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RESUMO 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas em crianças e adolescentes, com 

sintomas como dispneia, sibilância, tosse e aperto no peito. Cerca de metade dos casos apresentam o 

fenótipo do broncoespasmo induzido por exercício (BIE), que ocorre durante atividades físicas 

vigorosas, mas cujos mecanismos ainda não estão totalmente elucidados. O objetivo do estudo foi 

analisar, por meio da Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H), o perfil de 

metabólitos no condensado do ar exalado (CAE) em adolescentes asmáticos antes e após a 

broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica (HVE). Trata-se de um estudo 

transversal, exploratório e comparativo. Foram recrutados 44 adolescentes com diagnóstico de asma, 

na faixa etária dos 10 aos 20 anos, para participarem do teste de broncoprovocação por HVE e, assim, 

classificados em dois grupos: asmáticos com BIE (BIE +) e asmáticos sem BIE (BIE -). A coleta do 

CAE foi realizada antes e após a HVE, através de um equipamento construído, o qual reivindicamos 

a patente junto à Diretoria de Inovação e Empreendedorismo da UFPE (Processo 

23076.073092/2023-39). As amostras do biofluído foram enviadas para análise metabonômica 

através da RMN 1H no Departamento de Química da UFPE. O projeto de pesquisa que resultou nesta 

tese foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (parecer: 2.796.049). Os perfis metabonômicos 

analisados no CAE antes do HVE foram capazes de discriminar a presença de BIE nos asmáticos 

com uma sensibilidade de 82,1% e especificidade de 83,3%. Houve separação discriminativa entre 

os metabólitos presentes no CAE antes e após a HVE no grupo com BIE (p<0,05). No grupo de 

asmáticos sem BIE não foram observadas alterações nos metabólitos do CAE após o teste de 

broncoprovocação (p=0,19). Além disso, houve uma maior intensidade do pico do sinal na RMN 1H 

no deslocamento químico 1,92 ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que apresentaram BIE 

em relação àqueles sem BIE. A análise do CAE foi capaz de discriminar BIE com bons valores de 

sensibilidade e especificidade. Os asmáticos com BIE apresentam alterações significativas nos 

metabólitos do CAE quando submetidos ao teste de broncoprovocação, em relação à análise basal. A 

identificação do metabólito acetato, com maior intensidade nos adolescentes com BIE, pode indicar 

uma potencial via metabólica associada à resposta asmática ao exercício.  

 

PALAVRAS-CHAVE: asma; broncoespasmo induzido por exercício; condensado do ar exalado; 

metabolômica. 
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ABSTRACT 

Asthma is a chronic inflammatory airway disease characterized by symptoms such as 

dyspnea, wheezing, cough and chest tightness. The disease is very comon among children and 

adolescents and approximately half of them exhibit the phenotype of exercise-induced 

bronchoconstriction (EIB), which occurs during vigorous physical activities, but whose mechanisms 

are not fully understood. The aim of this study was to analyze, using Hydrogen Nuclear Magnetic 

Resonance (1H NMR), the metabolite profile in the exhaled breath condensate (EBC) in asthmatic 

adolescents before and after bronchoprovocation by eucapnic voluntary hyperventilation (EVH) for 

EIB diagnosis. This was a cross-sectional, exploratory, and comparative study. Forty-four adolescents 

with a diagnosis of asthma, aged between 10 to 20 years, were recruited to participate and were 

classified into two groups: asthmatics with EIB (EIB +) and those without EIB (EIB -). EBC 

collection was performed before and after EVH using a custom-built device for which we claimed a 

patent from the Innovation and Entrepreneurship Directorate of UFPE (Process 23076.073092/2023-

39). Biofluid samples were sent for metabolomic analysis via 1H NMR at the UFPE Department of 

Chemistry. The research project that led to this thesis was approved by the Ethics Committee for 

Human Research at the Center for Health Sciences of the Federal University of Pernambuco (opinion: 

2,796,049). The metabolomic profiles analyzed in EBC before EVH were able to discriminate the 

presence of EIB in asthmatics with a sensitivity of 82.1% and specificity of 83.3%. There was a 

discriminative separation between the metabolites present in EBC before and after EVH in the EIB+ 

group (p<0.05). In the group of asthmatics without EIB, no changes in EBC metabolites were 

observed after the bronchoprovocation test (p=0.19). Furthermore, there was a higher peak intensity 

of the 1H NMR signal at a chemical shift of 1.92 ppm, related to acetate, in adolescents who had EIB 

compared to those without EIB. The analysis of EBC was able to discriminate EIB with good 

sensitivity and specificity values. Asthmatics with EIB had significant changes in EBC metabolites 

after the bronchoprovocation test compared to the baseline. The identification of the acetate 

metabolite, with higher intensity in adolescents with EIB, may indicate a potential metabolic pathway 

associated with the asthmatic response to exercise. 

 

KEYWORDS: asthma; exercise-induced bronchoconstriction; exhaled breath condensate; 

metabonomics. 
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 1  INTRODUÇÃO 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, caracterizada por 

hiperresponsividade brônquica, obstrução variável das vias aéreas e sintomas respiratórios 

recorrentes como dispneia, sibilância, tosse e aperto no peito. Sua patogênese envolve uma complexa 

interação entre fatores genéticos e ambientais, que desencadeiam uma resposta inflamatória mediada 

por células e mediadores solúveis. Essa resposta inflamatória resulta em broncoconstrição e 

hipersecreção de muco, podendo levar a remodelamento brônquico . (GINA, 2023; KURUVILLA, 

2019; PAVORD, 2018). 

Estudos epidemiológicos recentes revelaram que mais de 300 milhões de pessoas vivem com 

asma em todo o mundo, sendo que a prevalência da doença aumentou a partir da metade do século 

XX em muitos países em desenvolvimento (VON MUTIUS E SMITS H.H, 2020; VOS, 2017) 

Trata-se de uma afecção respiratória que pode variar em gravidade e frequência dos 

sintomas, desde formas leves e esporádicas até casos graves e persistentes. Assim, caracteriza-se por 

ser heterogênea, apresentando diversos fenótipos nos quais podemos distinguir grupos de pacientes 

com características clínicas e fisiológicas semelhantes. A medicina de precisão busca direcionar o 

tratamento de acordo com o fenótipo específico do paciente, possibilitando uma abordagem mais 

personalizada e eficaz. (SCHOETTLER N, 2020; PAVORD, 2018) 

Os fenótipos da asma são características observáveis resultantes da interação entre fatores 

genéticos e ambientais. Esses fenótipos descrevem mecanismos patofisiológicos distintos em nível 

celular e molecular, permitindo uma compreensão mais precisa da doença. Embora os pacientes 

possam apresentar sintomas clínicos semelhantes, suas respostas aos tratamentos podem variar 

significativamente. A classificação tradicional em asma atópica e não atópica tem sido 

complementada por abordagens mais abrangentes, considerando diversos fatores clínicos e 

inflamatórios para uma melhor compreensão e manejo da doença, por exemplo: asma infantil, asma 

de início tardio, asma grave, asma com alto nível de T2, asma com baixo nível de T2, asma 

relacionada à obesidade, asma associada ao tabagismo etc. (POPOVIĆ-GRLE, 2021; KURUVILLA, 

2019) 

Uma análise direcionada aos componentes da inflamação das vias aéreas pode contribuir 

para uma melhor compreensão dos fenótipos da asma, porém essa avaliação é desafiadora devido à 

dificuldade de realizar testes funcionais e coletar amostras biológicas invasivas, como o lavado 

broncoalveolar (BAL) e a biópsia brônquica. Além disso, os marcadores séricos podem não refletir 

adequadamente a inflamação local das vias aéreas. O condensado do ar exalado (CAE) tem sido 

discutido como uma ferramenta de obtenção relativamente fácil, não invasiva e acessível para a coleta 
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de uma ampla variedade de componentes do fluido de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS, 

2022; POŁOMSKA, 2021) 

Uma grande variedade de compostos orgânicos voláteis (COVs) que refletem mudanças 

metabólicas e processos fisiológicos e fisiopatológicos podem ser avaliados a partir de amostras do 

ar exalado. Fatores como idade, sexo, estado fisiológico, genética, dieta e estados patológicos 

influenciam a quantidade e diversidade de COVs exalados, tornando-os como "impressões digitais" 

únicas. Esses compostos são importantes indicadores de alterações metabólicas no organismo e têm 

potencial diagnóstico e de monitoramento da saúde (SHARMA, KUMAR e VARADWAJ, 2023) 

A análise dos COVs presentes na fase gasosa do ar exalado tem sido realizada por meio do 

chamado "nariz eletrônico", que é um sistema de sensores capaz de detectar e quantificar esses 

compostos. Um deles é o óxido nítrico exalado (FeNO), que tem recebido atenção especial na 

literatura científica. A medição do FeNO é considerada importante para avaliar a inflamação das vias 

aéreas inferiores e prever a resposta ao tratamento com corticosteroides inalados 

(KOREVAAR ,2023; PAVORD, 2023). Outro componente estudado é o condensado do ar exalado 

(CAE), que é o líquido obtido a partir da respiração oral e coletado através de um tubo resfriado. Esse 

condensado é composto principalmente por água, mas também contém uma pequena quantidade de 

componentes biológicos originados de células e do revestimento das vias aéreas que também variam 

com seu estado fisiológico ou patológico. (GHELLI, 2022; HORVÁTH, 2017). 

A origem e composição das partículas e gotículas exaladas durante a respiração, que 

contribuem para a formação do CAE, ainda são amplamente desconhecidas (HORVÁTH, 2017). 

Estudos utilizando contadores de partículas a laser têm verificado a presença dessas partículas 

aerosolizadas, o que pode explicar a presença de componentes não voláteis, como citocinas e íons de 

sódio, no CAE. Acredita-se que pequenas quantidades de fluido surfactante sejam liberadas da 

superfície das vias aéreas durante a expiração, devido ao fluxo turbulento do ar ou à abertura de 

seções colapsadas das vias aéreas. A presença de surfactantes e proteínas surfactantes no CAE indica 

que os alvéolos podem ser uma fonte dessas partículas, mas ainda não está claro se elas são 

aerosolizadas diretamente dos alvéolos durante a expiração ou após sua migração para as vias aéreas . 

(DAVIS e MONTPETIT,2018) 

A obtenção segura e fácil do CAE tem despertado grande atenção. Isso se deve ao 

desenvolvimento de técnicas sensíveis que permitem avaliar mínimas quantidades de biomarcadores 

provenientes do sistema respiratório, como citocinas, quimiocinas, metabólitos, leucotrienos, 

prostaglandinas, lipoxinas, microRNAs e L-arginina, entre outras moléculas. (KIERBIEDŹ-GUZIK 

e SOZAŃSKA, 2023; LIKOŃSKA, 2023; POŁOMSKA e SOZAŃSKA, 2022; TAHAN,2016; 

STELMACH, 2016; BARRETO, ZAMBARDI, VILLA, 2015; NOBAKHT, 2015; THOMAS, 2013).  

A análise dessas substâncias pode desempenhar um papel crucial na compreensão dos mecanismos 
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que envolvem os diferentes fenótipos da asma, como o broncoespasmo induzido por exercício (BIE), 

presente em cerca de 50% das crianças (DE AGUIAR, 2018; SILVA FILHO, 2015; CORREIA 

JUNIOR, 2012) 

O BIE é definido como um estreitamento transitório das vias aéreas inferiores associado ao 

exercício. Os sintomas incluem sibilância, tosse, aperto no peito, dor no peito, falta de ar (dispneia) 

e produção excessiva de muco, que estão relacionados ao exercício vigoroso. No entanto, esses 

sintomas não são sensíveis nem específicos para identificar indivíduos com BIE, e o diagnóstico deve 

ser baseado em alterações na função pulmonar após broncoprovocação por exercício ou técnicas 

alternativas como a hiperventilação voluntária eucápnica (HVE). Uma redução no volume expiratório 

forçado no primeiro segundo (VEF1) igual ou superior a 10% em relação ao valor basal após a 

broncoprovocação caracteriza a presença do BIE. (KLAIN, 2021; DE AGUIAR, 2018; SILVA 

FILHO, 2015; PARSONS, 2013; CORREIA JUNIOR, 2012) 

Seu mecanismo envolve uma série de eventos fisiológicos. Durante o exercício físico, ocorre 

um aumento da ventilação pulmonar e, consequentemente, do fluxo de ar nas vias aéreas, levando a 

uma maior perda de água por evaporação na superfície das vias respiratórias. Isso resulta em aumento 

da osmolaridade do fluido periciliar da mucosa, liberação de mediadores como leucotrienos, 

histamina e prostaglandinas que causam contração dos músculos lisos dos brônquios, maior produção 

de muco, aumento da permeabilidade microvascular e ativação dos nervos sensoriais, resultando em 

broncoconstrição e edema das vias aéreas. Além disso, fatores neurológicos também desempenham 

um papel na fisiopatologia do BIE, como a ativação direta de nervos sensoriais pelos estímulos 

osmóticos e a influência das prostaglandinas na sua ativação. (KLAIN, 2021; ANDERSON, 

DAVISKAS, 2000; PARSONS, 2013).  

Apesar de haver conhecimento sobre o mecanismo do BIE, ainda existem diversas questões 

que necessitam de uma compreensão mais aprofundada. Por exemplo, por que o BIE não afeta todos 

os indivíduos com asma e quais são os fatores que os diferenciam? Além disso, o que causa a 

variabilidade temporal na resposta brônquica ao exercício no mesmo indivíduo? Também é 

importante investigar se existem mecanismos de proteção contra a resposta osmótica em pacientes 

sem BIE. Outra questão relevante é compreender o motivo pelo qual o tratamento com 

corticosteroides inalados pode atenuar ou abolir o BIE em alguns asmáticos, mas não em outros. 

Essas são apenas algumas das questões relacionadas à fisiopatologia de interesse clínico bastante 

prático que precisam ser exploradas (RIZZO,2021; KLAIN, 2021; BHATIA, ABU-HASAN e 

WEINBERGER, 2019; DE AGUIAR, 2018; PARSONS,2013; ANDERSON, 2010; SUBBARAO, 

2006; PEDERSEN, 1995).  

Dada a importância da investigação dos mecanismos do BIE e em busca das respostas a 

esses questionamentos, desenvolvemos um equipamento de coleta do CAE, para o qual reivindicamos 
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a patente e descrevemos com detalhes na seção de material e métodos. Desta forma, foi possível 

investigar os as alterações de componentes metabólicos das amostras em crianças e adolescentes com 

asma com e sem diagnóstico do BIE após broncoprovocação por HVE. O estudo dessas substâncias 

foi realizado através da análise metabonômica, no Departamento de Química Fundamental da UFPE, 

utilizando a técnica de espectroscopia por ressonância magnética nuclear de Hidrogênio (RMN 1H).  

A metabonômica é uma abordagem analítica de alto rendimento que busca a compreensão 

abrangente do perfil metabólico em material biológico obtido de um organismo em seu estado natural 

ou em resposta a estímulos fisiológicos ou patológicos. Envolve a identificação e quantificação de 

pequenas moléculas (metabólitos) presentes em fluidos biológicos, como o CAE, utilizando técnicas 

analíticas avançadas, como espectrometria de massa e ressonância magnética nuclear. Em pacientes 

asmáticos, essa abordagem tem fornecido informações valiosas sobre a função metabólica e 

modificações bioquímicas nesse material (KISS, 2023; FERRARO, 2020; STERK, 2019) 

Carraro et al. (2013) utilizaram a análise da metabolômica do condensado do ar exalado para 

distinguir diferentes fenótipos da asma em crianças. Foram analisadas 42 crianças asmáticas, 

divididas em grupos de asma não grave e asma grave, além de um grupo de controle saudável. A 

análise dos metabólitos presentes no condensado permitiu uma distinção clara entre os grupos, 

incluindo a identificação precisa do fenótipo de asma grave. Compostos como ácido retinóico, 

adenosina e vitamina D foram importantes nessa distinção. 

Utilizando a espectroscopia de ressonância magnética nuclear para analisar amostras de 

CAE em pacientes com asma e voluntários sem afecções respiratórias, Ibrahim et al. (2013) 

desenvolveram um modelo de classificação que permitiu distinguir os indivíduos asmáticos dos 

controles saudáveis, com uma precisão de 84%. O modelo foi validado externamente, com uma 

precisão de 91%. Além disso, foram explorados modelos para identificar subgrupos de asmáticos 

com base na eosinofilia e neutrofilia no escarro, controle da asma e uso de corticosteroides inalados. 

O estudo de Schleich  (2019) identificou compostos orgânicos voláteis exalados (COVs) 

como biomarcadores para distinguir os diferentes perfis inflamatórios da asma. Eles utilizaram 

técnicas avançadas de cromatografia e espectrometria de massa em mais de 500 pacientes, 

estabelecendo o maior estudo do tipo. Os COVs foram capazes de discriminar eosinofilia e/ou 

neutrofilia no escarro, fornecendo evidências sólidas para o desenvolvimento de perfis de 

biomarcadores exalados na asma. Esse estudo é um avanço importante no campo da fenotipagem 

inflamatória da asma. 

Há quase uma década, nosso grupo tem estudado o BIE. Analisamos a hiperventilação 

voluntária eucápnica (HVE) como uma técnica alternativa ao exercício físico, a variabilidade da 

resposta ao BIE e sua comparação com a corrida em esteira em indivíduos riníticos sem asma. 

(RIZZO, 2022; RIZZO, 2021; RODRIGUES FILHO, 2018; DANTAS, 2015; SILVA FILHO, 2015). 
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A experiência adquirida com os métodos de broncoprovocação despertou nosso interesse em 

compreender melhor a fisiopatologia do BIE. Portanto, o objetivo desta pesquisa é analisar o perfil 

de metabólitos encontrados no condensado do ar exalado obtido antes e após o teste de 

broncoprovocação por HVE de adolescentes asmáticos com e sem resposta compatível com o 

diagnóstico de BIE. 

JUSTIFICATIVA DA PROPOSTA 

 

Considerando a fisiopatologia do BIE e a discordância em seu diagnóstico, uma vez que 

indivíduos com a mesma doença (asma) podem ou não apresentar o fenômeno, e, no mesmo 

indivíduo, apresentar também variabilidade temporal,  surgiu o interesse em tentar aprofundar os 

conhecimentos sobre sua fisiopatologia. Inicialmente, realizamos uma busca nas bases de dados 

Periódicos Capes, Pubmed/Medline e Bireme, utilizando os operadores booleanos (AND, OR, NOT) 

e os termos asthma, biomarkers, phenotype, endotype, metabolomics, exhaled breath condensate, 

nuclear magnetic resonance, exercise induced bronchospasm.  

No entanto, não encontramos estudos que relacionassem as respostas metabólicas em 

adolescentes asmáticos com BIE. A maioria dos estudos analisou respostas a estímulos ou uso de 

medicamentos em asmáticos comparados a indivíduos normais, não abordando especificamente a 

análise dos metabólitos presentes no CAE em asmáticos com fenótipo de BIE. 

Diante dessa lacuna, surge a curiosidade de investigar se há diferenças no perfil 

metabonômico de indivíduos asmáticos com e sem BIE, coletando e analisando o biofluido do CAE 

antes e após o teste de broncoprovocação por HVE.  

O estudo da metabonômica no CAE em asmáticos antes e após a broncoprovocação por HVE 

pode contribuir para uma melhor compreensão da fisiopatologia desse fenômeno, da variabilidade de 

resposta entre os asmáticos e até mesmo dentro do mesmo indivíduo em diferentes dias, além de 

ajudar a identificar opções terapêuticas preventivas específicas (medicina de precisão). 

 

PERGUNTA CONDUTORA 

Existem diferenças no perfil de metabólitos encontrados no condensado do ar 

exalado obtido antes e após o teste de broncoprovocação por HVE de adolescentes asmáticos com e 

sem BIE ? 
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OBJETIVO GERAL 

Analisar através da RMN 1H o perfil de metabólitos no condensado do ar exalado em 

adolescentes asmáticos antes e após a broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

- Comparar o perfil metabonômico do CAE em adolescentes asmáticos com e sem BIE antes 

do teste de HVE 

- Avaliar o poder discriminante dos metabótitos do CAE para detectar BIE antes da HVE. 

-  Avaliar a discriminação dos metabólitos antes e após teste de HVE nos grupo de 

adolescentes asmáticos sem BIE. 

- Avaliar a discriminação dos metabólitos antes e após teste de HVE nos grupo de 

adolescentes asmáticos com BIE. 

