abordada ¢ a relagdo entre a alergia alimentar e
os sibilos em idade pré-escolar. Numerosos estudos
mostraram que a alergia alimentar e a asma estdo
intimamente ligadas.'® No entanto, poucos estudos
investigaram a relagdo entre a alergia alimentar e os
sibilos em idade pré-escolar. Em particular, faltam
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estudos que utilizem testes alimentares controlados com placebo,
com dupla ocultagdo (TACPDO).

Este estudo teve como objetivo determinar a prevalén-
cia dos sibilos nos primeiros 2 anos de vida em toda a Europa.
Adicionalmente, o objetivo foi avaliar os fatores de risco para
os sibilos, com foco na alergia alimentar, alimentac¢do infantil e
exposi¢do ao fumo do cigarro. A nossa hipdtese é que a alergia
alimentar de inicio precoce aumenta o risco de sibilos na primeira
infancia e que a maior duragio da amamentacio e o aumento da
sobreposicido entre a amamentagio e os solidos sdo fatores pro-
tetores. Foram consideradas muitas outras potenciais influéncias,
incluindo a exposi¢do ao fumo do cigarro durante a gravidez e na
infincia, o peso a nascenga, a duragdo do parto e gestacéo.

METODOS

Desenho do estudo

A coorte de nascimentos EuroPrevall foi estabelecida entre 2005
e 2010. A metodologia e as caracteristicas na baseline foram pre-
viamente reportadas.”” '® A avalia¢do iniciou-se a nascenca com o
seguimento dos participantes aos 12 e 24 meses, utilizando ques-
tiondrios padronizados baseados nos utilizados em estudos epi-
demioldgicos anteriores como o ISAAC. Os questionarios foram
realizados por telefone ou pessoalmente, por pessoal treinado.
As avaliagoes adicionais, incluindo teste cutaneo, medi¢do de IgE
especifica com ou sem TACPDO foram realizadas de acordo com
um protocolo padronizado, sempre que os pais relataram sintomas
sugestivos de alergia alimentar nas suas criangas.'” '

Populacao do estudo

As familias foram recrutadas no periodo pré-natal e p6s-natal em
nove centros do estudo: Reiquiavique (Islandia), Southampton
(Reino Unido), Amsterdao (Holanda), Berlim (Alemanha), Lodz
(Polénia), Vilnius (Lituania), Madrid (Espanha), Mildo (Italia) e
Atenas (Grécia).!”

Os critérios de inclusdo foram a idade gestacional de pelo
menos 34 semanas e boa condi¢do & nascenca (indice de Apgar de
pelo menos 7 em 5 minutos). As familias que nao foram capazes
de dar consentimento informado e as criangas que participavam
noutros estudos que estudavam a doenga alérgica foram excluidos.
O consentimento informado escrito foi obtido de todos os pais.'” '8

Os questiondrios de seguimento nem sempre foram concluidos
nas idades pretendidas de 12 e 24 meses. Os participantes foram
incluidos nesta analise se os dados foram recolhidos entre as idades
de 6 meses e menos de 18 meses (dados do 1°ano) ou 18 e 30 meses
de idade (dados do 2° ano).

Exposicoes

No recrutamento, os dados foram recolhidos com base nos deta-
lhes do parto, dieta materna, historia familiar, escolaridade materna
(como um marcador de nivel socioecondémico) e exposi¢cdes ambien-
tais, incluindo o fumo do cigarro e a posse de animais de estimacao.

Os questiondrios dos 12 e 24 meses incluiram uma extensa lista de
alimentos encontrados em dietas infantis. Os pais foram questionadas
se o filho havia experimentado cada alimento e, em caso afirmativo,
quando tinha sido a primeira vez. Os pais também foram questionados
se o seu filho tinha sido amamentado e, em caso afirmativo, durante
quanto tempo. Utilizando estes dados, foi determinada a idade em que
foram introduzidos os solidos pela primeira vez e a sobreposicao (em
meses) entre a amamentagio e os solidos, para cada crianga.