- Investigar a presença de compostos químicos relacionados com as vias metabólicas 

envolvidas no processo fisiopatológico para o desencadeamento do BIE. 
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ESTRUTURA DA TESE 

 

A tese compreende os seguintes capítulos: revisão narrativa da literatura, material e métodos, 

resultados, discussão e considerações finais. No capítulo de revisão da literatura, realizou-se uma 

revisão narrativa abrangente sobre a asma, abordando sua fisiopatologia, fenótipos e endótipos. 

Também foi abordado o broncoespasmo induzido por exercício e sua fisiopatologia em indivíduos 

asmáticos, além dos conceitos do metaboloma e sua relação com as ciências "ômicas". No contexto, 

foi destacada a diferenciação entre estudo metabonômico e metabolômico, bem como a investigação 

do metaboloma na asma. Para o desenvolvimento desse capítulo, foram utilizadas as bases de dados 

Periódicos Capes, Pubmed/Medline e Bireme, com os seguintes termos MeSH, isolados ou em 

associação: asthma, biomarkers, phenotype, endotype, metabolimics, exhaled breath condensate, 

nuclear magnetic resonance e exercise induced bronchospasm. Selecionaram-se os artigos cujos 

resumos estivessem alinhados com o objetivo do estudo. 

O capítulo de material e métodos foi organizado de forma a listar todas as etapas realizadas 

na pesquisa, seguindo a ordem cronológica do estudo. Neste capítulo, são apresentados: o desenho 

do estudo, os locais onde foram realizadas as coletas e análises dos dados, o recrutamento dos 

participantes, os critérios de inclusão e exclusão, os procedimentos realizados, a construção do 

equipamento para coleta do condensado do ar exalado (com a reivindicação para o patenteamento 

obtido junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial), os procedimentos operacionais, o 

processamento e análise dos dados, bem como os aspectos éticos considerados. 

No capítulo seguinte, são apresentados os resultados, onde são fornecidos dados 

relacionados à caracterização da amostra, bem como os resultados metabonômicos antes e após o 

teste de broncoprovocação, apresentados por meio de tabelas e figuras. Após essa seção, encontra-se 

a discussão, na qual os resultados são comparados com a literatura existente. Por fim, nas 

considerações finais, são apresentadas as conclusões do estudo e possíveis propostas para futuras 

pesquisas. 
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   2    REFERENCIAL TEÓRICO 
 

 

 Definição da asma como doença respiratória crônica 
 

 

A asma é uma doença heterogênea, geralmente caracterizada por inflamação crônica das vias 

respiratórias. Ela é definida pela presença de sintomas respiratórios, como chiado, falta de ar, aperto 

no peito e tosse, que variam ao longo do tempo e em intensidade, juntamente com limitação variável 

do fluxo de ar expiratório (GINA, 2023).  Afetando mais de um quarto de bilhão de pessoas em todo 

o mundo, estima-se que ultrapassará 400 milhões de indivíduos até o ano de 2025. Aproximadamente 

14% das crianças têm o diagnóstico de asma, considerando-se a condição crônica mais comum na 

infância. (LEVY, 2023; XEPAPADAKI,  2022; ZAR, 2014).  

No Brasil, estima-se que a prevalência média de asma ativa seja de 18,5% em adolescentes 

(Solé, 2015). Sendo a quarta causa de internações no país, com custo anual médio de R$ 2.200,00 

reais por paciente acompanhado no Sistema Único de Saúde (SUS). No sistema de saúde suplementar, 

estima-se um custo de quase R$ 300,00 por atendimento no setor de emergência e R$ 75.000,00 por 

internação na unidade de terapia intensiva (UTI). Esses custos poderiam ser reduzidos oferecendo 

tratamento personalizado de acordo com o fenótipo do paciente, considerando os processos 

fisiopatológicos distintos por especialistas experientes. (NASCIMENTO, 2023; CARDOSO, 2017). 

O processo fisiopatológico da asma envolve uma combinação de fatores desencadeantes da  

liberação de mediadores inflamatórios nas vias aéreas e da hiperresponsividade brônquica, incluindo 

alérgenos, infecções, obesidade, hormônios, fumaça de tabaco, exercício, ar frio e seco, mutações 

genéticas e eosinofilia sistêmica (GANS e GAVRILOVA, 2020; ROWE, 2020; PATEL e TEACH, 

2019; WIESENTHAL, 2016; BUSSE, LEMANSKE e GERN, 2010) 

Nesse processo, ocorre a ativação dos sistemas imunológicos inato e adaptativo para 

estimular a inflamação crônica nas vias aéreas. Essa resposta imunológica desregulada resulta em 

diversos eventos, como edema das vias aéreas, hipersecreção de muco, obstrução do muco e 

remodelação brônquica. Essas alterações estruturais são impulsionadas por processos como fibrose 

subepitelial, espessamento da membrana sub-basal, aumento da massa muscular lisa das vias aéreas, 

angiogênese e hiperplasia das glândulas mucosas. (GANS e GAVRILOVA, 2020; PATEL e TEACH, 

2019) 

A fisiopatologia de como alguns fatores conhecidos induzem mudanças estruturais 

permanentes nos diferentes endótipos da asma ocorre por meio de uma combinação das respostas das 

células T auxiliares (Th) 1, 2 e 17, juntamente com uma predisposição genética subjacente. A resposta 

Th1 é tipicamente ativada em infecções, especialmente por vírus. Os vírus aumentam a produção de 
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interferon-γ e interleucina (IL) 27, que ajudam a eliminar o patógeno, mas também estão envolvidos 

na inflamação das vias aéreas. A resposta Th2 é desencadeada quando células dendríticas nas vias 

aéreas apresentam alérgenos inalados às células T inativas, ativando a produção de células Th2. Essas 

células Th2 liberam citocinas Th2, como interleucinas (IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que estimulam as 

células B a liberar imunoglobulina E (IgE). A IgE, por sua vez, desencadeia a degranulação dos 

mastócitos e a liberação de mediadores, causando broncoconstrição (GANS e GAVRILOVA, 2019). 

Citocinas como IL-25, IL-33 e linfopoietina estromal tímica (TSLP) perpetuam esses mecanismos 

(Figura 01). 

 

Figura 01 - Mecanismo fisiopatológico da asma envolvendo as vias Th1 (verde), Th2 (laranja) e 

Th17 (azul), com indicação de possíveis biomarcadores (cinza).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GANS e GAVRILOVA, 2019. 

 

Um dos principais aspectos da asma é a limitação do fluxo de ar nas vias aéreas, 

especialmente durante os episódios de exacerbação dos sintomas. Testes de função pulmonar, como 

a espirometria, podem ser utilizados para identificar essa limitação. O diagnóstico da asma em 

crianças é baseado principalmente em critérios clínicos; no entanto, a avaliação dos processos 

fisiológicos e patológicos por meio de biomarcadores auxilia no diagnóstico e no monitoramento da 

asma, leva a melhores resultados de tratamento e redução da morbidade.  

A heterogeneidade da asma vai além dos fenótipos clínicos e, nas últimas duas décadas, 

pesquisas translacionais identificaram fatores genéticos, imunológicos e ambientais que contribuem 
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para o risco e a patogênese da asma. A identificação de vias imunológicas específicas relacionadas a 

determinados fenótipos clínicos possibilitou terapias direcionadas para um subconjunto de pacientes 

com asma e continua sendo uma área de pesquisa ativa. O curso clínico da asma em indivíduos 

diagnosticados é altamente variável. A remissão é comum e as taxas de remissão são mais altas em 

crianças do que em adultos (SCHOETTLER e STREK, 2020; HOLM, 2007). 

 

Importância da identificação e compreensão dos diferentes fenótipos da asma 

 

A asma é caracterizada por uma variedade de fenótipos, que são características observáveis 

da doença resultantes da interação entre genes e ambiente. A descrição dos fenótipos da asma remonta 

ao século XX, quando Rackeman propôs a distinção entre asma extrínseca e intrínseca, destacando o 

papel dos alérgenos como desencadeadores da doença (POPOVIĆ-GRLE, 2021; RACKEMAN, 

1947). 

Atualmente, o estudo dos fenótipos da asma continua sendo um tema cientificamente 

relevante, com milhares de artigos publicados sobre o assunto. Compreender os diferentes fenótipos 

da asma é essencial para uma abordagem mais precisa no tratamento dos pacientes e para uma melhor 

compreensão da diversidade da doença (CHUNG et al, 2022). Os pacientes podem apresentar 

respostas variadas aos tratamentos, características fisiopatológicas distintas e diferentes mecanismos 

patogênicos, resultando em múltiplos fenótipos da asma. Esses fenótipos agrupam pacientes com 

características clínicas ou biológicas semelhantes (POPOVIĆ-GRLE, 2021; HAMILTON e 

LEHMAN, 2019). 

A asma de início precoce é frequentemente associada a fenótipos alérgicos e tem sido 

amplamente estudada. No entanto, a prevalência da asma em adultos está aumentando devido ao 

envelhecimento da população. Nesses casos, os fenótipos da asma podem ser divididos em dois 

principais tipos, levando em consideração a presença de inflamação eosinofílica ou sensibilização 

alérgica. (CHUNG, 2022; CHOWDHURY, 2021) Além disso, é importante considerar outros 

fenótipos da asma, como a asma induzida por exercício, a asma associada à obesidade ou ao 

tabagismo, ao avaliar um paciente. A asma grave, que afeta de 5% a 10% de todos os pacientes com 

asma, representa um desafio clínico significativo. (REYES-ANGEL, 2022; THOMSON, POLOSA e 

SIN, 2022; KLAIN, 2022) 

Identificar e diferenciar os fenótipos da asma é fundamental para um manejo adequado da 

doença. Existem parâmetros que auxiliam nessa distinção, permitindo um tratamento mais 

direcionado e personalizado aos pacientes com asma. Os diversos fenótipos da asma podem ser 
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agrupados de acordo a etiologia, as características clínicas, doença de base, função pulmonar, 

composição celular da inflamação nas vias aéreas, controle e resposta ao tratamento, perfil de 

citocinas e com a etiologia (Figura 02). (POPOVIĆ-GRLE, 2021) 

 

 

Figura 02 - Fenótipos da asma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: POPOVIÉ-GRLE, 2021. 

 

A questão dos fenótipos da asma é de extrema importância, pois um tratamento 

personalizado e adaptado aos mecanismos fenotípicos subjacentes oferece resultados muito mais 

eficazes para os pacientes asmáticos. No entanto, apenas observar características externas não é 

suficiente, uma vez que existem sintomas sobrepostos na doença. Por isso, é crucial compreender o 

mecanismo fisiopatológico comum na asma. Diante disso, surgiu um novo termo - endótipos da asma 

- que são definidos por mecanismos patobiológicos específicos em níveis moleculares e celulares. 

(BREITENEDER, 2020) 

Enquanto os fenótipos são geralmente explicados e classificados com base em características 

observáveis, os endótipos são definidos por meio de biomarcadores, que são características especiais 

da doença que podem ser mensuradas e fornecem fatores quantificáveis para distinguir entre 

processos fisiológicos e patológicos (Kuruvilla, 2019). Esses biomarcadores também são utilizados 

como base para selecionar a terapia mais adequada e monitorar a resposta terapêutica. Os mecanismos 
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que levam ao desenvolvimento da doença são complexos, e ainda enfrentamos desafios para 

identificar biomarcadores adequados que permitam uma estratificação precisa dos pacientes, 

especialmente com a introdução de terapias biológicas no tratamento da asma. (POPOVIĆ-GRLE, 

2021) 

De forma geral, biomarcador é um indicador mensurável da presença e gravidade de doenças 

ou da resposta ao tratamento, com pontos de corte claros. No que diz respeito à previsão, diagnóstico 

ou monitoramento de doenças, os biomarcadores estão ganhando importância na prática clínica, pois 

fornecem uma forma objetiva e mensurável de caracterizar uma doença. No entanto, é desafiador 

identificar biomarcadores convincentes, uma vez que as redes genéticas e regulatórias podem variar 

significativamente entre os pacientes. Os biomarcadores representam indicadores mensuráveis que 

conectam uma via subjacente a um fenótipo ou endótipo de uma doença. (BREITENEDER, 2020; 

KAUR e CHUPP, 2019) 

É importante ressaltar que os biomarcadores para a asma são menos precisos e ainda não são 

totalmente compreendidos. No entanto, a maioria dos autores concorda que a asma pode ser dividida 

em dois grupos principais: asma com perfil Th2 alto e asma com perfil Th2 baixo (ou não Th2). Essa 

classificação é amplamente utilizada, pois auxilia na seleção do tratamento mais adequado, uma vez 

que as terapias direcionadas à asma grave estão focadas principalmente na via molecular Th2 alta. 

(POPOVIĆ-GRLE, 2021) 

Por outro lado, a identificação da etiologia da asma torna-se fator muito importante para o 

manejo clínico, direcionando tanto o tratamento preventivo como o controle da evolução da doença. 

(POPOVIĆ-GRLE et al, 2021, BREITENEDER et al, 2020; KAUR e CHUPP, 2019). Nesse contexto 

destacam-se as seguintes categorias:  

- Asma alérgica 

- Asma não alérgica  

- Asma ocupacional  

- Asma induzida pelo exercício 

  

O termo broncoespasmo induzido por exercício (BIE) tem sido preferível a asma induzida 

pelo exercício (AIE), visto que muitos pacientes com asma apresentam BIE mas nem todos pacientes 

com BIE são asmáticos. (OFIAELI, 2023)  
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Características do fenótipo com broncoespasmo induzido por exercício (BIE) 

  

Na década de 1960, foi observado que o volume expiratório forçado em 1 segundo (VEF1) 

em alguns pacientes com asma reduzia abaixo do nível de repouso durante ou após o exercício 

vigoroso e voltava ao normal cerca de 10-15 minutos após a atividade física, essa condição ficou 

conhecida inicialmente como asma induzida por exercício (AIE), hoje chamada de broncoespasmo 

induzido por exercício (BIE) uma vez que a doença asma não é induzida pelo exercício. (GEROW  e 

BRUNER, 2022) 

A prevalência de BIE na população em geral é de aproximadamente 5-20%. No entanto, 

devido a poucos estudos epidemiológicos que diferenciam pessoas com asma da população em geral, 

a verdadeira prevalência de BIE na população geral não asmática é pouco compreendida (Aggarwal, 

Mulgirigama e Berend, 2018). Atletas de alto desempenho têm uma prevalência maior de BIE em 

relação à população em geral devido à inalação prolongada de ar frio, seco e poluentes atmosféricos. 

Estudos relataram uma prevalência de BIE entre atletas de elite ou de nível olímpico de 30-70%, mas 

os relatos são variáveis dependendo do ambiente esportivo, do tipo de esporte e da intensidade 

máxima alcançada (Hostrup, 2023). Em crianças, a prevalência de BIE também é maior do que na 

população em geral, variando de 3 a 35%. A prevalência de BIE em crianças varia em diferentes 

regiões do mundo e é influenciada por fatores étnicos, ambientais e socioeconômicos. Aquelas vivem 

em ambientes urbanos têm maior probabilidade de experimentar BIE em comparação com as que 

vivem em áreas rurais, devido a fatores como histórico familiar de sintomas de asma, exposição a 

poluentes veiculares e condições de vida. (AGGARWAL, MULGIRIGAMA  e BEREND, 2018). 

A maioria dos pacientes com asma provavelmente experimentará aumento transitório nos 

sintomas após desafio adequado de exercício, sendo o principal fator associado. Estima-se que o BIE 

ocorra entre 40 a 90% dos pacientes asmáticos, com maior probabilidade naqueles com asma mal 

controlada ou grave. Cerca de 50% das crianças com asma apresentam sintomas de BIE, trata-se de 

uma condição conhecida por limitar a participação das crianças em atividades vigorosas (Correia 

Junior et al, 2017). Outros fatores de risco que contribuem para a prevalência do BIE incluem rinite 

alérgica, histórico pessoal de alergias, histórico de asma em parentes próximos ou histórico de 

sibilância (AGGARWAL, MULGIRIGAMA  e BEREND, 2018). 

O BIE está associado ao desgaste físico e emocional. Pesquisa com mais de 30.000 crianças 

de 6 a 14 anos no Japão revelou que crianças que relatavam sintomas de BIE, com ou sem asma, 

tinham pontuações significativamente mais baixas de qualidade de vida (Kojima, 2009). Atletas 

adolescentes nos Estados Unidos que relataram dispneia durante o exercício apresentaram pontuações 
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significativamente mais baixas de QV relacionada à saúde, incluindo sub pontuações de desempenho 

físico, bem-estar geral e estado emocional, em comparação com aqueles sem dispneia associada ao 

exercício (Johansson et al, 2016). Estudos também demonstraram impacto negativo na participação 

esportiva e no desempenho em pacientes com asma (PRICE, 2014).  

 

Fisiopatologia do BIE 

 

 A fisiopatologia do broncoespasmo induzido por exercício (BIE) ainda não foi completamente 

esclarecida, mas a teoria osmótica é amplamente aceita como o mecanismo subjacente. Durante o 

exercício, a ventilação minuto aumenta, o que promove a desidratação das vias aéreas devido à 

evaporação, criando um ambiente hiperosmolar e uma redução no volume celular. Dessa forma, 

ocorre aumento da concentração de íons (como Na+, Cl-, Ca2+) e, consequentemente, a 

desgranulação dos mastócitos, células responsáveis pela liberação de mediadores inflamatórios, como 

leucotrienos, histamina, triptase e prostaglandinas. Esses mediadores favorecem a contração da 

musculatura lisa das vias aéreas, o aumento da produção de muco e da permeabilidade dos vasos 

sanguíneos. Também ocorre a ativação dos eosinófilos, resultando na liberação adicional de 

leucotrienos, agravando a broncoconstrição. (Kippelen, Anderson e Hallstrand, 2018; Aggarwal, 

Mulgirigama  e Berend, 2018). 

Na figura 03 observamos as células envolvidas no broncoespasmo induzido por exercício. 

Os pacientes asmáticos apresentam níveis mais baixos da prostaglandina E2, que possui ação 

broncodilatadora. Os nervos sensoriais são estimulados por mediadores broncoconstritores, como 

o CysLT liberados por mastócitos e eosinófilos e a prostaglandina D2 liberada pelos mastócitos, 

provocando o estreitamento das vias aéreas. Relacionado ao aumento dos leucotrienos, há um 

aumento da produção de mucina (MUC5A), liberada pelas células caliciformes, e de neuroquinina 

A. (Kippelen, Anderson e Hallstrand, 2018). 
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Figura 03 - Músculo liso brônquico estimulado diretamente por vários mediadores  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: KIPPELEN, ANDERSON e HALLSTRAND, 2018. 

 

No estudo de Lai et al (2014), foi observado um aumento seletivo da expressão de triptase e 

carboxipeptidase A3 nas células epiteliais das vias aéreas em pacientes com asma e BIE, indicando a 

infiltração de mastócitos no epitélio como determinante crítico para desencadear broncoconstrição. 

Além disso, foi constatado que as citocinas derivadas do epitélio, como a linfopoietina estromal 

tímica (TSLP) e a IL-33, desempenham papel importante na regulação do fenótipo e função dos 

mastócitos no BIE. Foram observados níveis elevados de CisLT obtidos no escarro em 30 minutos, 

1 hora e 6 horas após o exercício em pacientes asmáticos com o BIE (HALLSTRAND, 2005; 

PARSONS, 2013).   

Os leucotrinenos, assim como as prostaglandina e os tromboxanos, formam os eicosanoides. 

São produzidos, principalmente, a partir da via das lipoxigenases, a fosfolipase A2 citosólica é uma 

enzima que atua na liberação do ácido araquidônico (AA) das membranas celulares em resposta a 

estímulos hormonais e aumentos nos níveis de cálcio intracelular. Uma vez no citosol, o AA serve 

como substrato para as lipoxigenases, que catalisam a incorporação de moléculas de oxigênio ao AA 

(figura 04). Como resultado da ação dessas enzimas, são produzidos leucotrienos, como os 

leucotrienos A4 (LTA4). O LTA4, quando liberado da célula, pode ser utilizado na produção de 

leucotrienos B4 (LTB4) ou leucotrienos C4 (LTC4) e leucotrienos D4 (LTD4). 
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Figura 04 - Modelo da síntese dos cisteinil-leucotrienos. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: KANAOKA e BOYCE, 2014. 

 

O LTC4 e seus derivados LTD4 e LTE4 constituem são coletivamente conhecidos por 

cisteinil-leucotrienos (cys-LTs), por apresentarem em suas fórmulas o aminoácido cisteína. Os cys-

LTs atuam nos receptores cys-LT das células alvo como por exemplo o músculo liso brônquico, 

determinando contração. No homem, o principal receptor é o tipo cys-LT1, que é fortemente ativado 

pelo LTC4 e LTD4 e menos intensamente pelo LTE4. Os leucotrienos LTC4 e LTD4 atuam como 

potentes broncoconstritores agindo em receptores na musculatura lisa das vias aéreas, sendo de 1.000 

a 10.000 vezes mais potentes que a histamina. 

Um resumo dos eventos promotores do BIE são apresentados na figura 05. 
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Figura 05. Eventos promotores do broncoespasmo induzido por exercício (BIE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: KIPPELEN, ANDERSON e HALLASTRAND, 2018. 

 

É importante ressaltar que as alterações na temperatura das vias aéreas durante o exercício, 

ou outros fatores térmicos, apresentam efeito mínimo na broncoconstrição que ocorre após a atividade 

física. Evans et al (2005) investigaram a função pulmonar em indivíduos com BIE através da 

realização de testes de broncoprovocação em diferentes temperaturas do ar. Vinte e dois participantes 

foram submetidos a três testes de 6 minutos, de forma aleatória: HVE em temperatura fria (-1°C), 

exercício em esteira com temperatura ambiente (22,0°C) e exercício em esteira com temperatura fria 

(-1°C). Os resultados mostraram quedas semelhantes no no volume expiratório forçado no primeiro 

segundo (VEF1) após os testes em ambas as temperaturas, indicando que o ar seco é fator essencial 

nas condições de teste, enquanto a temperatura fria não teve efeito adicional na resposta de BIE 

(EVANS, 2005). 
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Diagnóstico do BIE 

 

O diagnóstico do broncoespasmo induzido por exercício (BIE) em pacientes com asma é 

multifatorial, levando a condição ser frequentemente subdiagnosticada ou superdiagnosticada. Em 

estudos realizados por Lammers (2019-2020) constatou-se que pediatras têm habilidade limitada para 

diagnosticar e avaliar a gravidade do BIE apenas com base na anamnese, exame físico e vídeos pós-

exercício.  

O teste de broncoprovocação por exercício ou através da hiperventilação voluntária 

eucápnica (HVE) e a espirometria continuam sendo os métodos mais confiáveis para o diagnóstico e 

avaliação do BIE (Rizzo, 2021). Outros testes alternativos estão sendo estudados, como o uso de 

eletromiografia de superfície (EMG) para medir a atividade do diafragma, mas ainda não há 

evidências suficientes para recomendar sua ampla adoção como ferramenta de triagem (KLAIN, 

2022). 

De acordo com as diretrizes da ATS (American Thoracic Society) / European Respiratory 

Society, pelo menos duas medidas de VEF1 devem ser feitas antes e após o desafio do exercício (por 

exemplo, esteira). O VEF1 é geralmente medido em 5, 10, 15 e 30 minutos após o exercício. Uma 

redução no VEF1 maior ou igual a 10% é diagnóstico para BIE, sendo classificado como: 

• Leve: redução do VEF1 de 10 a 25% em relação ao valor basal pré exercício. 

• Moderada: redução do VEF1 de 25 a 50% em relação ao valor basal pré exercício. 

• Grave: redução maior que 50% em relação ao valor basal pré exercício. 

Além dos testes de broncoprovocação por exercício e a HVE, são citados os testes com 

metacolina, com solução salina hipertônica e o com  manitol. Embora nenhum desses testes seja 

específico para o BIE, eles complementam a história clínica e identificam a hiperresponsividade das 

vias aéreas, que é consistente com o diagnóstico de BIE. (AGGARWAL, MULGIRIGAMA  e 

BEREND, 2018). 

A escolha do teste de broncoprovocação depende dos recursos disponíveis, sendo que o teste 

de HVE é rápido e fácil de administrar, mas requer laboratório específico. Embora ainda haja 

necessidade de estabelecer a sensibilidade e especificidade do teste de manitol, ele foi desenvolvido 

para melhorar a disponibilidade e padronização dos testes osmóticos. Esses testes complementam a 

avaliação clínica e auxiliam na confirmação do diagnóstico de BIE, tanto em pacientes com asma 

subjacente quanto em pacientes sem asma. (AGGARWAL, MULGIRIGAMA  e BEREND, 2018). 

 

No teste da HVE o paciente hiperventila a uma taxa de 21 a 30 vezes o VEF1 basal durante 

6 minutos respirando ar seco acrescido de 5% de dióxido de carbono (CO2) para evitar a alcalose e 

assegurar a eucapnia. Um preocupação citada na literatura refere-se ao risco potencial do 
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desenvolvimento de broncoconstrição grave nos pacientes asmáticos (ANDERSON, 2001), algo que 

não temos percebido nos estudos realizados nas crianças e adolescentes asmáticos e riníticos 

avaliados na última década em nosso Laboratório de Função Pulmonar do Serviço de Pneumologia 

do Hospital das Clínicas da UFPE e nem por autores em outras instituições  (RODRIGUES FILHO, 

2018; SILVA FILHO, 2015). 

 

Avaliação dos metabólitos através do condensado do ar exalado 

 

O condensado do ar exalado (CAE) tem sido discutido como uma ferramenta de fácil 

manuseio, não invasiva e acessível para a coleta de uma ampla variedade de componentes do fluído 

de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS, 2022; POŁOMSKA, 2021) 

Trata-se do líquido obtido do ar exalado pela respiração oral em volume corrente coletado 

através de tubo resfriado que permite a formação de um condensado que consiste, em sua quase 

totalidade, de água e uma pequena porção de componentes biológicos proveniente de células e do 

fluido de revestimento das vias aéreas (HORVÁTH, 2017). 

Este material tem recebido bastante atenção devido, especialmente, à facilidade e segurança 

para sua obtenção e também graças ao desenvolvimento de técnicas sensíveis que possibilitam avaliar 

biomarcadores provenientes de células do sistema respiratório como citocinas, quimiocinas, 

metabólitos e mediadores lipídicos como leucotrienos, prostaglandinas e lipoxinas, e pode 

proporcionar avanços na compreensão dos processos fisiopatológicos da síndrome e influenciar na 

escolha da melhor alternativa terapêutica. Desta forma, nos últimos anos o CAE tem sido associado 

à metabolômica. (KUME, 2023; RODRIGUEZ, 2023; KIERBIEDŹ-GUZIK e SOZAŃSKA, 2023; 

LIKOŃSKA, 2023; MENDES, 2022; CHANG-CHIEN, 2021; BANNIER, 2019; STELMACH,, 

2016; BARRETO, ZAMBARDI e VILLA, 2015; TAHAN, 2016; NOBAKHT, 2015; THOMAS, 

2013).  

A força dos estudos "ômicos" está na capacidade de avaliar a atividade global de uma célula 

ou organismo como resultado de um estado de doença, estresse ambiental ou mutação genética. A 

transcriptômica identifica mudanças na transcrição dos genes. A proteômica analisa mudanças nas 

sequências de RNA que são traduzidas em proteínas. A metabolômica é o próximo passo lógico na 

cascata “ômica”, trata-se de uma ciência analítica que se concentra no estudo do metabolismo (Figura 

05). Utiliza várias técnicas e métodos analíticos para quantificar e identificar metabólitos. 

(PAPAMICHAEL, 2021; JOHNSON, IVANISEVIC e SIUZDAK, 2016) 
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Figura 06 - Interconexão entre as diferentes “ômicas” 

 

 

 

 

 

 

 

.Fonte: . PAPAMICHAEL, 2021. 

 

Os metabólitos são compostos de baixo peso molecular (< 1.000 Da) encontrados em um 

biofluido (por exemplo, soro, urina, etc.), célula, tecido, órgão ou organismo, são intermediários e 

produtos de numerosos processos celulares, que incluem produção de energia, síntese de moléculas 

e biomoléculas e sinalização. As medidas das concentrações de metabólitos fornecem uma visão 

instantânea dos processos metabólicos ativos, que são utilizados para identificar as vias metabólicas 

específicas afetadas por doenças, estressores ambientais ou deleção de genes. Essa abordagem 

analítica sistemática é extremamente útil na descoberta de biomarcadores, na previsão da resposta à 

terapia e na compreensão das vias patogênicas de diversas doenças complexas, como a asma 

(PAPAMICHAEL, 2021; JOHNSON, IVANISEVIC e SIUZDAK, 2016) 

Os estudos metabolômicos realizados em amostras biológicas (incluindo ar exalado e urina) 

são particularmente úteis em pesquisas pediátricas, pois podem ser coletadas de forma simples e não 

invasiva. Além disso, esses bioespécimes abrangem uma ampla gama de metabólitos detectáveis, o 

que permite uma visão abrangente do metaboloma (PAPAMICHAEL, 2021; PARK, 2017; 

CHECKLEY, 2016). 

O princípio fundamental da aplicação da metabolômica em pesquisas clínicas reside no fato 

de que o perfil metabólico é alterado em condições de doença em comparação com o estado saudável 

e, com o avanço das tecnologias metabolômicas, tornou-se possível capturar flutuações sutis nos 

níveis metabólitos. Essas alterações podem ser utilizadas como biomarcadores potenciais para prever 

e diagnosticar doenças, revelar padrões metabólicos distintos associados a diferentes condições de 

saúde, contribuindo para uma medicina personalizada e direcionada (XU, PANETTIERI e JUDE , 

2022). 

A metabolômica pode ser dividida em duas abordagens: metabolômica direcionada e 

metabolômica não direcionada (Figura 07). A metabolômica direcionada é conduzida com base em 

uma hipótese específica e analisa um conjunto selecionado de metabólitos para identificar associações 

precisas em um contexto fisiológico definido. Já a metabolômica não direcionada é uma análise 
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imparcial que investiga todos os metabólitos de um sistema de maneira exploratória, permitindo a 

identificação de biomarcadores e alvos terapêuticos novos (XU, PANETTIERI e JUDE , 2022). 

Figura 07 - Fluxo de trabalho de um estudo de asma baseado em metabolômica. 
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RMN: Ressonância magnética nuclear; LC-MS: Espctometria de massa - cromatografia líquida; HPLC-MS: 

Espctometria de massa - cromatografia líquida de alta eficiência; KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; 

HMDB – Human Metabolome Database; MassBank – MassBank Europe Spectral Database; OpenMS – Open-source 

software for mass spectrometry. Fonte: XU, PANETTIERI e  JUDE , 2022. 
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Abordagem técnica da metabolômica: 

 

RMN (Ressonância Magnética Nuclear) é uma técnica que utiliza campos magnéticos e 

radiação eletromagnética para analisar a estrutura e composição química de moléculas. Ela é baseada 

na ressonância de núcleos atômicos em um campo magnético, fornecendo informações sobre a 

conectividade e a localização dos átomos na molécula. (LINDON, HOLMES, e NICHOLSON, 2001) 

LC-MS (Cromatografia Líquida - Espectrometria de Massa) combina a separação dos 

componentes de uma amostra por cromatografia líquida com a identificação e quantificação desses 

componentes por espectrometria de massa. A LC é responsável por separar os diferentes metabólitos 

presentes na amostra, enquanto a MS analisa os íons produzidos a partir desses metabólitos e 

determina sua massa e composição molecular. (LINDON; HOLMES e NICHOLSON, 2001; 

NICHOLSON; LINDON e HOLMES, 1999) 

HPLC-MS (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - Espectrometria de Massa) é uma 

variação da LC-MS que utiliza uma coluna de alta eficiência para separar os componentes da amostra 

com maior resolução e velocidade. A combinação do HPLC com a MS permite uma análise mais 

precisa e sensível dos metabólitos presentes na amostra. (LINDON; HOLMES e NICHOLSON, 

2001; NICHOLSON; LINDON e HOLMES, 1999; SMOLINSKA, 2012). 

Na estratégia denominada Metabonômica, as ferramentas espectrométricas, incluindo 

espectroscopias na região do infravermelho, ultravioleta e RMN, bem como a espectrometria de 

massas por inserção direta, são utilizadas diretamente. Essas técnicas permitem a análise direta dos 

metabólitos, dispensando a necessidade de pré-tratamento da amostra (LINDON; HOLMES e 

NICHOLSON, 2001; NICHOLSON; LINDON e HOLMES, 1999; SMOLINSKA et al., 2012). 

Em contraste, na estratégia Metabolômica, as técnicas cromatográficas são empregadas em 

conjunto com a espectrometria de massas, como é o caso da cromatografia líquida de alta eficiência. 

Nessa abordagem, é preciso realizar procedimentos de pré-tratamento na amostra, o que pode 

prolongar o tempo de análise. Esses procedimentos podem acarretar perdas ou alterações na 

composição bioquímica da amostra. (SMOLINSKA, 2012 DUNN e LI, 2011; ELLIS, 2005; FIEHN, 

2001). 

A análise metabonômica por ressonância magnética de hidrogênio (RMN 1H) é uma técnica 

poderosa utilizada para investigar os perfis metabólicos de amostras biológicas. Ela se baseia no 

princípio da ressonância magnética nuclear (RMN), que envolve a interação entre núcleos atômicos 

com spin de 1/2 e um campo magnético. Essa técnica apresenta características únicas e vantajosas 

(NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021): 
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• É altamente reprodutível. 

• É necessário apenas uma referência interna para a quantificação absoluta de todos os 

metabólitos presentes no espectro. 

• Permite a identificação de metabólitos desconhecidos, o que é relevante devido ao aumento do 

número de sinais detectados em misturas biológicas complexas, muitos dos quais ainda não são 

conhecidos. 

• Pode ser realizada em fluidos biológicos e tecidos sem a necessidade de separação ou 

preparação prévia da amostra, o que é importante para minimizar a variabilidade analítica 

introduzida por processos de preparação e separação. 

• Não destrutiva, ou seja, a amostra permanece intacta após a análise e pode ser reanalisada 

posteriormente com RMN  de 1H ou por outras técnicas, como espectrometria de massas (MS). 

• A RMN  de 1H evita tratamentos agressivos da amostra antes ou durante a análise, sendo 

particularmente vantajosa para a análise de metabólitos sensíveis. 

 

Nesse tipo de análise, a amostra biológica é submetida a um campo magnético forte, que 

alinha os spins dos núcleos de hidrogênio presentes nos metabólitos. Em seguida, um pulso de 

radiofrequência é aplicado, levando os núcleos de hidrogênio a absorver energia e entrar em 

ressonância. Quando o pulso de radiofrequência é desligado, os núcleos liberam a energia absorvida, 

gerando um sinal que pode ser detectado e analisado. O sinal obtido na análise metabolômica por 

RMN 1H é composto por uma série de picos correspondentes aos diferentes metabólitos presentes na 

amostra. Esses picos representam a quantidade de hidrogênio presente em cada metabólito e fornecem 

informações valiosas sobre as concentrações relativas dos metabólitos. (ALONSO-MORENO, 2023; 

NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021) 

Essas características tornam a RMN 1H uma ferramenta valiosa na metabonômica, 

contribuindo para a compreensão dos perfis metabólicos e fornecendo informações importantes sobre 

as vias metabólicas e os processos biológicos. Após a obtenção dos espectros de  RMN 1H, os dados 

são processados e analisados utilizando técnicas estatísticas e bioinformáticas. A análise desses 

espectros permite a identificação e quantificação dos metabólitos presentes na amostra, bem como a 

comparação entre diferentes grupos de amostras para identificar diferenças metabólicas 

significativas. (ALONSO-MORENO, 2023; NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021) 
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Figura 08 - Exemplo da comparação do espectro de  RMN 1H de crianças não asmáticas 

(superior - A) e asmáticas (inferior - B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de CHANG-CHIEN,2021  

 

Na figura 08 observamos um exemplo da comparação do espectro de RMN 1H de crianças 

não asmáticas e asmáticas. O gráfico mostra o coeficiente de identidade da carga de metabólitos 

específicos analisados na faixa de frequência de ressonância (FRn) entre 9.000 e 0.500 ppm (partes 

por milhão). O eixo x (Var ID) representa os intervalos da FRn que correspondem à atribuição de 

identidade dos metabólitos, enquanto o eixo y representa o escore de carga de cada variável, que 

indica a importância do metabólito na diferenciação entre os grupos. 

Nesse exemplo foram identificados os metabólitos formato, ácido butírico, lactato e 

isobutirato. A identificação dos metabólicos pode ser realizada a partir de buscas nas diversas 

plataformas científicas que estudam o metaboloma disponíveis como: 

• Human Metabolome Database – HMDB 

• Biological Magnetic Resonance Bank – BMRB  

• Birmingham Metabolite Library – BML 
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Análise dos metabólitos na asma e broncoespasmo induzido por exercício 

 

 

Nos últimos anos, avanços em abordagens "ômicas" têm fornecido insights valiosos sobre 

os mecanismos subjacentes da asma. A metabonômica é uma dessas abordagens inovadoras que tem 

sido aplicada no estudo da asma, permitindo uma análise abrangente dos metabólitos presentes em 

biofluidos associados à doença. (XU, PANETTIERI e JUDE, 2022; VILLASEÑOR, 2021) 

A análise desses metabólitos têm mostrado potencial para o diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento da asma, oferecendo rota alternativa para a compreensão da doença, fornecendo, 

assim, insights sobre os mecanismos envolvidos na patogênese da doença. Estudos recentes têm 

explorado perfis metabonômicos associados à asma, utilizando amostras de plasma/soro, urina, fluido 

do lavado broncoalveolar (BAL), escarro induzido e condensado do ar exalado (CAE). (KOLMERT, 

2021; CRESTANI , 2020; SCHLEICH , 2019; CHIBA, SUTO e SAKAI, 2018) 

O CAE é um biofluido coletado de forma não invasiva a partir do ar exalado dos pacientes. 

O estudo dos componentes desse fluído tem se mostrado relevante no estudo da asma, pois permite a 

análise dos compostos voláteis e não voláteis presentes no condensado, que podem fornecer 

informações sobre mecanismo de inflamação das vias aéreas e do estresse oxidativo. A análise do 

CAE tem sido utilizada para identificar biomarcadores associados à asma, auxiliando no diagnóstico, 

no monitoramento da doença e na identificação de diferentes fenótipos asmáticos. Além disso, o CAE 

oferece a vantagem de método não invasivo, o que o torna mais acessível e conveniente para pacientes 

asmáticos, proporcionando uma abordagem promissora no estudo e manejo dessa doença respiratória 

crônica. (CHANG-CHIEN, 2021; SCHLEICH, 2019; CARRARO, 2013; DALLINGA, 2010) 

No estudo  de Sinha et al (2017), os autores investigaram o uso do CAE como matriz pouco 

explorada para identificar padrões metabólicos e potenciais endótipos na asma. Foram realizadas 

análises de espectroscopia de RMN 1H do CAE de 89 indivíduos asmáticos e 20 indivíduos saudáveis. 

Os resultados demonstraram que os espectros de RMN 1H foram capazes de diferenciar asmáticos e 

controles saudáveis com 80% de sensibilidade e 75% de especificidade. Além disso, no grupo de 

asmáticos foi possível identificar três grupos com espectros distintos, cada um com características 

diferentes. Um grupo (Cluster 1) apresentou escores de exacerbação a longo prazo mais baixos, e 

outro grupo (Cluster 3) apresentou menor quantidade de eosinófilos no sangue e maior quantidade de 

neutrófilos, além de uma forte história familiar de asma. 

Modelos capazes de diferenciar os fenótipos eosinofílico, neutrofílico e paucigranulocítico 

da asma foram desenvolvidos tanto no estudo de Plaza et al. (2015) quanto no de Ibrahim et al. (2011). 

Foram obtidas taxas de acurácia na classificação de 73% a 74%, e índices de área sob a curva 

(AUROCs) variando de 0,79 (PLAZA, 2015) a 0,98 (IBRAHIM, 2011).  
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A abordagem metabolômica do condensado do ar exalado, atualmente denominada como 

breathomics, foi realizada por Carraro  (2013) para discriminar diferentes fenótipos de asma em 

crianças. Foi encontrada associação entre os perfis metabonômicos e a gravidade da asma, 

demonstrando que está pode ser uma ferramenta eficaz para distinguir os diferentes fenótipos 

metabólicos da doença. Compostos relacionados ao ácido retinóico, adenosina e vitamina D foram 

identificados como relevantes para essa discriminação. 

No estudo de Maniscalco. (2017), foram incluídos 25 pacientes asmáticos obesos (AO), 30 

indivíduos não asmáticos obesos (AnO) e 30 pacientes asmáticos magros (AM). Através da análise 

dos perfis do espectro de RMN 1H, foram identificados modelos de regressão que conseguiram 

distinguir os pacientes AO dos AnO e dos AM. Além disso, foram encontrados biomarcadores 

específicos que estão envolvidos em vias metabólicas relacionadas ao metano, piruvato, glicoxilato e 

dicarboxilato. Esses resultados indicam que os pacientes asmáticos obesos possuem um perfil 

metabólico respiratório distinto, sugerindo a existência de vias fisiopatológicas únicas na relação 

entre asma e obesidade. 