Foram geradas diversas variaveis dicotomicas de tabagismo
utilizando os dados recolhidos no inicio do estudo e aos 12 meses.
Estas encontram-se descritas no apéndice A, juntamente com as
outras variaveis da baseline e do seguimento, que foram avaliadas
como potenciais fatores de risco. Estas incluiram frequéncia de cre-
ches, infe¢des do trato respiratorio e eczema.

A alergia alimentar foi definida como positiva através de
TACPDO ou histéria clara de anafilaxia para qualquer alimento
nos primeiros 24 meses de vida. As criangas com alergia alimentar
foram subdivididas em criangas com alergia alimentar mediada por
IgE e ndo mediada por IgE. A alergia alimentar mediada por IgE
foi definida como alergia alimentar com teste cutaneo positivo (=3
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mm pépula) ou IgE especifica positiva (0,35 kU/L) a qualquer
momento durante o seguimento.

Outcomes

Os sibilos no segundo ano de vida foi o outcome primario para
esta analise. As perguntas relacionadas com a sibiléncia incluem:
“Nos tltimos 12 meses, o seu filho teve “gatinhos” ou “apitos”
no peito?” (questionario dos 12 meses) e “Entre as idades de
13 a 24 meses, o seu filho teve “gatinhos” ou “apitos” no peito
quando ndo estava constipado? ‘(questionario dos 24 meses).
As criangas foram definidas como tendo sibilos no segundo ano de
vida se os pais respondessem sim a qualquer uma destas perguntas
dentro do intervalo de tempo especificado para recolha de dados
referentes aos dois anos. Foi realizada uma analise secundaria com-
parando os que apresentavam sibilos recorrentes (sibilos no primeiro
e segundo anos de vida) a um grupo que nunca apresentou sibilos.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o STATA SE V.13. As
caracteristicas na baseline e as exposicdes dos participantes
foram descritas para toda a coorte, separadamente para cada
centro e para os que ndo registaram sibilos no segundo ano de
vida. Nenhum dado foi imputado. As diferencas entre os centros
foram examinadas, foi realizada a estatistica descritiva apropri-
ada e as diferencas foram comparadas utilizando o ¥ (variaveis
dicotémicas / categéricas), andlise unidirecional de variancia
(varidveis continuas, normalmente distribuidas) ou Kruskal-
Wallis (varidveis continuas, ndo distribuidas normalmente).
A regressao de Poisson foi utilizada para identificar os fatores de
risco para sibilos no segundo ano de vida. As varidveis associadas
aos sibilos (P <0,1), alergia alimentar e varidveis relacionadas com a
alimentacgdo e com a exposi¢do ao fumo do cigarro foram inseridas
num modelo multivariado. Foi incluida no modelo uma variavel
dummy para o centro de estudo (usando Reiquiavique como o cen-
tro de baseline) para contabilizar a heterogeneidade entre os cen-
tros. As varidveis nao eram incluidas se fossem explicadas através
de combinacdes de outras varidveis, por exemplo, a doenga alérgica
e arinite alérgica. Numa analise de sensibilidade foram gerados trés
modelos multivariaveis alternativos. O modelo um de sensibilidade
foi derivado através da aplicacao da supressdo reversa ao modelo
primario; ou seja, as varidveis foram removidas sequencialmente
(comegando com a varidvel com a mais fraca associagdo com os sibi-
los) até que apenas permaneceram no modelo as que apresentavam
um valor de P < 0,05. Os modelos dois e trés de sensibilidade foram
semelhantes ao modelo primario e a0 modelo um de sensibilidade,
respetivamente, mas no incluiram o centro de estudo. Foram usa-
dos testes de razao de verossimilhanca para testar a adequagio do
ajuste dos modelos multivariaveis. Foram inseridas associagoes sig-
nificativas do modelo primario num modelo multivariado sepa-
rado para examinar a importancia nos centros individualmente.