Chang-Chien et al (2021) analisaram os perfis metabonômicos (baseados na RMN 1H) do 

CAE de 165 crianças asiáticas, 92 com asma estável e 73 controles não asmáticos.  A assinatura 

metabonômica do CAE, composta por lactato, formato, butirato e isobutirato, apresentou uma 

capacidade discriminatória superior aos testes clínicos convencionais, como FeNO e espirometria. 

Os resultados indicaram a relevância do CAE como uma ferramenta promissora para o diagnóstico 

da asma em crianças asmáticas, fornecendo informações adicionais sobre a condição respiratória. 

Recentemente nosso grupo de pesquisa (RODRIGUES FILHO, 2019) analisou as amostras 

do CAE de 26 adolescentes asmáticos. O modelo derivado da análise metabonômica por RMN 1H 

apresentou uma acurácia de 96,2% (25/26), sensibilidade de 92,8%, especificidade de 100% para 

discriminar os grupos de pacientes com BIE positivo (n = 14) daqueles que não apresentam 

broncoespasmo durante o teste de broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucapnica. 

Os estudos metabonômicos na asma estão avançando a partir dos estágios iniciais, os 

resultados são cada vez mais promissores e, à medida que mais estudos populacionais de grande porte 

começam a gerar dados mais robustos, é provável que isso represente a mais recente fronteira na 

pesquisa sobre a asma. É importante ressaltar que, enquanto a sua utilidade clínica ainda precisa ser 

demonstrada, a análise do metaboloma em pacientes asmáticos tem sido fundamental para aumentar 

a compreensão dos mecanismos bimoleculares envolvidos na patogênese do BIE.  
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 3  METODO 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

Trata-se de um estudo transversal, exploratório, com amostra por conveniência e comparativo. 

 

3.2 LOCAIS DA PESQUISA 

O presente estudo foi realizado no laboratório de Função Pulmonar localizado no serviço de 

pneumologia do Hospital das Clínicas - Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e no 

Departamento de Química Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

No Hospital das Clínicas foram realizadas as coletas dos dados clínicos e antropométricos, 

os testes de espirometria e de broncoprovocação por HVE e do condensados do ar exalado dos 

adolescentes asmáticos. 

No Departamento de Química Fundamental foram realizadas as análises dos metabólitos do 

condensado do ar exalado através da espectroscopia de RMN 1H.  

 

3.4 RECRUTAMENTO DOS PACIENTES  

 Foram recrutados quarenta e quatro (44) adolescentes asmáticos com idade entre 10 e 20 

anos, de ambos os sexos, sem tratamento regular nas 04 semanas precedentes ao teste. Todos 

participantes foram provenientes do ambulatório especializado de Pneumologia e de Alergologia do 

Hospital das Clínicas da UFPE e diagnosticados por médico assistente especialista.  

Todos pacientes e pais ou responsáveis receberam informações, em linguagem acessível, 

sobre os objetivos da pesquisa e procedimentos metodológicos, assim como os riscos e benefícios, 

sendo solicitado o consentimento formalizado na assinatura do: 

•  Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos pais/responsáveis dos pacientes 

menores de 18 anos e pelos maiores de 18 anos (apêndices A e B). 

•  Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE) pelos adolescentes com idade acima de 

10 anos (apêndice C). 

 Após os esclarecimentos sobre todas as dúvidas e assinaturas dos termos, os participantes 

foram recrutados para o estudo. 
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3.5 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO  

• Inclusão 

Foram incluídos no estudo os adolescentes com idade entre 10 e 20 anos, de ambos os sexos, 

com diagnóstico de asma, sem tratamento regular para a asma nas últimas 4 semanas que antecederam 

a realização dos testes. Todos residentes da cidade do Recife-PE e Região Metropolitana. O 

diagnóstico de asma foi dado por médicos especialistas de acordo com os critérios do Global Initiative 

for Asthma (GINA, 2017). 

 

• Exclusão 

Foram excluídos pacientes em tratamento para controle da asma, assim como aqueles com 

histórico de exacerbação de asma ou sintomas de infecção aguda de vias aéreas nas últimas 4 semanas 

que antecederam a realização dos testes. Os pacientes com VEF1 basal menor que 60% do valor 

teórico previsto, incapazes de realizar as manobras necessárias para a espirometria, a hiperventilação 

voluntária eucápnica ou coleta do condensado do ar exalado também foram excluídos. 

 

3.6 PROCEDIMENTOS REALIZADOS 

 

Logo após o consentimento para participação da pesquisa, foram realizadas as coletas dos 

dados clínicos e atropométricos dos pacientes. Sendo registrados dados relacionados a idade, altura e 

peso, além de informações sobre os sintomas respiratórios apresentados nas quatros semanas 

antecedentes a avaliação conforme a ficha de coleta padronizada (apêndice D). Após a avaliação 

antropométrica, foi realizado o teste espirométrico com resposta ao broncodilatador e, encerradas as 

avaliações do primeiro dia de coleta de dados, os participantes foram convidados para retornar ao 

serviço com 48h de intervalo para realizar o teste de broncoprovocação e coleta do CAE. 

No segundo dia de participação, foi realizada a coleta do CAE, durante 15 minutos, através 

do dispositivo customizado em nosso laboratório. Logo em seguida foi avaliado o VEF1 basal, para 

determinar a taxa de volume minuto alvo durante o teste de broncoprovocação, e a manobra de HVE 

por seis minutos, as medidas espirométricas do VEF1 foram repetidas após cinco, 10, 15 e 30 minutos 

do teste. 

Para comparar o estado metabonômico no fluído das vias aéreas dos adolescentes após as 

manobras de broncoprovocação, uma nova coleta do CAE foi realizada durante o intervalo das 

avaliações do VEF1 entre 15 e 30 minutos. 
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 O biofluido coletado foi armazenado em eppendorf de 1,5 ml e imediatamente transportado, 

num recipiente preenchido com gelo e isolado termicamente, para ser congelado e acondicionado a –

80oC em freezer localizado no departamento de Química Fundamental, onde posteriormente foram 

realizadas as análises metabonômicas. 

 

3.7 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS (EM SEQUÊNCIA) 

 

3.7.1 Informações sobre a pesquisa e coleta das assinaturas dos Termos de Consentimento e de 

Assentimento 

Os pais ou responsáveis juntamente com os adolescentes foram acolhidos pelo pesquisador 

responsável no Laboratório de Função Pulmonar do Hospital das Clínicas de Pernambuco. 

Inicialmente, foram indagados sobre a disposição em participar da pesquisa, a qual foi 

minuciosamente explicada após demonstrarem interesse. Os procedimentos foram comunicados de 

maneira clara e acessível, incentivando tanto os pais/responsáveis quanto os adolescentes a fazerem 

perguntas ao término de cada etapa. Após compreenderem completamente o processo e cientes de 

que poderiam retirar seu consentimento a qualquer momento sem prejudicar seu atendimento no 

hospital, todos os pais/responsáveis e maiores de 18 anos leram e firmaram os Termos de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), enquanto os adolescentes maiores de 10 anos assinaram 

os Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE). 

 

3.7.2 Medidas Antropométricas e Idade  

O peso e a altura foram medidos em quilogramas e centímetros, respectivamente, utilizando 

balanças e estadiômetros calibrados (modelo Welmy W 200, fabricados em Santa Bárbara d'Oeste, 

São Paulo - Brasil). A idade foi determinada em anos, com arredondamento para o ano seguinte 

quando os meses ultrapassaram o segundo semestre do ano anterior. 
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Figura 09 - Fluxograma do Estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TCLE:Termos de Consentimento Livre e Esclarecido; TALE: Termos de Assentimento Livre e Esclarecido; VEF1: 

volume expiratório forçado no primeiro segundo; CAE: condensado do ar exalado. HVE: hiperventilação voluntária 

eucápnica; BIE: broncoespasmo induzido por exerc 
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3.7.3 Coleta do condensado do ar exalado (CAE) 

      O condensado do ar exalado foi coletado através de um protótipo de dispositivo de condensação, 

que foi construído em nosso laboratório, conforme indicado no diagrama e nas fotos (Figuras 10 e 

11). 

Figura 10 - Diagrama do equipamento para coleta do condensado do ar exalado. 

 

 

 

 

 

A:Tubo flexível silicone; B: Válvula unidirecional; C: Bocal para a respiração; D: Válvula unidirecional; E: Tubo 

submerso na mistura de água e gelo; F: Gelo; G: Saída do ar pelo tudo de silicone. 

 

Figura 11 - Coleta do condensado do ar exalado no dispositivo construído em nosso laboratório. 

 

 

 

 

 

 

 

Durante a coleta do CAE, o  paciente, com o nariz pinçado, realizou a respiração com ritmo 

basal através de bocal estéril e descartável, conectado a válvula unidirecional que permitia a 

inspiração de ar ambiente e a expiração para um tubo flexível de silicone atóxico, foi permitido 

interromper para deglutir ou expectorar a saliva, se necessário. O tubo flexível de silicone penetra em 

recipiente térmico que proporciona área maior de contato do tubo com solução contendo água e gelo, 

mantendo a temperatura próxima de zero grau Celsius. Esse resfriamento faz com que o líquido 

presente no ar exalado condense quando ao entrar em contato com as paredes resfriadas do tubo e, 

assim, permitindo sua coleta e armazenamento no eppendorf. A coleta do condensado foi realizada 

antes do teste de broncoprovocação (pré HVE) e, posteriormente, entre quinze e trinta minutos após 

o teste (pós HVE) e os dois tubos de eppendorf foram transportados em recipiente com isolamento 
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térmico e armazenado a -80 grau Celsius no Departamento de Química Fundamental até o momento 

da análise metabonômica. 

Para validar esse equipamento, foram realizadas análises metabonômicas no CAE de sete 

(07) indivíduos sem asma e sem histórico clínico de sintomas respiratórios relacionados à prática de 

atividades físicas, e os resultados foram comparados com os indivíduos asmáticos. Foi possível 

distinguir esses dois grupos através do modelo metabonômico, em concordância com achados da 

literatura.  

Além disso, o processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi 

padronizado e, para verificar uma possível interferência nos resultados, realizamos análises 

metabonômicas de 10 amostras de 5ml água destilada que foram coletadas nos tubos de silicone após 

o processo de higienização. Não verificamos resíduos no perfil metabonômico nos espectros obtidos 

pela RMN 1H nessas amostras. 

 

3.7.4 Medida do volume expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1) 

O valor do VEF1 foi obtido por meio da espirometria e expresso em litros por segundo (figura 

12). Utilizamos o espirômetro MicroQuark (COSMED, Roma, Itália), que foi calibrado diariamente. 

A temperatura e umidade do ar no local do teste foram registradas com um termo-higrômetro. Os 

valores previstos para a referência foram os propostos por Pereira (PEREIRA, 2002). 

Figura 12. Teste de Função Pulmonar (Espirometria). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os pacientes receberam instruções para realizar uma inspiração rápida e completa até 

atingirem a capacidade pulmonar total, seguida de uma expiração no bocal do espirômetro da forma 

mais rápida e completa possível, sendo estimulados verbalmente pelo examinador durante a execução 
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da manobra. Seguimos os critérios de execução e aceitabilidade estabelecidos pelas Diretrizes para 

Testes de Função Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (PEREIRA, 2002), 

bem como os padrões internacionais definidos pela American Thoracic Society (MILLER, 2005). 

Para evitar interferência das manobras de expiração forçada nos resultados do VEF1 após a 

broncoprovocação por HVE, foram aceitas duas manobras semelhantes à manobra basal ou, em caso 

de redução no VEF1, duas manobras com curvas fluxo-volume semelhantes e com aspecto adequado 

na avaliação do pico de fluxo (PARSONS, 2013). 

O valor do VEF1 foi medido antes e aos cinco, 10, 15 e 30 minutos após a broncoprovocação. 

O BIE foi diagnosticado quando houve uma redução igual ou maior que 10% em relação ao valor 

basal do VEF1. A intensidade da redução no VEF1 em relação aos valores basais foi 

classificada como leve (>10% e <25%), moderada (≥25% e <50%) ou grave 

(>50%) (PARSONS, 2013). 

 

3.7.5 Teste de broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica (HVE) 

O teste foi conduzido através da hiperventilação de uma mistura de ar seco contendo 5% de 

dióxido de carbono (CO2), a fim de evitar a ocorrência de alcalose respiratória. Para essa finalidade, 

foi utilizado um equipamento desenvolvido e patenteado pelo nosso grupo de pesquisa. Os gases 

utilizados foram adquiridos na empresa White Martins (Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco - 

Brasil). A mistura foi armazenada em cilindros apropriados e liberada para um conjunto de sacos 

plásticos, dos quais os participantes inalaram o conteúdo por meio de um bocal e uma válvula 

unidirecional de baixa resistência (Laerdal® Pocket Mask®). 

Durante o teste, os indivíduos foram instruídos a manter a taxa de ventilação alvo 

correspondente a 21 vezes o valor do basal (PARSONS, 2013) por um período de seis minutos (Figura 

13). 
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Figura 13 - Realização da hiperventilação voluntária eucápnica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A taxa de ventilação por minuto foi medida utilizando um ventilômetro analógico NSpire 

Wright Mark 8 (Nspire Health Ltda - Reino Unido), e os pacientes foram constantemente estimulados 

a manter a taxa de ventilação alvo (Figura 12). Se necessário, os adolescentes podiam fazer pequenas 

pausas no teste para engolir a saliva acumulada ou tossir. Não houve interrupção do teste devido a 

desconforto respiratório severo por parte dos participantes durante a realização desse estudo. 

3.7.6 Análise metabonômica do condensado do ar exalado  

Todas as aquisições de espectros de RMN 1H foram realizadas em um espectrômetro Varian 

de 400 MHz a uma frequência de 1H de 400 MHz. Todas as amostras do CAE congeladas foram 

descongeladas à temperatura ambiente e preparadas utilizando 630 µL de amostra e 70 µL de tampão 

de fosfato de sodio (0,2M Na2HPO4 em 10% de D2O, pH 7,0) e colocadas em tubos de RMN de 5 

mm (figura 14).  

Os procedimentos de aquisição seguiram os parâmetros: os espectros de RMN 

unidimensionais foram adquiridos com a supressão do sinal da água usando uma sequência de pulsos 

padrão (WET), com 14.522 pontos de dados em uma janela espectral de 5.186,7 Hz, tempo de 

aquisição igual a 1,4 s, 160 transientes, atraso de saturação igual a 3,0 s e temperatura de 22°C. O 

alargamento de linha utilizado foi de 1 Hz. 

3.7.7 Processamento dos dados espectrais 

Utilizando o programa MestReNova 12.0, a região entre δ1,60 e 2,00 ppm foi dividida em 

67 bins (cada um com 0,004 ppm de largura) para usar o pico presente como estudo-alvo (Chang-

Chien et al, 2021). A matriz foi construída com 92 linhas (casos) e 68 variáveis (bins dos espectros 

de RMN 1H mais a variável de classe) e, em seguida, foi submetida a análise multivariada. 
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Figura 14 - Análise metabonômica do condensado do ar exalado. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

3.7.8 Análise multivariada dos dados espectrais 

Primeiramente, três matrizes foram criadas:  

• Uma matriz para todas as amostras coletadas antes o teste de broncoprovocação por HVE 

(pré HVE), comparação entre casos positivos e negativos para o diagnóstico de BIE. 

• Uma matriz para todos os casos positivos de BIE, comparação das amostras coletadas antes 

e após o teste  de broncoprovocação por HVE. 

• Uma matriz para todos os casos negativos de BIE, comparação das amostras coletadas 

antes e após o teste  de broncoprovocação por HVE. 

Os conjuntos de dados foram pré-processados utilizando normalização por soma (em linha) 

e escalonamento automático (variáveis). Em seguida, foram empregados formalismos de PCA 

(Análise de Componentes Principais) e Análise Discriminante Ortogonal por Mínimos Quadrados 

(OPLS-DA), usando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0. Os modelos de metabonômica foram 

validados utilizando Validação Cruzada Leave-One-Out (LOOCV) e teste de permutação, com 2000 

permutações. 

3.8 PROCESSO de TABULAÇÃO e VERIFICAÇÃO DOS DADOS 

 

As variáveis medidas foram registradas em uma planilha de tabulação (APÊNDICE D) e, 

posteriormente, inseridas com dupla entrada no software Microsoft Excel 2010. Isso foi feito para 

facilitar o processo de análise estatística e a transferência para os programas SPSS for Windows 20.0 

e Statistica 10.0. 
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram processados e analisados utilizando o programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS), versão 20.0. Inicialmente, os dados foram inseridos no pacote estatístico 

SPSS por meio de digitação dupla, e foram verificadas possíveis inconsistências. Para caracterizar a 

amostra, os dados passaram por teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuição normal e, 

na comparação das variáveis independentes contínuas, foi utilizado o teste t de Student 

Para comparação intergrupos dos pacientes com e sem BIE foi utilizado o diagnóstico clínico 

(VEF1 < 10% no teste de broncoprovocação) e o modelo metabonômico desenvolvido através da 

Análise Discriminante Linear (LDA) dos metabólitos presentes nas amostras do CAE obtidas antes 

da HVE.  

O modelo metabonômico da LDA foi desenvolvido através software Statistica 10.0 e 

validado por meio da Validação Cruzada Leave-One-Out (LOOCV), identificando 8 picos de sinais 

do espectro da RMN 1H discriminantes dos 44 participantes. 

Foi realizada a comparação do perfil metabonômico das amostras do CAE coletas antes e 

após o HVE (análise intragrupo) a partir da análise exploratória através da Análise dos componentes 

principais (PCA). Em seguida, foi utilizada a regressão multivariada por Análise Discriminante 

Ortogonal por Mínimos Quadrados (OPLS-DA). Para realizar as análises PCA e OPLS-DA, foi 

utilizada a plataforma online MetaboAnalyst 4.0.  

A validação estatística foi obtida pelo teste de permutação, com 2000 permutações. Esse 

teste foi utilizado para avaliar se a classificação específica dos indivíduos em dois grupos designados 

é significativamente melhor do que qualquer outra classificação aleatória em dois grupos arbitrários. 

Nesse teste, os rótulos de classe de BIE positivo e BIE negativo foram permutados, ou seja, 

aleatoriamente designados para diferentes indivíduos. Com os rótulos de classe "errados", um novo 

modelo de classificação foi calculado. A ideia por trás do teste de permutação é que, com os rótulos 

de classe errados, o modelo de classificação recém-calculado não deve ser capaz de prever as classes 

com precisão. 

 

3.10 ASPÉCTOS ÉTICOS 

 

A pesquisa foi devidamente aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisas em Seres Humanos 

do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o número 

2.796.049 (ANEXO A). Cartas de anuência foram solicitadas e assinadas pelos responsáveis dos 

ambulatórios, serviços e centros envolvidos no estudo, incluindo o Serviço de Pneumologia do 
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Hospital das Clínicas da UFPE (ANEXO B), o Ambulatório de Alergia e Imunologia do Hospital das 

Clínicas da UFPE (ANEXO C), o Chefe do laboratório do Hospital das Clínicas da UFPE (ANEXO 

D) e o Chefe do Departamento de Química Fundamental (ANEXO E). 

Todos os indivíduos convidados a participar do estudo formalizaram sua concordância 

através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os maiores de 18 

anos (APÊNDICE A) e pelos pais ou responsáveis (APÊNDICE B), bem como do Termo de 

Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) pelos adolescentes (APÊNDICE C). Todas as atividades 

de pesquisa foram conduzidas em estrita conformidade com a resolução nº 466/12 da Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

Os equipamentos utilizados para a realização da espirometria, da HVE e para a obtenção do 

CAE encontram-se disponíveis no Laboratório de Função Pulmonar do Serviço de Pneumologia do 

Hospital das Clínicas da UFPE. 

3.10.1 Riscos e Benefícios 

 

A espirometria é um exame de rotina utilizado na avaliação de pacientes asmáticos, e seus 

possíveis riscos incluem o desencadeamento raro de um episódio de asma ou fadiga do paciente. 

O teste de broncoprovocaçao por HVE para diagnóstico de BIE é realizado rotineiramente 

na investigação de queixas de dispneia associadas ao exercício em indivíduos com histórico clínico 

sugestivo de asma. Esse teste tem sido amplamente utilizado tanto na prática clínica como em várias 

outras pesquisas previamente aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisas do Centro de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), sem o registro de eventos 

adversos considerados graves, como internações por crises de asma ou quedas com traumatismos. O 

risco inerente ao teste é a possibilidade de desencadear sintomas de dispneia associados à 

hiperventilação ou ao broncoespasmo. 

Para minimizar os riscos associados ao teste, foram adotados os seguintes procedimentos: 

• Apenas pacientes com VEF1 acima de 60% do valor previsto foram incluídos na pesquisa. 

• Houve a presença de um médico disponível durante o exame. 

• O teste foi interrompido mediante solicitação do paciente ou em caso de evidente dispneia do 

paciente. 

• O teste também foi interrompido se a saturação arterial periférica de hemoglobina (SpO2) 

estivesse menor que 90%. 

• O examinador permaneceu ao lado do paciente durante o procedimento. 

• Caso o VEF1 estivesse inferior em 10% ao valor basal 30 minutos após o teste, foi administrado 

salbutamol por inalação. 
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Os participantes puderam se beneficiar diretamente dos resultados dos exames, 

permitindo o diagnóstico de BIE e seu tratamento pelo médico assistente. Além disso, a 

população em geral está sendo beneficiada pelos conhecimentos provenientes dos resultados da 

pesquisa e pelas perspectivas de novos conhecimentos que podem surgir a partir das dúvidas 

levantadas. Todos os resultados foram disponibilizados aos pacientes e a seus médicos 

assistentes para um melhor acompanhamento e tratamento do BIE. 
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    4   RESULTADOS 

4.1 CONSTRUÇÃO DO EQUIPAMENTO PARA COLETA DO CAE (Apêndice E). 

 

Dentre os métodos não invasivos, a análise do CAE leva vantagem por ser mais estável e em 

sua composição estarem presentes metabólitos voláteis e não voláteis além da facilidade e baixa 

invasividade na obtenção da amostra (BANNIER, 2019; PITE, 2016).  

Existem equipamentos que conseguem coletar o CAE, sendo eles o RTubeTM (Respiratory 

Research Inc, Charlottesville, VA, USA), o ECoScreen (Jaeger, Wurzburg, Alemanha), o Anacon 

(Biostec, Valência, Spain) e o TurboDeccs (Italchil, Parma, Italy), mas nenhum é comercializado em 

nosso país e o custo de aquisição é elevado quando levamos em consideração os financiamentos 

disponibilizados para a pesquisa clínica. Nosso equipamento foi construído visando ampliar esse tipo 

de pesquisa com um custo reduzido para a coleta do CAE, tornando acessível a obtenção desse 

biofluído, o que muito poderá contribuir para novos estudos, em especial na compreensão da 

fisiopatologia, diagnóstico e avaliação evolutiva de doenças do sistema respiratório. 

Todas as coletas do CAE, em nosso estudo, foram realizadas com o dispositivo descrito na 

seção de material e métodos (Figuras 10 e 11) e foi solicitada a patente junto à Diretoria de Inovação 

e Empreendedorismo (Processo 23076.073092/2023-39). 

 

4.2 RESULTADOS METABONÔMICOS (Apêndice F). 

 

Foram recrutados quarenta e quatro participantes de ambos os sexos, com idades entre 10 e 

20 anos. Dentre os participantes, vinte e cinco apresentaram resultado positivo para BIE após a 

broncoprovocação por HVE (BIE+), uma prevalência de 54,76% . 

Os dados gerais desses participantes estão apresentados na tabela 01. Não houve diferença 

quanto a idade, peso, altura, sexo, e VEF1 basal entre os grupos dos pacientes com teste positivo 

(BIE+) e negativo (BIE-) para broncoespasmo induzido por HVE. Os asmáticos com BIE 

apresentaram uma redução média de 25,13% + 14,9 no VEF1 após a manobra de hiperventilação 

voluntária eucápnica. Na última avaliação espirométrica, 30 minutos após teste de broncoprovocação, 

todos os participantes apresentaram um VEF1  próximo (< 10% de diferença) ao valor basal. 
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Tabela 01 -  Dados gerais da amostra. 

 

Grupo BIE + 

(n= 25) 

BIE – 

(n=19) 
Valor de P* 

Idade (anos) 12,7 + 3,0 15,0 + 3,2 0,74 

Peso (kg) 46,8 + 14,4 63,8 + 21,8 0,54 

Altura (cm) 151,4 + 14,0 153,79 + 39,9 0,73 

Sexo masculino n (%) 12 (52,2%) 11 (57,9%) 0,45 

VEF1 basal (l/seg) 2,38 + 0,7 3,33 + 0,9 0,77 

VEF1 basal  (% do predito) 91,6 + 15,3 99,0 + 15,9 0,73 

VEF1 HVE (% basal) -25,13 + 14,9 -4,37 +  3,6 <0,001 

Legenda: Valores apresentado em média + DP. BIE +: Asmáticos com broncoconstricção induzida por exercício. BIE 

-:Asmáticos sem broncospasmo induzido por exercício; ACT: Asthma Control Test (Teste de Controle da Asma); 

VEF1:Volume expiratório forçado no primeiro segundo; VEF1 HVE: Redução do volume expiratório forçado no primeiro 

segundo após broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica. * teste t de Student. 

 

 Durante o protocolo de pesquisa, as condições ambientais no laboratório climatizado foram 

mantidas a uma temperatura média de 25,3 ± 1,56°C e uma umidade relativa do ar de 55,1 ± 3,3%. 

Em relação aos resultados obtidos no teste de espirometria e HVE, a água de banho do equipamento 

condensador teve uma temperatura média de 2,95 ± 1,35℃ e o volume médio de biofluido coletado 

foi de 5,26 ± 3,06ml. Para comparação entre os grupos de adolescentes com BIE (BIE+) e sem BIE 

(BIE -) foram analisados os espectros da RMN 1H das amostras do CAE antes da realização da HVE. 

Diferente das análises realizadas anteriormente na tese de doutorado de um dos membros de nosso 

grupo de pesquisa (RODRIGUES FILHO, 2019), agora aumentamos o número de amostras de 26 

para 44 participantes. 

 O modelo matabônomico foi obtido por LDA e identificou 8 variáveis (picos de sinais no 

espectro) distintas entre os dois grupos (Tabela 02), com uma acurácia de 82.7%, sensibilidade de 

82,1%, especificidade de 83,3%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 83,72% e valor preditivo 

negativo (VPN) igual a 82,22% 
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Tabela 02 - Análise da acurácia do modelo metabonômico antes do teste de hiperventilação voluntária 

eucápnica em adolescentes asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício.. 

 

BIE +: Asmáticos com broncoespasmo induzido por exercício. BIE -:Asmáticos sem broncoespasmo induzido por 

exercício. 

 

 Para comparar os metabólitos presentes no CAE antes e após o HVE, foi desenvolvido o 

modelo metabonômico a partir da regressão multivariada por OPLS-DA. Foram analisados os picos 

de intensidade localizados na região entre δ1,60 e 1,86 ppm, que foram considerados de interesse 

para o estudo (Chang-Chien,2021) 

. A partir dos modelos desenvolvidos realizamos a comparação do perfil de metabólitos 

presentes no CAE antes a após o HVE tanto nos pacientes asmáticos com BIE (figura 15A) como 

aqueles que não apresentaram broncoespasmo durante o teste (figura 15B). 

No gráfico da figura 15A a linha central refere-se ao componente principal, uma 

representação matemática dos sinais do espectro da RMN 1H dos metabólitos que melhor 

discriminam os metabólitos presentes no CAE pré e pós HVE. O componente principal foi calculado 

a partir da análise multivariada das intensidades dos sinais no espectro que melhor representaram as 

distinção (maior variância) entre as amostras, o objetivo foi transformar matematicamente os diversos 

sinais para uma única representação, permitindo uma melhor visualização dos padrões de cada 

amostra no gráfico.  

 

 

  

  Diagnóstico Clínico 

 BIE + BIE - 

MODELO 

METABONÔMIO 

BIE + 23 5 

BIE -  2 14 

Acurácia: 82.7%  
Sensibilidade: 82,1%     

Especificidade: 83,3% 

Valor preditivo positivo: 83,72%Valor 

preditivo negativo: 82,22%. 
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Figura 15 - Comparação do perfil de metabólitos presentes no CAE antes e após o teste da 

hiperventilação voluntária eucápnica nos adolescentes asmáticos com e sem BIE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
BIE +: Asmáticos com broncoespasmo induzido por exercício. BIE -:Asmáticos sem broncoespasmo induzido por 

exercício.. HVE: Hiperventilação voluntária eucápnica. 

  

Além disso, cada círculo da figura 15 representa uma amostra do CAE antes (círculos 

abertos) ou após (círculos sólidos) a HVE dos adolescentes avaliados. A proximidade da amostra com 

o componente principal, sugere semelhanças nos perfis de metabólitos presentes no CAE, enquanto 

a distância sugere diferenças.  

Desta forma, analisando apenas os adolescentes asmáticos com BIE, observamos na figura 

15A que a maior parte das amostras do CAE obtidas antes da HVE está deslocada para a direita, 

enquanto aquelas amostras obtidas pós HVE estão agrupadas a esquerda do gráfico. A análise de 

regressão multivariada por OPLS mostrou que o perfil de metabólitos presentes no CAE pré HVE é 

significativamente diferente daqueles pós HVE (p<0,001). 

Por outro lado, nos pacientes asmáticos sem BIE, tanto as amostras coletadas pré HVE como 

aquelas obtidas pós HVE estão agrupadas próximas ao componentes, não sendo possível identificar 

uma separação entre elas (Figura 15B). Realizando a mesma análise por OPLS-DA, não houve 

diferenças significativas nos perfis de metabólitos presentes no CAE antes ou após a HVE nos 

asmáticos sem BIE (p = 113). 

Esses resultados foram validados através do teste de permutação nos dois grupos de 

pacientes. O teste confirmou que há diferenças (p<0,001)  no perfil de metabólitos do CAE pré e pós 

HVE nos asmáticos com BIE (Figura 16A) e que não foi possível discriminar (p=0,195) as amostras 

pré e pós HVE dos asmáticos sem BIE (Figura 16B). 
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Figura 16 - Teste de validação por permutação da análise por OPLS-DA das amostras do condensado 

do ar exalado pré e pós HVE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2Y = modelagem da análise de regressão multivariada por OPLS;  Q2 = predição do teste de permutação. 

  

 Além do desenvolvimento dos modelos metabonômicos citados, também realizamos a 

investigação de possíveis metabólitos presentes no CAE responsáveis por essa discriminação entre 

os grupos de pacientes asmáticos com e sem BIE, observamos uma maior intensidade do pico do sinal 

na RMN 1H no deslocamento químico 1,92ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que 

apresentaram BIE, sugerindo a participação desse composto nas vias metabólicas envolvidas no 

mecanismo da broncocontricão (figura 17). 

 

Figura 17. Esquema proposto ilustrando as vias metabólicas dos metabólitos do CAE envolvidos 

com o mecanismo da broncoconstrição. 

 

 

 

 

 

  

Fonte: CHANG-CHIEN, 2021; YIP, 2021. 

A B Asmáticos com BIE Asmáticos sem BIE 
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   5   DISCUSSÃO 

 

Esse estudo investigou a potencial aplicação da análise metabonômica por RMN 1H para 

identificar alterações no perfil de metabólitos presentes no condensado do ar exalado antes e após a 

broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica em 44 adolescentes asmáticos, 25 deles 

com BIE. Até onde é do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo com esse objetivo a ser 

realizado.  

Nossos resultados demonstraram diferenças dos metabólitos presentes no CAE de 

adolescentes asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício (BIE) antes mesmo da 

realização da HVE, reforçando dados iniciais. Adicionalmente, observamos que as alterações nos 

metabólitos presentes do CAE após a manobra de HVE ocorreram apenas no grupo de pacientes com 

asma que desenvolveram BIE. 

A asma é uma doença heterogênea, geralmente caracterizada por inflamação crônica das vias 

respiratórias. Afetando mais de um quarto de bilhão de pessoas em todo o mundo, estima-se que 

ultrapassará 400 milhões de indivíduos até o ano de 2025. No Brasil, estima-se que a prevalência 

média de asma ativa seja de 18,5% em adolescentes (SOLÉ, 2015). 

A maioria dos pacientes que sofrem de asma crônica provavelmente experimentará um 

aumento temporário nos sintomas após exercício ou atividade física vigorosa, sendo esse o principal 

fator associado à suspeita do broncoespasmo induzido por exercício (BIE). Estima-se que o BIE 

ocorra em cerca de 40 a 90% dos pacientes asmáticos. Aproximadamente 50% das crianças com asma 

apresentam sintomas de BIE, uma condição conhecida por limitar a participação dessas crianças em 

atividades vigorosas (CORREIA JUNIOR, 2017).  

Dentre os adolescentes participantes em nosso estudo, identificamos prevalência de 55% de 

BIE, o que está de acordo com os dados observados em estudos anteriores (SILVA FILHO et al, 2015; 

DANTAS, 2014). No estudo de Lin (2019), foram avaliadas 149 crianças asmáticas, com idades 

acima de 5 anos, submetidas a teste de broncoprovocação em esteira, os resultados mostraram que 

52,5% desses pacientes apresentaram BIE. Previamente em nosso laboratório, observamos 

prevalência de 50% de BIE avaliando crianças e adolescentes asmáticos através do teste de 

broncoprovocação por HVE (SILVA FILHO, 2015).  

Os pacientes de ambos os grupos estudados, com BIE e sem BIE, não apresentaram 

diferenças nos valores basais do VEF1, com valores considerados aceitáveis ( > 70% do predito) em 

todos os casos. Apenas um adolescente apresentou valor basal de VEF1 com valor < 60% do predito, 

enquadrando-se em um dos critérios de exclusão para participação na pesquisa, sendo assim, o mesmo 

foi descontinuado do estudo. 
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A semelhança observada no VEF1 basal entre os dois grupos de asmáticos avaliados também 

foram descritas em outros estudos de nosso grupo (CORREIA JUNIOR., 2012; RODRIGUES 

FILHO, 2018). Motomura et al (2022), avaliando 184 crianças e adolescentes asmáticos submetidos 

ao teste de broncoprovocação por exercício em cicloergômetro, não observaram diferenças nos 

valores basais entre os participantes com ou sem BIE. 

Um dado importante observado em nossas avaliações foi que os pacientes apresentaram a 

maior queda no VEF1 dentro de 15 minutos após a HVE. Assim como em nossos achados, em estudos 

anteriores, foi relatado que a broncoconstrição geralmente acontecia dentro de 10-15 minutos e com 

recuperação completamente dentro de 30 minutos (CRAPO et al, 2000; JOHANSSON, 2016). Além 

disso, todos os participantes apresentaram uma boa tolerância a HVE, completando o teste durante 

os seis minutos da manobra, como preconizado, demonstrando a viabilidade e segurança do teste. 

O condensado do ar exalado (CAE), material coletado durante a expiração, através de uma 

técnica não invasiva, permite a obtenção de amostras do ar exalado pelos pacientes para análise. O 

CAE tem sido utilizado para avaliar a presença de biomarcadores, como substâncias inflamatórias e 

moléculas específicas, que podem fornecer informações importantes sobre a condição respiratória do 

indivíduo. Essa técnica tem se mostrado promissora em diversas áreas da medicina, especialmente no 

estudo de doenças respiratórias, como a asma, proporcionando uma forma mais fácil e menos 

desconfortável de avaliar a saúde pulmonar dos pacientes (KIERBIEDŹ-GUZIK e SOZAŃSKA, 

2023; POŁOMSKA e SOZAŃSKA, 2022; POŁOMSKA, BAR e SOZAŃSKA, 2021) 

Os biomarcadores mais frequentemente estudados no CAE são pH, citocinas e eicosanoides, 

incluindo 8-isoprostanos, cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs) e lipoxinas (Bannier, 2019). No estudo de 

coorte realizado por Kreißl (2021), acompanhando 135 crianças, observaram que o pH do CAE foi 

altamente sensível para identificar aquelas com maior risco de desenvolver asma na idade escolar. 

Outro estudo, que investigou o efeito do tratamento com corticosteróide inalado e prednisona oral, 

observou redução significativa de Cys-LTs no CAE de noventa e quatro crianças com exacerbação 

moderada a grave de asma. Esses achados demonstram o potencial do estudo dos componentes do 

CAE para avaliação, acompanhamento e compreensão dos mecanismos envolvidos nos processos 

inflamatórios e respostas ao tratamento da asma. 

Os Cys-LTs são mediadores inflamatórios produzidos por diversas células do sistema 

imunológico. Estudos mostraram que crianças asmáticas têm níveis elevados de Cys-LTs no CAE 

em comparação com crianças não asmáticas (POŁOMSKA, BAR e SOZAŃSKA, 2021; LINARES 

SEGOVIA, 2014) . Além disso, em casos de asma persistente, os níveis de Cys-LTs no CAE são mais 

altos do que na asma intermitente (KESKIN, 2016). Outros mediadores inflamatórios, como o 

leucotrieno B4 (LTB4), também têm sido investigados, e estudos mostraram que crianças asmáticas 

têm níveis mais elevados de LTB4 no CAE em comparação com crianças saudáveis (GELFAND, 
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2017). Além disso, pacientes atópicos tendem a apresentar concentrações mais altas de LTB4 em 

ambos os tipos de CAE coletados (TRISCHLER, 2015).  

São necessárias mais pesquisas para entender completamente o papel destes mediadores 

inflamatórios na asma, assim como a identificação dos mecanismos que precedem as suas formações, 

descrevendo, por exemplo, as vias metabólicas relacionadas. Assim, torna-se fundamental aprofundar 

o conhecimento através do estudo metabonômicos na asma e sua utilidade na compreensão dos seus 

diversos fenótipos, destacando o BIE, dada sua significativa prevalência dentre as crianças e 

adolescentes asmáticos. Desta forma, através do conhecimento sobre os componentes bioquímicos 

do CAE, a partir de uma padronização na coleta desse biofluído, temos mais possibilidades de 

entender algumas lacunas sobre os mecanismos de desenvolvimento do BIE e a resposta ao 

tratamento específico desses pacientes. 

Ainda não há uma padronização metodológica estabelecida para coleta do CAE nos 

pacientes asmáticos, apesar de dois abrangentes relatórios do Grupo de Trabalho da European 

Respiratory Society (ERS) e da American Thoracic Society (ATS) em 2005 e 2017, respectivamente  

(HORVÁTH, 2017; HORVÁTH,2005). 

Apesar de existirem equipamentos comercializados para realizar a coleta do CAE, como o 

Rtube TM (Respiratory Research Inc, Charlottesville, VA, Estados Unidos), o EcoScreen (Jaeger, 

Wurzburg, Alemanha), o Anacon (Biostec, Valência, Espanha) e o TurboDeccs (Italchil, Parma, 

Italia), nenhum deles está disponível em nosso país, aumentando demasiadamente o custo para 

aquisição. Dessa forma, customizamos um equipamento seguindo os padrões sugeridos por 

HORVATH, HUNT e BARNES (2005), para o qual reivindicamos a patente (Apêndice E), 

ampliando nossa possibilidade de pesquisas em nosso laboratório através do uso do CAE, 

considerando sua vantagem relacionada a facilidade da obtenção do biofluído com menos desconforto 

para as crianças e adolescentes. 

Em nosso estudo, utilizando o condensador customizado, conseguimos manter o tubo de 

silicone submerso na água com temperatura média de 2,95 ± 1,35℃ e o volume médio de biofluido 

coletado foi de 5,26 ± 3,06ml. Entendemos que a temperatura pode influenciar na concentração e na 

quantidade de compostos presentes no CAE (ZAMURUYEV, 2018), dessa forma padronizamos o 

mesmo procedimento metodológico em todas as coletas realizadas, com o objetivo de não causar viés 

na obtenção de dados. 

O processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi padronizado. Para 

verificar uma possível interferência nos resultados, realizamos análises metabonômicas de 10 

amostras de 5ml de água destilada que foram coletadas nos tubos de silicone após o processo de 

higienização. Não verificamos resíduos que alterassem o perfil metabonômico nos espectros obtidos 

pela RMN 1H das amostras. 
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Embora diversos estudos tenham avaliado os componentes do CAE em pacientes asmáticos 

através da RMN 1H  (IBRAHIM et al, 2013; SINHA et al, 2012; CARRARO et al, 2007), não 

encontramos estudos com esse perfil de análise especificamente no fenótipo com BIE.  