RESULTADOS

Participantes

A coorte do EuroPrevall incluiu 12 049 bebés. Um total de 6189
(51,4%) era do sexo masculino. As caracteristicas dos participantes
na baseline variaram consideravelmente entre centros (quadro 1 e
quadro complementar online S1).'® Apés a exclusdo de participantes
que se encontravam fora das faixas etarias de seguimento especifi-
cadas para os dados do 1° ano e 2° ano, estavam disponiveis dados
de seguimento de 8174 bebés (67,8%) para o 1° ano e de 8805 bebés
(73,1%) para o 2° ano (figura 1). As taxas de seguimento variaram
entre os centros (quadro complementar online S2). As caracteristicas
na baseline dos participantes com dados de 2 anos foram semelhantes
aos dos que ndo tinham dados (quadro complementar online S3).

Prevaléncia de sibilos e potenciais fatores de risco

A prevaléncia de sibilos no segundo ano de vida em todos os centros
foi de 7,8%, variando de 1,7% em Lodz a 17,2% em Reiquiavique
(quadro 2 e figura 2). Também foram observadas grandes dife-
rengas na prevaléncia de sibilos recorrentes, variando de 0,3% em
Vilnius a 10% em Reiquiavique (quadro 2).
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Entre as criangas incluidas nesta analise, a prevaléncia de aler-
gia alimentar variou entre 0,1% em Atenas e 3% em Southampton.
A maioria dos casos de alergia alimentar foi mediada por IgE
(quadro 3). A duragdo média do aleitamento materno foi de 6,1
meses no total, variando entre 4,3 meses em Atenas e 8,5 meses em
Reiquiavique. A idade de introdugédo dos solidos foi semelhante
em toda a Europa, variando entre os 5,0 meses e 0s 5,7 meses. O
tabagismo materno (durante a gestagdo e pds-natal) também va-
riou consideravelmente entre os centros (quadro 3).

Associacao dos fatores de risco com sibilos no segundo ano
de vida

Alergia alimentar

21,5% das criangas com alergia alimentar apresentavam sibilos no
segundo ano de vida, em comparagdo com 7,6% das criangas sem
alergia alimentar. Embora a alergia alimentar tenha sido associada
a sibilancia no segundo ano de vida na andlise univariada (taxa de
incidéncia bruta (IRR) 2,84, IC 95% 1,92 a 4,20, P <0,001) (quadro
4a), essa associacdo ndo foi consistente entre os centros (quadro
complementar online S6) e nao foi significativa apds o ajuste para
potenciais fatores de confusdo (IRR ajustada 1,26, IC 95% 0,55 a
2,91, P 0,589) (quadro 4a).

Praticas de alimentacao

Na andlise univariada, em alguns centros o aleitamento materno,
o maior tempo de aleitamento materno e o aumento da sobre-
posi¢do de aleitamento materno / sélidos foram associados a
menor prevaléncia de sibilos (quadro complementar online S6).
No entanto, no modelo primario nenhum destes fatores foi estatis-
ticamente significativo (quadro 4a).

O aumento do tempo de sobreposicao de aleitamento materno / sélidos
mostrou um pequeno efeito protetor contra os sibilos (IRR ajustada 0,95,
IC 95% 0,90 a 1,00) no modelo um de sensibilidade (quadro 4a).

Exposicdo ao fumo

A andlise univariada sugeriu que qualquer tabagismo materno
aumenta o risco de sibilos no segundo ano de vida (IRR 1,29, IC
95% 1,11 a 1,50, P 0,001), enquanto o risco de sibilos diminui
quando os fumadores eram outros elementos do agregado familiar
(IRR 0,81, 95 % CI 0,66 a 0,98, P 0,033). No entanto, nenhum destes
fatores foi independentemente associado a sibilos no segundo ano
de vida (quadro 4a). Na andlise multivariada o tabagismo materno
no seguimento do 1° ano foi um fator de risco estatisticamente sig-
nificativo para o aparecimento de sibilos (IRR ajustada 1,62, IC
95% 1,09-2,42, P 0,017) (quadro 4a).