Amostras de condensado do ar exalado de 82 adultos com asma e 35 voluntários saudáveis  

foram analisadas no estudo de Ibrahim (2013) usando RMN 1H. Os autores desenvolveram  modelo 

discriminatório baseado em cinco regiões espectrais, que conseguiu distinguir com sucesso os 

asmáticos dos controles saudáveis. Além disso, foi possível discriminar subgrupos dos pacientes  

asmáticos com base em características como eosinofilia, neutrofilia, controle da asma e uso de 

corticosteroides inalatórios. 

Motta  (2014) coletaram amostras do CAE de um grupo de 35 pacientes asmáticos e 35 

indivíduos saudáveis com dois condensadores comerciais operando a -27,3 °C e -4,8 °C. Os 

resultados do estudo mostraram que os modelos a diferentes temperaturas, independentemente da 

análise espectral, classificaram corretamente os pacientes asmáticos e saudáveis. Os metabólitos que 

melhor distinguem os dois grupos de participantes foram: succinato, hippurato, piruvato, metanol, 

ácido graxo saturado, valina, fenilalanina, trimetilamina, acetato, ácido urocânico, etanol, 4-

hidroxifenilacetato, adenosina, propionato, formato, colina/fosforilcolina e lactato. Esses metabólitos 

apresentaram diferenças significativas nas concentrações entre os grupos, possibilitando a correta 

classificação das amostras, independentemente da temperatura de condensação do CAE. 

No estudo de Carraro (2007), foi realizada uma análise metabolômica utilizando a técnica 

de RMN 1H no condensado do ar exalado de vinte e cinco crianças com asma alérgica controlada e 

onze crianças saudáveis. A análise das informações obtidas a partir dos espectros apresentou uma 

taxa de discriminação significativa, alcançando acurácia de aproximadamente de 86%. As variáveis 

de RMN 1H selecionadas revelaram a presença de compostos acetilados na região de 1,7 a 2,2 ppm. 

Próximo a essa faixa de frequência (1,86 a 1,92 ppm), também identificamos diferença significativa 

nos espectros obtidos no CAE dos adolescentes asmáticos com BIE antes e após o HVE, o que sugere 

que os compostos acetilados podem apresentar papel importante no mecanismo da broncocontrição 

nesse grupo de pacientes. 

Em outro estudo realizado por Carraro (2013), com 42 crianças e adolescentes asmáticos e 

15 não asmáticos, utilizando análise dos metabólitos através da espectrometria de massas no CAE 

dos participantes, foram diferenciados vários fenótipos de asma, com foco especial na asma grave. 

Nessa pesquisa, foram identificados compostos associados ao ácido retinóico, adenosina e vitamina 

Do que mostraram relevância na distinção dos diferentes grupos. 

Maniscalco (2017) investigará o perfil metabólico, utilizando a RMN 1H, de 3 grupos de 

indivíduos: obesos com asma, obesos não-asmáticos e asmáticos não obesos.  Os autores, assim como 

em nosso estudo, realizaram a coleta do CAE após o teste de broncoprovocação, porém utilizando o 



61 

 

 

estímulo direto com metacolina. Foram relatados envolvimento das vias metabólicas do piruvato, 

metano, glioxilato e dicarboxilato em amostras de CAE dos adultos com fenótipo de asma relacionada 

à obesidade.  

O acetato foi descrito nas possíveis vias metabólicas que discriminam as crianças com asma 

no estudo de Chang-Chien (2021). Os autores demonstraram que a assinatura metabólica do CAE, 

baseada em RMN 1H, composta por 4 metabolitos (lactato, formato, ácido butírico e isobutirato), teve 

propriedades discriminativas no diagnóstico da asma em crianças asiáticas em uma coorte 

populacional. Particularmente a associação do butirato com a hiperreatividade nas asma  tem sido 

descrita de diversos estudos (YIP, 2021; THEILER, 2019; CAIT, 2018) 

Em nosso estudo, analisando os espectros de RMN 1H nas amostras do CAE coletadas antes 

da HVE nos asmáticos com BIE, observamos maior intensidade do sinal relacionado ao acetato 

quando comparadas às amostras dos adolescentes sem BIE. Sugerindo a participação do acetato nos 

mecanismos envolvidos no BIE (Figura 17).  

Apoiando essa especulação, identificamos que os sinais relacionados aos compostos 

acetilados, na comparação pré e pós HVE, aumentaram apenas no grupo de asmáticos com BIE, 

permanecendo inalterados naqueles que não desencadearam a bronconstrição durante o teste (BIE-). 

Observando a figura 16, identificamos que o acetato pode ser produzido a partir da 

degradação do piruvato em formato e butirato, ambos compostos são mencionados como 

moduladores do mecanismo inflamatório e de contração do músculo liso das vias aéreas. (CHANG-

CHIEN, 2021; RODUIT, 2019; RON-HARE, 2016; GREENWALD, 2010; GASTON, 1998) 

Algumas considerações metodológicas que podem ser levadas em conta, como a temperatura 

da mistura de água e gelo maior que 0℃, impossibilitando a coleta de maiores quantidades de 

compostos voláteis; o processo de limpeza do equipamento que não passou por esterilização por 

temperatura (HORVATH, HUNT & BARNES, 2005). Também não realizamos a mensuração do pH 

do CAE no momento da coleta. No entanto, esses fatores não influenciaram os resultados, pois os 

procedimentos metodológicos foram realizados de maneira igual em todos os pacientes, desde do 

teste de função pulmonar, a realização do teste de broncoprovocação por HVE, o dispositivo para 

coleta do CAE e o processo de limpeza dos equipamentos utilizados. 

Além disso, realizamos as análises de 10 amostras de água destilada que foram introduzidas 

no tubo de silicone do condensador após a higienização e não foram identificados alterações do 

espectro da RMN 1H nessas amostras, demonstrando que o processo de limpeza não interferiu em 

nossos resultados. Observamos também que, mesmo com temperatura no dispositivo condensador 

não atingindo valores abaixo de 0℃, foi possível identificar alterações dos espectros de RMN 1H nas 

amostras do CAE dos participantes, indicando mudanças nos perfis metabonômicos. 



62 

 

 

Outra observação relacionada aos procedimentos é que sabemos que um maior número de 

repetições das manobras de expiração forçada para avaliação do VEF1 basal pode predispor o 

brocoespasmo antes mesmo da HVE. Contudo, em todos os participantes do nosso estudo o VEF1 

pré teste de broncoprovocação foi obtido com 3 ou 4 manobras espirométricas.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Utilizamos a hiperventilação voluntária eucápnica como método de diagnóstico do BIE, 

considerando sua viabilidade, praticidade, reprodutibilidade e ausência de desconforto significativo 

para os participantes, fatores importantes para avaliação em adolescentes asmáticos. 

Além disso, empregamos a coleta do condensado do ar exalado como método de obtenção 

do biofluído da vias aéreas para análise matabonômica. Visamos as vantagens dessa técnica por ser 

segura, relativamente simples e permitir coletas repetidas de forma não invasiva e, para tornar viável, 

desenvolvemos a construção de um equipamento condensador simples e de baixo custo.  

Nossos resultados oferecem insights que podem ajudar a compreender melhor os 

mecanismos do broncoespasmo induzido pelo exercício (BIE) em adolescentes asmáticos. A 

identificação do acetato como metabólito relevante nas vias metabólicas associadas à 

broncoconstrição sugere que essa molécula desempenha papel crucial na resposta inflamatória das 

vias aéreas durante o exercício físico. Ao compreender o papel específico do acetato nessas vias 

metabólicas, podemos avançar no entendimento dos mecanismos subjacentes ao BIE em pacientes 

asmáticos. Essa descoberta pode orientar futuras pesquisas e o desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas mais direcionadas, proporcionando melhor gerenciamento e tratamento personalizado 

para o BIE nesse grupo de pacientes asmáticos. 
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  (PARA 

MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolução 466/12)  

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM SAÚDE DA CRIANÇA E DO ADOLESCENTE 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MAIORES DE 18 

ANOS OU EMANCIPADOS - Resolução 466/12)  

Convidamos o (a) você para participar como voluntário (a) da pesquisa “Metabonômica e dosagem 

de citocinas no condensado do ar exalado – estudo exploratório para avaliar diferenças entre 

indivíduos asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício”. Esta pesquisa é da 

responsabilidade do pesquisador EDIL DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional 

de Educação Física, Mestre em  Ciências da Saúde), residente na Av . Presidente Kennedy, nº7995, 

Candeias, Jaboatão dos Guararapes/PE – CEP: 54440-480, telefones: (81)997484466, e-mail: 

edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientação do PROF. DR. JOSÉ ÂNGELO RIZZO (Médico 

Pneumologista), telefone: (81) 986994098, e-mail: jarizzo@hotlink.com.br 

  Este Termo de Consentimento pode conter alguns tópicos que o/a senhor/a não entenda. 

Caso haja alguma dúvida, pergunte à pessoa que está lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja 

bem esclarecido (a) sobre tudo que está respondendo. Após ser esclarecido (a) sobre as informações 

a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, 

que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em caso de recusa 

você não será penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que você tem o direito de retirar 

o consentimento e desistir da sua participação em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.  

 

 

 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos químicos presentes no condensado 

do ar expirado em adolescentes asmáticos após teste de provocação por hiperventilação voluntária 

eucápnica.  Nesta pesquisa queremos comparar os componentes que existem no condensado da 

respiração, antes e depois dos testes respiratórios.  
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Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu médico para 

avaliar se seus brônquios estão apertados serão feitas algumas perguntas sobre seu tratamento e se 

você teve gripe ou crise de asma nas últimas 4 semanas, em seguida você será convidado a participar 

da pesquisa e o que você irá fazer será explicado para você. Você só continuará na pesquisa se os 

seus brônquios não estiverem apertados, se não tiver tido crise ou gripe nas últimas 4 semanas, se não 

estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.  

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas dúvidas com o pesquisador você deve assinar este 

termo concordando em participar da pesquisa (Lembre: você pode desistir de participar a qualquer 

momento sem nenhum prejuízo para seu atendimento nos ambulatórios). Em seguida você irá 

responder a um questionário com 7 perguntas, depois fará um teste alérgico em que algumas gotinhas 

serão depositadas no seu braço e uma pequena picada com uma lanceta será feita na sua pele através 

das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar alguma dor mas em geral não sai sangue. 

Depois disso, será tirado 10ml (1 colher das de sopa) de sangue de uma veia do seu braço para análise. 

A picada da agulha dói um pouco e às vezes fica arroxeado no local da picada. 

Estes exames são realizados na avaliação inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste 

caso, fazem parte da pesquisa também.  

Você deverá comparecer em um segundo dia ao serviço (combinado entre você e o 

pesquisador) para a realização do restante dos exames. 

Neste segundo dia, em primeiro lugar você fará um exame respirando pela boca 

normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substância no ar que você expira, 

chamada Óxido Nítrico. Depois você irá novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente, 

durante 10 minutos para coletar a água que normalmente sai com sua respiração. Depois disso você 

irá fazer nova espirometria (exame do sopro) e sua participação vai continuar somente se seus 

brônquios não estiverem apertados. depois você realizará um teste chamado hiperventilação. Você 

irá respirar rápido, pela boca, ar que vem de um balão através de um bocal. O examinador irá estimular 

você a manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer sensação de aperto 

nos brônquios e de falta de ar. Você pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se 

for detectado que você está com os brônquios apertados e isso estiver lhe causando desconforto, isto 

pode ser interrompido com a aplicação de uma medicação que atua rapidamente. Depois desse teste, 

você irá realizar novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a água de 

sua respiração. 

Os participantes terão de comparecer ao ambulatório de espirometria em dois dias diferentes 

e os resultados em forma de relatório serão entregues para levar para o médico assistente que tomará 

as medidas que julgar necessárias para melhor tratar você. 
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As informações desta pesquisa são confidenciais e serão divulgadas apenas em reuniões ou 

revistas científicas, não havendo identificação dos voluntários, sendo assegurado o sigilo sobre a sua 

participação. Os dados coletados nesta pesquisa ficarão armazenados em pastas de arquivo de 

computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereço acima informado, pelo 

período de mínimo 5 anos. 

Você não pagará nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas 

para a sua participação serão assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e 

alimentação). Fica também garantida a indenização em casos de danos, comprovadamente 

decorrentes da participação na pesquisa, conforme decisão judicial ou extrajudicial. Em caso de 

dúvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, você poderá consultar o Comitê de Ética em 

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º 

Andar, sala 4 - Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: 

cepccs@ufpe.br).  

___________________________________________________ 

(assinatura do pesquisador) 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO VOLUNTÁRIO (A) 

Eu, _____________________________________, CPF _________________, abaixo assinado, após 

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter 

esclarecido as minhas dúvidas com o pesquisador responsável, concordo em participar do estudo 

pesquisa “Metabonômica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado – estudo 

exploratório para avaliar diferenças entre indivíduos asmáticos com e sem broncoespasmo 

induzido por exercício”, como voluntário (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) 

pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis 

riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupção de meu 

acompanhamento/ assistência/tratamento).  

 

 

 Local e data  ___________________________ 

Assinatura do Participante_____________________________________  

 

 

Impressão digital 

(opcional) 
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Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do 

voluntário em participar. (02 testemunhas não ligadas à equipe de pesquisadores):  

Nome:  Nome: 

Assinatura:  Assinatura:  
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APÊNDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA 

RESPONSÁVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolução 466/12) 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM SAÚDE DA CRIANÇA E DO ADOLESCENTE 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA RESPONSÁVEL 

LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolução 466/12) 

Solicitamos a sua autorização para convidar o (a) seu/sua filho (a) {ou participante que está sob sua 

responsabilidade} para participar como voluntário (a) da pesquisa “Metabonômica e dosagem de 

citocinas no condensado do ar exalado – estudo exploratório para avaliar diferenças entre 

indivíduos asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício.”. Esta pesquisa  é da 

responsabilidade do pesquisador EDIL DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional 

de Educação Física, Mestre em  Ciências da Saúde), residente na Av . Presidente Kennedy, nº7995, 

Candeias, Jaboatão dos Guararapes/PE – CEP: 54440-480, telefones: (8197484466, e-mail: 

edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientação do PROF. DR. JOSÉ ÂNGELO RIZZO (Médico 

Pneumologista), telefone: (81) 86994098, e-mail: jarizzo@hotlink.com.br 

Este documento se chama Termo de Consentimento e pode conter alguns tópicos que o/a senhor/a 

não entenda. Caso haja alguma dúvida, pergunte à pessoa a quem está lhe solicitando, para que o/a 

senhor/a esteja bem esclarecido(a) sobre tudo que será feito. Após ser esclarecido (a) sobre as 

informações a seguir, no caso de aceitar que o (a) menor faça parte do estudo, rubrique as folhas e 

assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador 

responsável. Em caso de recusa, nem o (a) Sr.(a) nem o/a voluntário/a que está sob sua 

responsabilidade serão penalizados (as) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o 

consentimento da participação do (a) menor a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.  

 

 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos químicos presentes no condensado 

do ar expirado em adolescentes asmáticos após teste de provocação por hiperventilação voluntária 

eucápnica.  Nesta pesquisa queremos comparar os componentes que existem no condensado da 

respiração, antes e depois dos testes respiratórios.  
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Depois de fazer a espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo médico para avaliar 

se os brônquios estão apertados serão feitas algumas perguntas ao seu filho (a), sobre o tratamento e 

se teve gripe ou crise de asma nas últimas 4 semanas, em seguida ele será convidado a participar da 

pesquisa e o que ele irá fazer será explicado para ambos. Ele só continuará na pesquisa se os seus 

brônquios não estiverem apertados, se não tiver tido crise ou gripe nas últimas 4 semanas, se não 

estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.  

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas dúvidas com o pesquisador você deve assinar este 

termo concordando na participação do seu filho(a) na pesquisa (Lembre: você pode desistir de 

participar a qualquer momento sem nenhum prejuízo para seu filho (a) no atendimento nos 

ambulatórios). Em seguida ele irá responder a um questionário com 7 perguntas, depois fará um teste 

alérgico em que algumas gotinhas serão depositadas em seu braço e uma pequena picada com uma 

lanceta será feita na sua pele através das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar 

alguma dor mas em geral não sai sangue. Depois disso, será tirado 10ml (1 colher das de sopa) de 

sangue de uma veia do seu braço para análise. A picada da agulha dói um pouco e às vezes fica 

arroxeado no local da picada. 

Estes exames são realizados na avaliação inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste 

caso, fazem parte da pesquisa também.  

Ele deverá comparecer em um segundo dia ao serviço (combinado entre você e o 

pesquisador) para a realização do restante dos exames. 

Neste segundo dia, em primeiro lugar ele fará um exame respirando pela boca normalmente 

em um tubo durante 30 segundos para medir uma substância no ar que você expira, chamada Óxido 

Nítrico. Depois ele irá novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente, durante 10 minutos 

para coletar a água que normalmente sai com sua respiração. Depois disso ele irá fazer nova 

espirometria (exame do sopro) e sua participação vai continuar somente se seus brônquios não 

estiverem apertados. Depois ele realizará um teste chamado hiperventilação. Ele irá respirar rápido, 

pela boca, ar que vem de um balão através de um bocal. O examinador irá estimular ele para manter 

o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer sensação de aperto nos brônquios e 

de falta de ar. Ele pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se for detectado que 

você está com os brônquios apertados e isso estiver causando desconforto, isto pode ser interrompido 

com a aplicação de uma medicação que atua rapidamente. Depois desse teste, ele irá realizar 

novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a água de sua respiração. 

Os participantes terão de comparecer ao ambulatório de espirometria em dois dias diferentes 

e os resultados em forma de relatório serão entregues para levar para o médico assistente que tomará 

as medidas que julgar necessárias para melhor tratar você. 
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As informações desta pesquisa são confidenciais e serão divulgadas apenas em reuniões ou 

revistas científicas, não havendo identificação dos voluntários, sendo assegurado o sigilo sobre a sua 

participação. Os dados coletados nesta pesquisa ficarão armazenados em pastas de arquivo de 

computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereço acima informado, pelo 

período de mínimo 5 anos. 

Você não pagará nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas 

para a participação do seu/sua filho(a) {ou participante que está sob sua responsabilidade} serão 

assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentação). Fica também garantida a 

indenização em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa, conforme 

decisão judicial ou extrajudicial. Em caso de dúvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, 

você poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no 

endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, sala 4 - Cidade Universitária, Recife-PE, 

CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: cepccs@ufpe.br).  

___________________________________________________ 

(assinatura do pesquisador) 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO VOLUNTÁRIO (A) 

Eu, _____________________________________, CPF _________________, abaixo assinado, após 

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter 

esclarecido as minhas dúvidas com o pesquisador responsável, autorizo o meu/minha filho(a) {ou 

participante que está sob sua responsabilidade} a participar do estudo pesquisa “Metabonômica e 

dosagem de citocinas no condensado do ar exalado – estudo exploratório para avaliar 

diferenças entre indivíduos asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício”, como 

voluntário (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a 

pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes 

da participação do meu/minha filho(a) {ou participante que está sob sua responsabilidade}. Foi-me 

garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer 

penalidade (ou interrupção de meu acompanhamento/ assistência/tratamento).  

 

 

 Local e data  ___________________________ 

Assinatura do Participante_____________________________________  

 

 

Impressão digital 

(opcional) 
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Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do 

voluntário em participar. (02 testemunhas não ligadas à equipe de pesquisadores):  

Nome:  Nome: 

Assinatura:  Assinatura:  
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APÊNDICE C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA 

MENORES DE 07  A 18 ANOS - Resolução 466/12) 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM SAÚDE DA CRIANÇA E DO ADOLESCENTE 

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MENORES DE 07 A 18 

ANOS - Resolução 466/12) 

OBS: Este Termo de Assentimento do menor de 07 a 18 anos não elimina a necessidade da 

elaboração de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo 

responsável ou representante legal do menor.  

Convidamos você, após autorização dos seus pais [ou dos responsáveis legais] para participar como 

voluntário (a) da pesquisa “Metabonômica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado 

– estudo exploratório para avaliar diferenças entre indivíduos asmáticos com e sem 

broncoespasmo induzido por exercício.”. Esta pesquisa é da responsabilidade do pesquisador EDIL 

DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional de Educação Física, Mestre em  Ciências 

da Saúde), residente na Av . Presidente Kennedy, nº7995, Candeias, Jaboatão dos Guararapes/PE – 

CEP: 54440-480, telefones: (8197484466, e-mail: edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientação 

do PROF. DR. JOSÉ ÂNGELO RIZZO (Médico Pneumologista), telefone: (81) 86994098, e-mail: 

jarizzo@hotlink.com.br 

Este documento se chama Termo de Assentimento e pode conter algumas palavras que você 

não entenda. Se tiver alguma dúvida, pode perguntar à pessoa a quem está lhe entrevistando, para 

compreender tudo o que vai acontecer. Você não terá nenhum custo, nem receberá qualquer vantagem 

financeira. Você será esclarecido (a) sobre qualquer aspecto que desejar e estará livre para participar 

ou recusar-se. Após ler as informações a seguir, caso aceite participar do estudo, assine ao final deste 

documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Caso não 

aceite participar, não haverá nenhum problema se desistir, é um direito seu. Para participar deste 

estudo, o responsável por você deverá autorizar e assinar um Termo de Consentimento, podendo 

retirar esse consentimento ou interromper a sua participação a qualquer momento.  