Outros potenciais fatores de risco

Os outros fatores associados a sibilancia no segundo ano de vida na
andlise univariada incluiram sexo masculino, maior peso a nascenga,
eczema, histéria familiar de doenca alérgica, frequéncia de creche e
infecdes frequentes do trato respiratorio (>trimestralmente).

Ter um céo e maior duragdo do parto foram associados a uma
menor prevaléncia de sibilos (quadro 4b). Na analise multivariada,
apenas as infeces do trato respiratdrio inferior (ITRI) frequentes
no segundo ano de vida (IRR ajustada 2,50, IC 95% 1,83 a 3,41,
P <0,001), ITRI frequentes no primeiro ano de vida (IRR ajustada
1,87, 95 % CI 1,33 a 2,64, P <0,001), frequéncia de creche (IRR
ajustada 1,63, IC 95% 1,08 a 2,45, P 0,020), tabagismo materno
no 1° ano de seguimento (IRR ajustada 1,62, IC 95% 1,09 a 2,42,
P 0,017) e sexo masculino (IRR ajustada 1,33, IC 95% 1,03 a 1,70,
P 0,027) foram fatores de risco estatisticamente significativos
para os sibilos (quadros 4a e 4b). O sexo masculino e as ITRI fre-
quentes também foram fatores de risco para sibilos recorrentes,
juntamente com a alergia materna e a asma paterna (quadro com-
plementar online S5).

Modelos alternativos

Quando o ‘centro de estudo’ foi removido do modelo primario
foram identificados como fatores de risco para sibilos, a alergia
paterna (IRR ajustada 1,36, IC 95% 1,01 a 1,83, P 0,004), infegoes
do trato respiratorio superior (ITRS) frequentes no primeiro ano

de vida (IRR ajustada 1,55, 95 IC% 1,09 a 2,19, P 0,014) e ITRS
frequentes no segundo ano de vida (IRR 1,62 ajustada, IC 95% 1,11-
2,36, P 0,012) (quadro complementar online S4).

A associagdo entre os fatores de risco identificados pelo modelo
primario e sibilos no segundo ano de vida variou entre os centros
(quadro 5). Em Southampton, por exemplo, apenas o sexo masculino
(IRR 1,66, IC 95% 1,00 a 2,76, P 0,050) e o tabagismo materno no
1° ano de seguimento (IRR ajustada 2,72, IC 95% 1,29-5,7, P 0,009)
foram fatores de risco estatisticamente significativos para os sibilos.

DISCUSSAO
Este estudo demonstrou que a prevaléncia de sibilos relatados pelos
pais nos primeiros 2 anos de vida variam consideravelmente em
toda a Europa, com um gradiente amplo do noroeste para o su-
deste. Os fatores de risco mais fortes para sibilos foram as infecoes
do trato respiratdrio inferior, a frequéncia de creche, o tabagismo
materno pos-natal e o sexo masculino. Muitos outros potenciais
fatores de risco / prote¢ao, incluindo alergia alimentar e aleita-
mento materno, foram avaliados.

Nenhum deles teve influéncia significativa na prevaléncia de
sibilos no segundo ano de vida.

Prevaléncia de sibilos

A prevaléncia de sibilos no segundo ano de vida em todos os centros
foi de 7,8%. Para a Holanda, a prevaléncia estimada de sibilos (11%)
foi menor do que no estudo Generation R. Neste a prevaléncia esti-
mada de sibilos em Roterdao aos 2 anos foi de 20%."* As nossas esti-
mativas para Southampton (13%), Berlim (12%) e Amsterdao (11%)
foram, no entanto, semelhantes a estimativa de 12% da Polui¢do e
Risco de asma: coorte de nascimentos de um estudo infantil (PARIS).®
O nosso estudo é o primeiro estudo de coorte multicéntrico para
avaliar a prevaléncia de sibilancia na primeira infancia em toda a
Europa. A prevaléncia de sibilos no segundo ano de vida foi quase
dez vezes maior em Reiquiavique e em Southampton do que em
Lodz e Vilnius. Em consonéncia com 0s nossos resultados, o estudo
ISAAC e ECRHS relataram uma elevada prevaléncia de sibilos na
Europa Ocidental com menores prevaléncias na Europa Oriental e
do Sul.*® Os paises representados no EuroPrevall, ISAAC e ECRHS
incluiram o Reino Unido, Alemanbha, Itdlia, Espanha e Grécia. Em
todos estes paises, nos trés estudos, a prevaléncia de sibilos / diag-
nostico de asma auto-relatados (ECHRS) foi mais elevada no Reino
Unido e menor na Grécia.” 2 Estes resultados sugerem que os fatores
comuns estao a impulsionar o aparecimento de sibilos na primeira
infancia e de asma na idade adulta.

Fatores de risco para sibilos na primeira infancia

A marcha alérgica descreve a progressdo do eczema na primeira
infancia para a asma e rinite alérgica mais tarde.”* O papel da
alergia alimentar neste aspeto nao é claro®, embora se saiba que
a alergia alimentar esteja associada 4 asma em idade escolar.”® Um
nimero substancial de criangas quem sibilos na infancia desen-
volve asma.” Portanto, supomos que a alergia alimentar é um fator
de risco para a sibildncia nos 2 primeiros anos de vida. Embora a
alergia alimentar tenha sido significativa na andlise univariada, nao
foi observada nenhuma associagao com sibilos quando foram con-
siderados potenciais fatores de confusdo. De acordo com o modelo
primario, este facto também era verdade para o eczema. Em con-
sondncia com os nossos resultados, o estudo Urban Environment
and Childhood Asthma néo relatou associagao entre a alergia ali-
mentar (diagnosticada de acordo com niveis de IgE 20,35 e historia
sugestiva de alergia alimentar) e sibilos nos primeiros 2 anos de
vida?*” e no Tuscon Children’s Respiratory Study, o eczema nao foi
um fator de risco para sibilancia precoce transitéria.? Uma expli-
cacgdo provavel para estes achados é que a sibilancia na primeira
infancia é predominantemente causada por infe¢des do trato res-
piratorio, e ndo por atopia. De fato, as ITRIs foram associadas a
sibilos em todos os modelos multivariaveis que testamos.

A frequéncia de creche aumenta a exposi¢ao a infe¢des do trato
respiratorio.”® Portanto, como esperado, a frequéncia de creche foi
associada a sibildncia no segundo ano de vida. As coortes de nasci-
mento PARIS e Prevention and Incidence of Asthma e Mite Allergy
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Investigacao respiratoria

12049 bebés recrutados para a
coorte EuroPrevall

_|8135 com dados disponiveis
sobre sibilos (67,5%)

8174 com dados disponiveis do
questionario do 12 ano (67,8%)

_| 8775 com dados disponiveis
sobre sibilos (72,8%)

8805 com dados disponiveis do
questiondrio do 22 ano (73,1%)

Figura 1 Participantes do EuroPrevall incluidos nesta anélise.

(PIAMA) também descobriram que a frequéncia de creche esta
associada ao aumento da sibilancia antes dos 4 anos de idade.®*
Diversos estudos, no entanto, relataram um efeito protetor da fre-
quéncia de creche na asma em idade escolar,”-*! refletindo o facto
de que os sibilos em idade pré-escolar e a asma sdo entidades dife-
rentes. Numa analise post hoc, investigamos se a relagao entre a
creche e a sibiléncia é influenciada pela idade de entrada na cre-
che ou pelo niimero de horas passadas na creche no primeiro ano
de vida. Na andlise univariada, a entrada na creche mais tarde foi
associada a um menor risco de sibilos (IRR 0,98 (aumento mensal),
P 0,26, IC 95% 0,97 a 1,00). No entanto, nem a idade de entrada
na creche nem o namero de horas passadas na creche no primeiro
ano de vida estiveram significativamente associadas a sibilancia no
segundo ano de vida, quando incluidas no modelo primario.