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 
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O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos químicos presentes no condensado 

do ar expirado em adolescentes asmáticos após teste de provocação por hiperventilação voluntária 

eucápnica.  Nesta pesquisa queremos comparar os componentes que existem no condensado da 

respiração, antes e depois dos testes respiratórios.  

Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu médico para 

avaliar se seus brônquios estão apertados serão feitas algumas perguntas sobre seu tratamento e se 

você teve gripe ou crise de asma nas últimas 4 semanas, em seguida você será convidado a participar 

da pesquisa e o que você irá fazer será explicado para você. Você só continuará na pesquisa se os 

seus brônquios não estiverem apertados, se não tiver tido crise ou gripe nas últimas 4 semanas, se não 

estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.  

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas dúvidas com o pesquisador você deve assinar este 

termo concordando em participar da pesquisa (Lembre: você pode desistir de participar a qualquer 

momento sem nenhum prejuízo para seu atendimento nos ambulatórios). Em seguida você irá 

responder a um questionário com 7 perguntas, depois fará um teste alérgico em que algumas gotinhas 

serão depositadas no seu braço e uma pequena picada com uma lanceta será feita na sua pele através 

das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar alguma dor mas em geral não sai sangue. 

Depois disso, será tirado 10ml (1 colher das de sopa) de sangue de uma veia do seu braço para análise. 

A picada da agulha dói um pouco e às vezes fica arroxeado no local da picada. 

Estes exames são realizados na avaliação inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste 

caso, fazem parte da pesquisa também.  

Você deverá comparecer em um segundo dia ao serviço (combinado entre você e o 

pesquisador) para a realização do restante dos exames. 

Neste segundo dia, em primeiro lugar você fará um exame respirando pela boca 

normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substância no ar que você expira, 

chamada Óxido Nítrico. Depois você irá novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente, 

durante 10 minutos para coletar a água que normalmente sai com sua respiração. Depois disso você 

irá fazer nova espirometria (exame do sopro) e sua participação vai continuar somente se seus 

brônquios não estiverem apertados. depois você realizará um teste chamado hiperventilação. Você 

irá respirar rápido, pela boca, ar que vem de um balão através de um bocal. O examinador irá estimular 

você a manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer sensação de aperto 

nos brônquios e de falta de ar. Você pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se 

for detectado que você está com os brônquios apertados e isso estiver lhe causando desconforto, isto 

pode ser interrompido com a aplicação de uma medicação que atua rapidamente. Depois desse teste, 

você irá realizar novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a água de 

sua respiração. 
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Os participantes terão de comparecer ao ambulatório de espirometria em dois dias diferentes 

e os resultados em forma de relatório serão entregues para levar para o médico assistente que tomará 

as medidas que julgar necessárias para melhor tratar você. 

As informações desta pesquisa são confidenciais e serão divulgadas apenas em reuniões ou 

revistas científicas, não havendo identificação dos voluntários, sendo assegurado o sigilo sobre a sua 

participação. Os dados coletados nesta pesquisa ficarão armazenados em pastas de arquivo de 

computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereço acima informado, pelo 

período de mínimo 5 anos. 

Você não pagará nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas 

para a sua participação serão assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e 

alimentação). Fica também garantida indenização em casos de danos, comprovadamente decorrentes 

da participação na pesquisa, conforme decisão judicial ou extra-judicial. Em caso de dúvidas 

relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, você poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, sala 

4 - Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: 

cepccs@ufpe.br).  

___________________________________________________ 

(assinatura do pesquisador) 

 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO VOLUNTÁRIO (A) 

Eu, _____________________________________, CPF _________________, abaixo assinado, após 

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter 

esclarecido as minhas dúvidas com o pesquisador responsável, concordo em participar do estudo 

pesquisa “Metabonômica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado – estudo 

exploratório para avaliar diferenças entre indivíduos asmáticos com e sem broncoespasmo 

induzido por exercício”, como voluntário (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) 

pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis 

riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupção de meu 

acompanhamento/ assistência/tratamento).  

 

 

 

Impressão digital 

(opcional) 
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 Local e data  ___________________________ 

Assinatura do Participante_____________________________________  

 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do 

voluntário em participar. (02 testemunhas não ligadas à equipe de pesquisadores):  

Nome:  Nome: 

Assinatura:  Assinatura:  
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APÊNDICE D – PLANILHA DE TABULAÇÃO 

DIA 01 – data: 

NOME: No (Programa)  

Data Nasc: Nº Pesquisa  Prontuário  

IDADE (anos): PESO (kg): Altura (cm): IgE 

TOTAL 

HEMOGRAMA 

Hb______ 

Ht_______ 

Pqt ________ 

Eos _______ 

Neut ________ 

ESPIROMETRIA 

VEF1 

basal 

% pred VEF1 pós BD % pred 

PRICK TEST (mm) 

D. 

Pteronysinus. 

B tropicalis D. Farinae Fungos do ar (Alternaria SP, Cladosporium SP 

e Aspergillus SP)  

Controle negativo (sol. Salina 

isotônica)  

Controle positivo (Histamina 

1mg/ml) 

Epitélios 

de gato 

Epitélios 

de cão 

RESULTADO ACT MEDICAMENTOS EM USO 

Avaliação de sintomas respiratórios aos exercícios 

1º: Você já sentiu algum desconforto 

respiratório ao praticar exercícios? 

2º: Na prática de jogos, brincadeiras ou esportes, 

você ou sente algum desconforto ao respirar (falta 

de ar, tosse, dispneia, dor no peito, chiado no 

peito)? 

SIM  NÃO  SIM  NÃO  
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TESTE DE HIPERVENTILAÇÃO VOLUNTÁRIA EUCÁPNICA (dia 1) DIA 02 - DATA: 

FeNO Pré  

1- 

2- 

3 

FeNO Pós – 5’ 

1- 

2- 

3- 

FeNO Pós – 15’ 

1- 

2- 

3- 

FeNO Pós – 30’ 

1- 

2- 

3- 

VENTILAÇÃO 

TOT. COND. 

ºC1: UR1 VVM alvo (21x 

VEF1) 

 

Temp.Cond.  

VVm 1’- 2’- 3’- 4’- 5’- 6’- 

FUNÇÃO PULMONAR ANTES E DEPOIS DO TESTE (dia 2) 

 Basal 

(l/seg) 

%Pred 5’ % 10’ % 15’ % 30’ % Pós 

BD 

/ 

% 

VEF1            

  

VOLUME TOTAL CONDENSADO PRÉ: 

VOLUME TOTAL CONDENSADO PÓS:  

FeNO AMBIENTE:  

TESTE DE HIPERVENTILAÇÃO VOLUNTÁRIA EUCÁPNICA (dia 2) DIA 03 – DATA: 

ºC2: UR2 VVM alvo (21x VEF1)  

VVmin 1’- 2’- 3’- 4’- 5’- 6’- 
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FUNÇÃO PULMONAR ANTES E DEPOIS DO TESTE (dia 2) 

HVE Redução no VEF1 em % do basal  

tempo após teste (minutos) 

 Basal 

(l/seg) 

% 5’ % 10’ % 15’ % 30’ % Pós 

BD  

/ 

 % 

VEF1            
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APÊNDICE E – PATENTE EQUIPAMENTO PARA COLETA DO CONDENSADO DO AR 

EXALADO. 
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APÊNDICE F – ARTIGO ORIGINAL DA TESE 

 

 

 

 

ANÁLISE METABONÔMICA DO CONDENSADO DO AR EXALADO 

ANTES E APÓS BRONCOPROVOCAÇÃO POR HIPERVENTILAÇÃO 

VOLUNTÁRIA EUCÁPNICA EM ADOLESCENTES ASMÁTICOS. 

 

RESUMO 

 

Introdução: Este estudo objetivou analisar, por meio da Ressonância Magnética Nuclear de 

Hidrogênio (RMN 1H), os metabólitos no condensado do ar exalado (CAE) de adolescentes 

asmáticos, antes e após broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica (HVE). 

Métodos: A pesquisa, transversal e exploratória, recrutou 44 adolescentes diagnosticados com asma, 

de 10 a 20 anos, divididos em dois grupos: asmáticos com BIE (BIE +) e asmáticos sem BIE (BIE -).  

As amostras de biofluído foram submetidas à análise metabonômica por RMN 1H. Resultados: 

Observamos  perfis metabonômicos distintos entre os grupos BIE + e BIE - antes da HVE, com 

acurácia de 82,7%, sensibilidade de 82,1%, especificidade de 83,3%, valor preditivo positivo (VPP) 

de 83,72% e valor preditivo negativo (VPN) de 82,22%. No subgrupo BIE +, a análise de regressão 

multivariada da discriminante ortogonal por mínimos quadrados (OPLS-DA) destacou a separação 

entre metabólitos do CAE antes e após a HVE (p<0,05). Não houve alterações nos metabólitos do 

CAE após a broncoprovocação no grupo BIE -. Além disso, observou-se maior intensidade do pico 

de sinal em RMN 1H a 1,92 ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes com BIE. Conclusão: 

Houve uma discriminação no perfil de metabólicos do CAE entre os grupos asmáticos com e sem 

BIE antes da HVE. Apenas os asmáticos com BIE apresentaram mudanças significativas nos 

metabólitos do CAE após a broncoprovocação. O metabólito acetato, em maior intensidade nos com 

BIE, sugere uma via metabólica relacionada à resposta asmática ao exercício.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Asma; Broncoespasmo Induzido por Exercício; Condensado do Ar Exalado; 

Metabolômica. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, caracterizada por 

hiperresponsividade brônquica, obstrução das vias aéreas e sintomas respiratórios recorrentes como 

dispneia, sibilância, tosse e aperto no peito. Sua patogênese envolve uma complexa interação entre 

fatores genéticos e ambientais, que desencadeiam uma resposta inflamatória mediada por células e 

compostos como citocinas, quimiocinas e prostaglandinas. (GINA, 2023; KURUVILLA, 2019; 

PAVORD, 2018). 

 Trata-se de uma afecção respiratória que pode variar em gravidade e frequência dos 

sintomas, desde formas leves e esporádicas até casos graves e persistentes. Assim, caracteriza-se por 

ser heterogênea, apresentando diversos fenótipos nos quais podemos distinguir grupos de pacientes 

com características clínicas e fisiológicas semelhantes. A medicina de precisão busca direcionar o 

tratamento de acordo com o fenótipo específico do paciente, possibilitando uma abordagem mais 

personalizada e eficaz. (SCHOETTLER N, 2020; PAVORD, 2018) 

Uma análise direcionada aos componentes da inflamação das vias aéreas pode contribuir 

para uma melhor compreensão dos fenótipos da asma, porém essa avaliação é desafiadora devido à 

dificuldade de realizar testes funcionais e coletar amostras biológicas invasivas, como o lavado 

broncoalveolar (BAL) e a biópsia brônquica. Além disso, os marcadores séricos podem não refletir 

adequadamente a inflamação local das vias aéreas. O condensado do ar exalado (CAE) tem sido 

discutido como uma ferramenta de obtenção relativamente fácil, não invasiva e acessível para a coleta 

de uma ampla variedade de componentes do fluído de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS, 

2022; POŁOMSKA,2021) 

A obtenção segura e fácil do CAE tem despertado grande atenção (KIERBIEDŹ-GUZIK e 

SOZAŃSKA, 2023; LIKOŃSKA, 2023; POŁOMSKA e SOZAŃSKA , 2022; TAHAN, 2016;). Isso 

se deve ao desenvolvimento de técnicas sensíveis que permitem avaliar mínimas quantidades de 

biomarcadores provenientes do sistema respiratório, como citocinas, quimiocinas, metabólitos, 

leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, microRNAs e L-arginina, entre outras moléculas. 

(KIERBIEDŹ-GUZIK e SOZAŃSKA, 2023; LIKOŃSKA, 2023; POŁOMSKA e SOZAŃSKA, 

2022; TAHAN, 2016; STELMACH, 2016; BARRETO, ZAMBARDI, VILLA, 2015; NOBAKHT, 

2015; THOMAS, 2013).  A análise dessas substâncias pode desempenhar um papel crucial na 

compreensão dos mecanismos que envolvem os diferentes fenótipos da asma, como o broncoespasmo 

induzido por exercício (BIE), presente em cerca de 50% das crianças (DE AGUIAR, 2018; SILVA 

FILHO, 2015; CORREIA JUNIOR, 2012) 

O BIE é definido como um estreitamento transitório das vias aéreas inferiores associado ao 

exercício (KLAIN, 2021). Durante o exercício físico, ocorre um aumento da ventilação pulmonar e, 
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consequentemente, do fluxo de ar nas vias aéreas, levando a uma maior perda de água por evaporação 

na superfície das vias respiratórias (ANDERSON, DAVISKAS, 2000). Isso resulta em aumento da 

osmolaridade do fluido periciliar da mucosa, liberação de mediadores como leucotrienos, histamina 

e prostaglandinas que causam contração dos músculos lisos dos brônquios, maior produção de muco, 

aumento da permeabilidade microvascular e ativação dos nervos sensoriais, resultando em 

broncoconstrição e edema das vias aéreas. Além disso, fatores neurológicos também desempenham 

um papel na fisiopatologia do BIE, como a ativação direta de nervos sensoriais pelos estímulos 

osmóticos e a influência das prostaglandinas na sua ativação. (KLAIN, 2021; ANDERSON, 

DAVISKAS, 2000; PARSONS, 2013).  

Apesar de haver conhecimento sobre o mecanismo do BIE (RIZZO et al. 2021; BHATIA, 

ABU-HASAN e WEINBERGER, 2019; ANDERSON, 2010), não há clareza sobre as vias 

metabólicas envolvidas na sua fisiopatologia ou sobre as alterações dos metabólitos presentes nas 

vias aéreas dos asmáticos durante o exercício. (KLAIN, 2021; DE AGUIAR, 2018; PARSONS, 2013; 

SUBBARAO, 2006; PEDERSEN, 1995).  

Dada a importância da investigação dos mecanismos do BIE e em busca das respostas a 

esses questionamentos, estudos dos metabólitos através das substâncias presentes nas vias aéreas 

podem  contribuir para elucidar as lacunas que persistem. A metabonômica é uma abordagem 

analítica de alto rendimento que busca a compreensão abrangente do perfil metabólico em material 

biológico obtido de um organismo em seu estado natural ou em resposta a estímulos fisiológicos ou 

patológicos. Envolve a identificação e quantificação de pequenas moléculas (metabólitos) presentes 

em fluidos biológicos, como o CAE, utilizando técnicas analíticas avançadas, como espectrometria 

de massa e ressonância magnética nuclear. Em pacientes asmáticos, essa abordagem tem fornecido 

informações valiosas sobre a função metabólica e modificações bioquímicas nesse material (KISS, 

2023; FERRARO, 2020; STERK, 2019)  

Carraro(2013) utilizaram a análise da metabolômica do condensado do ar exalado para 

distinguir diferentes fenótipos da asma em crianças. Foram analisadas 42 crianças asmáticas, 

divididas em grupos de asma não grave e asma grave, além de um grupo de controle saudável. A 

análise dos metabólitos presentes no condensado permitiu uma distinção clara entre os grupos, 

incluindo a identificação precisa do fenótipo de asma grave. Compostos como ácido retinóico, 

adenosina e vitamina D foram importantes nessa distinção. 

Utilizando a espectroscopia de ressonância magnética nuclear para analisar amostras de 

CAE em pacientes com asma e voluntários sem afecções respiratórias, Ibrahim (2013) desenvolveu 

um modelo de classificação que permitiu distinguir os indivíduos asmáticos dos controles saudáveis, 

com uma precisão de 84%. O modelo foi validado externamente, com uma precisão de 91%. Além 
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disso, foram explorados modelos para identificar subgrupos de asmáticos com base na eosinofilia e 

neutrofilia no escarro, controle da asma e uso de corticosteróides inalados. 

É conhecido que a análise metabonômica do CAE em asmáticos se apresenta diferente dos 

não asmáticos (MOTTA, 2014; SINHA, 2012; CARRARO, 2007), no entanto não se sabe qual 

comportamento dos metabólitos presentes no CAE de adolescentes asmáticos que apresentam BIE 

durante a hiperventilação. Portanto, o objetivo desta pesquisa é analisar o perfil de 

metabólitos encontrados no condensado do ar exalado obtido antes e após o teste de 

broncoprovocação por HVE de adolescentes asmáticos com e sem resposta compatível com o 

diagnóstico de BIE. 

 

MÉTODO 

 

 Foi realizado um estudo transversal e exploratório no laboratório de Função Pulmonar 

localizado no serviço de pneumologia do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco. Todos os pais e responsáveis, assim como os participantes da pesquisa, assinaram o 

termo de consentimento de acordo com a regulação vigente no país. 

 Foram incluídos no estudo os adolescentes com idade entre 10 e 20 anos, de ambos os 

sexos, com diagnóstico de asma, criados a partir da demanda espontânea do próprio hospital, sem 

tratamento regular para a asma nas últimas 4 semanas que antecederam a realização dos testes. Foram 

excluídos os pacientes em tratamento para controle da asma, assim como aqueles com histórico de 

exacerbação de asma ou sintomas de infecção aguda de vias aéreas nas últimas 4 semanas que 

antecederam a realização dos testes. Os participantes com VEF1 basal menor que 60% do valor teórico 

previsto, incapazes de realizar as manobras necessárias para a espirometria, a hiperventilação 

voluntária eucápnica ou coleta do condensado do ar exalado também foram excluídos. 

 Foram registrados dados relacionados à idade, altura e peso, além de informações sobre os 

sintomas respiratórios apresentados nas quatros semanas antecedentes à avaliação. Após a avaliação 

antropométrica, foi realizado o teste espirométrico com resposta ao broncodilatador e, encerradas as 

avaliações do primeiro dia de coleta de dados, os participantes foram convidados para retornar ao 

serviço com 48h de intervalo para realizar o teste de broncoprovocação e coleta do CAE. 

A segunda avaliação foi realizada a coleta do CAE, durante 15 minutos, através do 

dispositivo criado e validado em nosso laboratório e solicitado patentes junto ao Instituto Nacional 

de Propriedade Industrial. Logo em seguida foi avaliado o VEF1 basal e realizado o teste de 

broncoprovocação por HVE por seis minutos, as medidas espirométricas do VEF1 foram repetidas 

após cinco, 10, 15 e 30 minutos do teste. 
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Para comparar o estado metabonômico no fluído das vias aéreas dos adolescentes após as 

manobras de broncoprovocação, uma nova coleta do CAE foi realizada durante o intervalo das 

avaliações do VEF1 entre 15 e 30 minutos. 

 O biofluido coletado foi armazenado no eppendorf de 1,5 ml e imediatamente transportado, 

num recipiente preenchido com gelo e isolado termicamente, para ser congelado e acondicionado a –

80oC em freezer e posteriormente foram realizadas as análises metabonômicas. 

  Durante o protocolo de pesquisa, as condições ambientais no laboratório climatizado foram 

mantidas a uma temperatura média de 25,3 ± 1,56°C e uma umidade relativa do ar de 55,1 ± 3,3%. 

Medidas Antropométricas e Idade  

O peso e a altura foram medidos em quilogramas e centímetros, respectivamente, utilizando 

balanças e estadiômetros calibrados (modelo Welmy W 200, fabricados em Santa Bárbara d'Oeste, 

São Paulo - Brasil). A idade foi determinada em anos, com arredondamento para o ano seguinte 

quando os meses ultrapassaram o segundo semestre do ano anterior. 

 

Coleta do condensado do ar exalado (CAE) 

 O condensado do ar exalado foi coletado através de um protótipo de dispositivo de 

condensação, que foi construído em nosso laboratório, conforme indicado no diagrama e nas fotos 

(Figura 01). 
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Figura 01 - Diagrama do equipamento para coleta do condensado do ar exalado. 

 

 

 

 

 

A:Tubo flexível silicone; B: Válvula unidirecional; C: Bocal para a respiração; D: Válvula unidirecional;  

E: Tubo submerso na mistura de água e gelo; F: Gelo; G: Saída do ar pelo tudo de silicone. 