Das varidveis tabdgicas avaliadas, apenas o tabagismo materno
no seguimento do 1° ano foi independentemente associado com sibi-
los no segundo ano de vida. Estudos anteriores demonstraram que
o tabagismo materno durante a gravidez é um fator de risco inde-
pendente para sibilancia na infancia.' - Nesta anélise, o0 nimero
de cigarros fumados durante a gravidez e o momento da exposi¢ao
ao fumo néo foram considerados. Este aspeto pode explicar a dis-
crepancia entre os nossos achados e os de outros estudos. Outro
achado inesperado foi que os outros fumadores do agregado fami-
liar estavam associados a um menor risco de sibilos na andlise uni-
variada. No entanto, uma vez que foram considerados os potenciais
confundidores, houve uma tendéncia nao significativa para os outros
fumadores do agregado aumentarem o risco de sibilos.

Dado que foi observada heterogeneidade entre os centros tanto
nos fatores da baseline como entre os potenciais fatores de risco
para sibilos, o modelo primario e o modelo um de sensibilidade
foram ajustados para o centro do estudo. O fator “centro do estudo”
foi significativo, sugerindo que fatores ndo mensurados operam
nos centros individuais. Adicionalmente, quando foram investi-
gadas associa¢des significativas do modelo primdrio por centro,
a sua importancia variou. O confronto entre os centros e estas va-
riaveis pode explicar, em parte, as diferengas entre as estimativas do
modelo ndo ajustado e ajustado. As diferencas climaticas também
podem ser importantes. Por exemplo, o clima mais frio do norte
da Europa pode predispor a infe¢oes do trato respiratorio mais fre-
quentes e, portanto, a sibilos.

Pontos fortes e limitacoes

Uma limitacdo potencial de qualquer estudo longitudinal ¢é a
perda no seguimento. Conforme descrito no quadro complemen-
tar online S1, o seguimento variou entre os centros. O numero de
criangas de Mildo com dados do 1° ano foi especialmente baixo
porque as datas em que os questiondrios dos 12 meses da maioria
dos participantes foram preenchidos ndo estavam disponiveis. Este
facto impossibilitou determinar a idade destes bebés no momento
da recolha de dados.

No entanto, no geral, os dados dos “2 anos” estavam disponiveis
em mais de 70% dos participantes, e as caracteristicas na baseline
dos participantes com ou sem dados dos “2 anos” eram semelhantes.

Em quatro centros, foram recolhidos os dados anonimizados
relativos a historia familiar e a escolaridade de 2320 pais que recu-
saram participar. Os pais que concordaram participar no estudo
tinham maior nivel de escolaridade e maior probabilidade de ter

uuiavique

Todos os centros
(" 17% 8%

Southampton

3% ¥
-

i

Figura 2 Mapa apresentando os centros do estudo e a prevaléncia de
sibilos no segundo ano de vida por cada centro (adaptado de Keil et a/)."”

-

histérico de doengas alérgicas.’®?” Considerando que a doenga alér-
gica paterna e asma materna em alguns modelos estavam associ-
adas a sibilancia, a prevaléncia de sibilos entre os bebés da coorte
EuroPrevall pode ser maior do que na populagio geral.

Outra consideragdo importante é de que as estimativas de
prevaléncia de sibilos eram dependentes da compreensio dos pais
sobre o termo sibilos.”® Da mesma forma, algumas criangas com
erupgOes virais podem ter sido classificadas erradamente como
portadoras de eczema. Este aspeto é sugerido pelo facto de que a
prevaléncia de eczema em centros individuais foi amplamente con-
cordante com a prevaléncia de ITRS. Para minimizar o potencial de
mal-entendidos, os questionarios do estudo foram traduzidos do
inglés para os diferentes idiomas e verificados através de tradugao
reversa. Adicionalmente, os questiondrios foram baseados nos
questiondrios amplamente usados no ISAAC, que foram validados
em muitos idiomas para avaliar os sibilos e a asma em criangas em
idade escolar.** E possivel que exista viés devido a esquecimento,
dado que alguns questionarios foram completados 6 meses apds o
periodo para o qual estava determinada a recolha de dados.

Os principais pontos fortes deste estudo sdo o seu tamanho
(permitindo-nos ajustar para multiplos fatores de confusdo) e o
facto de que os diagnésticos de alergia alimentar foram confirma-
dos através de testes alimentares controlados com placebo, com
dupla ocultagao.

CONCLUSAO

Este estudo de coorte de nascimento fornece dados exclusivos sobre
a prevaléncia e os fatores de risco para a sibilancia na primeira
infancia em toda a Europa.

A alergia alimentar de inicio precoce e as praticas de alimen-
tagdo infantil ndo foram associadas a sibilos no segundo ano de
vida. De acordo com estudos anteriores, as infecoes do trato res-
piratério inferior, frequéncia de creche, tabagismo materno na
infancia e sexo masculino foram identificados como importantes
fatores de risco. A relagdo entre estes e os sibilos diferiu entre cen-
tros, sugerindo que podem estar presentes fatores de risco adicio-
nais especificos dos paises.

Sao necessarios mais estudos para identifica-los. Enquanto isto,
a prevencgdo das infe¢des do trato respiratdrio e a minimizagio a
exposi¢do pos-natal ao fumo podem ajudar a reduzir a carga de
sibilos na primeira infancia.

90 Selby A, et al. Thorax 2018;73:1049-1061. doi:10.1136/thoraxjnl-2016-209429
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Investigacao respiratoria

Quadro 5 Associacao dos fatores de risco significativos do modelo primario com os sibilos no segundo ano de vida por centro

Reiquiavique Southampton Amesterdao

n 829 494 569

Sexo masculino (vs feminino) 1,45 1,66 3,17
(1,02a2,08) (1,00a2,76) (1,672a6,01)
(0,040) (0,050) (<0,001)

Méae fumou no 1° ano de seguimento 1,08 2,72 1,46

(sim vs ndo) (0,64a1,83) (1,29a5,77) (0,75a2,86)
(0,776) (0,009) (0,267)

Creche em qualquer momento dos primeiros2 1,30 1,16 171

anos de vida (sim vs ndo) (0,41a4,09) (0,69a1,95) (0,67 a4,34)
(0,656) (0,570) (0,258)

ITRI no primeiro ano de vida (>trimestralmente 1,83 1,85 233

Vs <um) (1,28a2,65) (0,82a4,17) (0,56a9,63)
(0,001) (0,138) (0,243)

ITRI no segundo ano de vida (>trimestralmente 2,74 1,07 2,67

Vs <um) (1,92a3,92) (0,41a2,75) (0,65a11,15)
(<0,001) (0,896) (0,174)

Os valores representam: taxa de incidéncia ajustada (1C95%) (valor P)*.
Onde ndo se encontram valores, foi porque néo foi possivel realizar a estimativa de Poisson .

Berlim Lodz Vilnius Madrid Milao Atenas
1228 1084 1009 826

1,72 1,28 2,00 1,02 - -
(0,84a1,63) (0,45a3,65) (0,74a5,32) (0,46a2,25)

(0,346) (0,643) (0,167) (0,966)

1,27 2,38 0,79 1,66 - -
(0,84a21,94) (0,75a7,55) (0,11a5,99) (0,68a4,05)

(0,258) (0,141) (0,823) (0,261)

1,67 1,91 3,66 0,69 - -
(1,01a2,77) (0,65a5,61) (1,47a9,13) (0,31a1,53)

(0,047) (0,237) (0,005) (0,365)

1,30 2,48 24,9 2,42 - -
(0,63a2,66) (0,32a19,18) (2,98a207,18) (0,86 a6,80)

(0,478) (0,384) (0,003) (0,093)

1,29 10,23 - 11,83 - -
(0,69a2,39) (1,34a7833) (4,27a32,78)

(0,421) (0,025) (<0,001)

* Apenas as associacdes significativas do modelo primario (sexo, tabagismo materno no 1° ano de seguimento, frequéncia de creches e ITRIs no primeiro e segundo anos de vida) foram inseridas nos modelos multivariaveis

para centros individuais.
ITRI, infegdes do trato respiratorio inferior.
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