 

Durante a coleta do CAE, o  paciente, com o nariz pinçado, realizou a respiração com ritmo 

basal através de um bocal estéril e descartável, conectado a uma válvula unidirecional que permitia a 

inspiração deu ar ambiente e a expiração para um tubo flexível de silicone atóxico, foi permitido 

interromper para deglutir ou expectorar a saliva, se necessário. O tubo flexível de silicone é submerso 

em um recipiente térmico que proporciona uma área maior de contato do tubo com uma solução 

contendo água e gelo, mantendo a temperatura próxima de zero grau Celsius. Esse resfriamento faz 

com que o líquido presente no ar exalado condense quando ao entrar em contato com as paredes 

resfriadas do tubo e, assim, permitindo sua coleta e armazenamento no eppendorf. A coleta do 

condensado foi realizada em dois momentos: imediatamente antes do teste de broncoprovocação (pré 

HVE) e quinze minutos após o teste (pós HVE). As amostras foram transportadas em recipientes com 

isolamento térmico e armazenadas a -80 graus Celsius no Departamento de Química Fundamental até 

o momento da análise metabonômica. 

Este equipamento foi validado através das análises metabonômicas no CAE de sete (07) 

indivíduos sem asma e sem histórico clínico de sintomas respiratórios relacionados à prática de 

atividades físicas, e os resultados foram comparados com os indivíduos asmáticos. Foi possível 

distinguir esses dois grupos através do modelo metabonômico, em concordância com achados da 

literatura.  

O processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi padronizado e, para 

verificar uma possível interferência nos resultados, realizamos análises metabonômicas de 10 

amostras de 5ml água destilada que foram coletadas nos tubos de silicone após o processo de 

higienização. Não verificamos resíduos no perfil metabonômico nos espectros obtidos pela RMN 1H 

nessas amostras. 
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Medida do volume expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1) 

O valor do VEF1 foi obtido por meio da espirometria e expresso em litros por segundo. 

Utilizamos o espirômetro MicroQuark (COSMED, Roma, Itália), que foi calibrado diariamente. A 

temperatura e umidade do ar no local do teste foram registradas com um termo-higrômetro. Os valores 

previstos para a referência foram os propostos por Pereira (PEREIRA, 2002). 

Os pacientes receberam instruções para realizar uma inspiração rápida e completa até 

atingirem a capacidade pulmonar total, seguida de uma expiração no bocal do espirômetro da forma 

mais rápida e completa possível, sendo estimulados verbalmente pelo examinador durante a execução 

da manobra. Seguimos os critérios de execução e aceitabilidade estabelecidos pelas Diretrizes para 

Testes de Função Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (PEREIRA, 2002), 

bem como os padrões internacionais definidos pela American Thoracic Society (MILLER., 2005). 

Para evitar interferência das manobras de expiração forçada nos resultados do VEF1 após a 

broncoprovocação por HVE, foram aceitas duas manobras semelhantes à manobra basal ou, em caso 

de redução no VEF1, duas manobras com curvas fluxo-volume semelhantes e com aspecto adequado 

na avaliação do pico de fluxo (PARSONS, 2013). 

O valor do VEF1 foi medido antes e aos cinco, 10, 15 e 30 minutos após a broncoprovocação. 

O BIE foi diagnosticado quando houve uma redução igual ou maior que 10% em relação ao valor 

basal do VEF1. A intensidade da redução no VEF1 em relação aos valores basais foi 

classificada como leve (>10% e <25%), moderada (≥25% e <50%) ou grave 

(>50%) (PARSONS et al., 2013). 

 

Teste de broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica (HVE) 

O teste foi conduzido através da hiperventilação de uma mistura de ar seco contendo 5% de 

dióxido de carbono (CO2), a fim de evitar a ocorrência de alcalose respiratória. Para essa finalidade, 

foi utilizado um equipamento desenvolvido e patenteado pelo nosso grupo de pesquisa. Os gases 

utilizados foram adquiridos na empresa White Martins (Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco - 

Brasil). A mistura foi armazenada em cilindros apropriados e liberada para um conjunto de sacos 

plásticos, dos quais os participantes inalaram o conteúdo por meio de um bocal e uma válvula 

unidirecional de baixa resistência (Laerdal®, Stavanger - Noruega). 

Durante o teste, os indivíduos foram instruídos a manter a taxa de ventilação alvo 

correspondente a 21 vezes o valor do basal (PARSONS, 2013) por um período de seis minutos. 
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A taxa de ventilação por minuto foi medida utilizando um ventilômetro analógico NSpire 

Wright Mark 8 (Nspire® Health Ltda - Reino Unido), e os pacientes foram constantemente 

estimulados a manter a taxa de ventilação alvo. Se necessário, os adolescentes podiam fazer 

pequenas pausas no teste para engolir a saliva acumulada ou tossir. Não houve interrupção do teste 

devido a desconforto respiratório severo por parte dos participantes durante a realização desse 

estudo. 

Análise metabonômica do condensado do ar exalado  

Todas as aquisições de espectros de RMN 1H foram realizadas em um espectrômetro Varian 

de 400 MHz a uma frequência de 1H de 400 MHz (Varian® - Califórnia - EUA). Todas as amostras 

do CAE congeladas foram descongeladas à temperatura ambiente e preparadas utilizando 630 µL de 

amostra e 70 µL de tampão de fosfato de sódio (0,2M Na2HPO4 em 10% de D2O, pH 7,0) e colocadas 

em tubos de RMN de 5 mm.  

Os procedimentos de aquisição seguiram os parâmetros: os espectros de RMN 

unidimensionais foram adquiridos com a supressão do sinal da água usando uma sequência de pulsos 

padrão (WET), com 14.522 pontos de dados em uma janela espectral de 5.186,7 Hz, tempo de 

aquisição igual a 1,4 s, 160 transientes, atraso de saturação igual a 3,0 s e temperatura de 22°C. O 

alargamento de linha utilizado foi de 1 Hz. 

Análise estatística 

O processamento dos dados espectrais foi realizado utilizando o programa MestReNova 12.0 

(MNova® - Califórnia - EUA , a região entre δ1,60 e 2,00 ppm foi dividida em 67 bins (cada um com 

0,004 ppm de largura) para usar o pico presente como estudo-alvo (Chang-Chien et al, 2021). A 

matriz foi construída com 92 linhas (casos) e 68 variáveis (bins dos espectros de RMN 1H mais a 

variável de classe) e, em seguida, foi submetida a análise multivariada, identificando 8 variáveis 

(picos de intensidade do sina da RNM) significativos. 

 A análise multivariada dos dados espectrais foi realizada obedecendo o seguinte: 

Primeiramente, três matrizes foram criadas:  

• Uma matriz para todas as amostras coletadas antes o teste de broncoprovocação por HVE 

(pré HVE), comparação entre casos positivos e negativos para o diagnóstico de BIE. 

• Uma matriz para todos os casos positivos de BIE, comparação das amostras coletadas antes 

e após o teste  de broncoprovocação por HVE. 

• Uma matriz para todos os casos negativos de BIE, comparação das amostras coletadas 

antes e após o teste  de broncoprovocação por HVE. 
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Os conjuntos de dados foram pré-processados utilizando normalização por soma (em linha) 

e escalonamento automático (variáveis). Em seguida, foram empregados formalismos de PCA 

(Análise de Componentes Principais) e Análise Discriminante Ortogonal por Mínimos Quadrados 

(OPLS-DA), usando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0 (Edmonton - Alberta - Canadá). Os 

modelos de metabonômica foram validados utilizando Validação Cruzada Leave-One-Out (LOOCV) 

e teste de permutação, com 2000 permutações. 

O componente principal foi calculado a partir da análise multivariada das intensidades dos 

sinais no espectro que melhor representaram as distinção (maior variância) entre as amostras, o 

objetivo foi transformar matematicamente os diversos sinais para uma única representação, 

permitindo uma melhor visualização dos padrões de cada amostra no gráfico. Cada circulo do gráfico 

representa uma amostra do CAE antes (círculos abertos) ou após (círculos sólidos) a HVE dos 

adolescentes avaliados. A proximidade da amostra com o componente principal, sugere semelhanças 

nos perfis de metabólitos presentes no CAE, enquanto a distância sugere diferenças.  

 

Os dados gerais foram processados e analisados utilizando o programa Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS), versão 20.0. Inicialmente, os dados foram inseridos no pacote 

estatístico SPSS por meio de digitação dupla, e foram verificadas possíveis inconsistências. Para 

caracterizar a amostra, os dados passaram por teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a 

distribuição normal e, na comparação das variáveis independentes contínuas, foi utilizado o teste t de 

Student 

Para comparação entre os grupos dos pacientes com e sem BIE foi utilizado o diagnóstico 

clínico (VEF1 < 10% no teste de broncoprovocação) e o modelo metabonômico desenvolvido através 

da Análise Discriminante Linear (LDA) dos metabólitos presentes nas amostras do CAE obtidas antes 

da HVE.  

O modelo metabonômico da LDA foi desenvolvido através software Statistica 10.0 e 

validado por meio da Validação Cruzada Leave-One-Out (LOOCV), identificando 8 picos de sinais 

do espectro da RMN 1H discriminantes dos 44 participantes, identificando aqueles com BIE e sem 

BIE. 

Foi realizada a comparação do perfil metabonômico das amostras do CAE coletas antes e 

após o HVE (análise intragrupo) a partir da análise exploratória através da Análise dos componentes 

principais (PCA). Em seguida, foi utilizada a regressão multivariada por Análise Discriminante 

Ortogonal por Mínimos Quadrados (OPLS-DA). Para realizar as análises PCA e OPLS-DA, foi 

utilizada a plataforma online MetaboAnalyst 4.0.  
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A validação estatística foi obtida pelo teste de permutação, com 2000 permutações. Esse 

teste foi utilizado para avaliar se a classificação específica dos indivíduos em dois grupos designados 

é significativamente melhor do que qualquer outra classificação aleatória em dois grupos arbitrários. 

Nesse teste, os rótulos de classe de BIE positivo e BIE negativo foram permutados, ou seja, 

aleatoriamente designados para diferentes indivíduos. Com os rótulos de classe "errados", um novo 

modelo de classificação foi calculado. A ideia por trás do teste de permutação é que, com os rótulos 

de classe errados, o modelo de classificação recém-calculado não deve ser capaz de prever as classes 

com precisão. 

RESULTADOS 

 

 

Foram recrutados quarenta e cinco adolescentes asmáticos de ambos os sexos, com idades 

entre 10 e 20 anos, que não estavam em tratamento regular nas quatro semanas anteriores aos testes. 

Contudo, após a triagem inicial, um dos adolescentes foi excluído da amostra por apresentar um valor 

de VEF1 basal inferior a 60% do valor teórico previsto e, por esse motivo, foi excluído do grupo de 

amostra.  

Dos 44 pacientes, vinte e três (54,73%) apresentaram resultado positivo para BIE após a 

broncoprovocação por HVE (BIE+). 

Os dados gerais desses participantes estão apresentados na tabela 01. A amostra foi 

homogênea quanto a idade, peso, altura, sexo, e VEF1 basal entre os grupos dos pacientes com teste 

positivo (BIE+) e negativo (BIE-) para broncoespasmo induzido por HVE. Os asmáticos com BIE 

apresentaram uma redução média de 25,13 + 14,9 no VEF1 após a manobra de hiperventilação 

voluntária eucápnica. Na última avaliação espirométrica, 30 minutos após o teste de 

broncoprovocação, todos os participantes apresentaram um VEF1  próximo (< 10% de diferença) ao 

valor basal. 

 

 

Grupo BIE + 

(n= 25) 

BIE – 

(n=19) 
Valor de P* 

Idade (anos) 12,7 + 3,0 15,0 + 3,2 0,74 

Peso (kg) 46,8 + 14,4 63,8 + 21,8 0,54 

Altura (cm) 151,4 + 14,0 153,79 + 39,9 0,73 
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Sexo masculino n (%) 12 (52,2%) 11 (57,9%) 0,45 

VEF1 basal (l/seg) 2,38 + 0,7 3,33 + 0,9 0,77 

VEF1 basal  (% do predito) 91,6 + 15,3 99,0 + 15,9 0,73 

VEF1 HVE (% basal) -25,13 + 14,9 -4,37 +  3,6 <0,001 

 

Tabela 01 -  Dados gerais da amostra. 

Valores apresentado em média + DP. BIE +: Asmáticos com broncoconstricção induzida por exercício. BIE -: Asmáticos 

sem broncospasmo induzido por exercício; ACT: Asthma Control Test (Teste de Controle da Asma); VEF1:Volume 

expiratório forçado no primeiro segundo; VEF1 HVE: Redução do volume expiratório forçado no primeiro segundo após 

broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica. * teste t de Student. 

  

 Em relação aos resultados obtidos no teste de espirometria e HVE, a água de banho do 

equipamento condensador teve uma temperatura média de 2,95 ± 1,35℃ e o volume médio de 

biofluido coletado foi de 5,26 ± 3,06ml.  

 

 A análise do perfil metabonômico desenvolvido através da Análise Discriminante Linear 

(LDA) antes do HVE foi capaz de discriminar BIE com bons valores psicométricos (Tabela 02). 

 

 

Tabela 02 - Análise da acurácia do modelo metabonômico antes do teste de hiperventilação voluntária 

eucápnica em adolescentes asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício. 

 

  Diagnóstico Clínico 

 BIE + BIE - 

Modelo 

Metabonômico 

BIE + 23 5 

BIE -  2 14 

Acurácia: 82.7%  Sensibilidade: 82,1%     
Especificidade: 83,3% 

Valor preditivo positivo: 83,72%

 Valor preditivo negativo: 

82,22%. 
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BIE +: Asmáticos com broncoespasmo induzido por exercício. BIE -:Asmáticos sem broncoespasmo induzido por 

exercício. 

 

  A partir dos modelos desenvolvidos realizamos a comparação do perfil de metabólitos 

presentes no CAE antes a após o HVE tanto nos pacientes asmáticos com BIE (figura 02A) como 

aqueles que não apresentaram broncoespasmo durante o teste (figura 02B).  Os pacientes com BIE 

apresentaram diferenças no perfil de metabólitos em comparação ao basal considerando o mesmo 

grupo. Não houve diferenças entre os asmáticos sem BIE em relação ao basal no mesmo grupo 

(figuras 02A e 02B) 

 

 

 

 

 

 

Figura 02 - Comparação do perfil de metabólitos presentes no CAE antes e após o teste da 

hiperventilação voluntária eucápnica nos adolescentes asmáticos com e sem BIE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BIE +: Asmáticos com broncoespasmo induzido por exercício. BIE -:Asmáticos sem broncoespasmo induzido por 

exercício. HVE: Hiperventilação eucápnica voluntária. Análise por OPLS, a linha central refere-se ao componente 

principal, uma representação matemática dos sinais do espectro da RMN 1H dos metabólitos que melhor discriminam os 

metabólitos presentes no CAE pré e pós HVE. 
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  No gráfico da figura 02A a linha central refere-se ao componente principal, uma 

representação matemática dos sinais do espectro da RMN 1H dos metabólitos que melhor 

discriminam os metabólitos presentes no CAE pré e pós HVE. 

 Desta forma, analisando apenas os adolescentes asmáticos com BIE, observamos na figura 

02A que a maior parte das amostras do CAE obtidas antes da HVE está deslocada para a direita, 

enquanto aquelas amostras obtidas pós HVE estão agrupadas a esquerda do gráfico. A análise de 

regressão multivariada por OPLS mostrou que o perfil de metabólitos presentes no CAE pré HVE é 

significativamente diferente daqueles pós HVE (p<0,001). 

          Por outro lado, nos pacientes asmáticos sem BIE, tanto as amostras coletadas pré HVE como 

aquelas obtidas pós HVE estão agrupadas próximas ao componentes, não sendo possível identificar 

uma separação entre elas (Figura 04B). Realizando a mesma análise por OPLS-DA, não houve 

diferenças significativas nos perfis de metabólitos presentes no CAE antes ou após a HVE nos 

asmáticos sem BIE (p = 113). 

 Esses resultados foram validados através do teste de permutação nos dois grupos de 

pacientes. O teste confirmou que há diferenças (p<0,001)  no perfil de metabólitos do CAE pré e pós 

HVE nos asmáticos com BIE e que não foi possível discriminar (p=0,195) as amostras pré e pós HVE 

dos asmáticos sem BIE. 

  Foi observada uma maior intensidade do pico do sinal na RMN 1H no deslocamento 

químico 1,92ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que apresentaram BIE, sugerindo a 

participação desse composto nas vias metabólicas envolvidas no mecanismo da broncocontricão . 

 

DISCUSSÃO 

 

Esse estudo investigou a potencial aplicação da análise metabonômica por RMN 1H para 

identificar alterações no perfil de metabólitos presentes no condensado do ar exalado antes e após a 

broncoprovocação por hiperventilação voluntária eucápnica em 44 adolescentes asmáticos, 25 deles 

com BIE. Até onde é do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo com esse objetivo a ser 

realizado.  

Nossos resultados demonstraram diferenças dos metabólitos presentes no CAE de 

adolescentes asmáticos com e sem broncoespasmo induzido por exercício (BIE) antes mesmo da 

realização da HVE. Adicionalmente, observamos que as alterações nos metabólitos presentes do CAE 

após a manobra de HVE ocorreram apenas no grupo de pacientes com asma que desenvolveram BIE. 

A análise espectral permitiu identificar um grupamento que parecer ser o acetato naqueles com BIE. 
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O condensado do ar exalado (CAE) é um material coletado durante a expiração, através de 

uma técnica não invasiva. Esse método permite a obtenção de amostras do ar exalado pelos pacientes 

para análise. O CAE tem sido utilizado para avaliar a presença de biomarcadores, como substâncias 

inflamatórias e moléculas específicas, que podem fornecer informações importantes sobre a condição 

respiratória do indivíduo. Essa técnica tem se mostrado promissora em diversas áreas da medicina, 

especialmente no estudo de doenças respiratórias, como a asma, proporcionando uma forma mais 

fácil e menos desconfortável de avaliar a saúde pulmonar dos pacientes (KIERBIEDŹ-GUZIK e 

SOZAŃSKA, 2023; POŁOMSKA e SOZAŃSKA, 2022; POŁOMSKA, BAR e SOZAŃSKA, 2021) 

Os biomarcadores mais frequentemente estudados no CAE são pH, citocinas e eicosanóides, 

incluindo 8-isoprostanos, cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs) e lipoxinas (Bannier, 2019). No estudo de 

coorte realizado por Kreißl  (2021), acompanhando 135 crianças, observaram que o pH do CAE foi 

altamente sensível para identificar aquelas com maior risco de desenvolver asma na idade escolar. 

Outro estudo, que investigou o efeito do tratamento com corticosteróide inalado e prednisona oral, 

observou uma redução significativa de Cys-LTs no CAE de noventa e quatro crianças com 

exacerbação moderada a grave de asma. Esses achados demonstram o potencial do estudo dos 

componentes do CAE para avaliação, acompanhamento e compreensão dos mecanismos envolvidos 

nos processos inflamatórios e respostas ao tratamento da asma. 

Os Cys-LTs são mediadores inflamatórios produzidos por diversas células do sistema 

imunológico. Estudos mostraram que crianças asmáticas têm níveis elevados de Cys-LTs no CAE 

em comparação com crianças não asmáticas (POŁOMSKA, BAR e SOZAŃSKA, 2021; LINARES 

SEGOVIA, 2014) . Além disso, em casos de asma persistente, os níveis de Cys-LTs no CAE são mais 

altos do que na asma intermitente (KESKIN, 2016). Outros mediadores inflamatórios, como o 

leucotrieno B4 (LTB4), também têm sido investigados, e estudos mostraram que crianças asmáticas 

têm níveis mais elevados de LTB4 no CAE em comparação com crianças saudáveis (GELFAND, 

2017). Ademais, pacientes atópicos tendem a apresentar concentrações mais altas de LTB4 em ambos 

os tipos de CAE coletados (TRISCHLER, 2015).  

São necessárias mais pesquisas para entender melhor o papel destes mediadores 

inflamatórios na asma, assim como a identificação dos mecanismos que precedem as suas formações, 

descrevendo, por exemplo, as vias metabólicas relacionadas. Contribuindo, por exemplo, para 

entender porque apenas uma parte dos pacientes asmáticos apresentam BIE, e se as diferenças nos 

metabólitos presentes nas vias aéreas podem explicar as diferentes respostas ao exercício. 

Ainda não há uma padronização metodológica estabelecida para coleta do CAE nos 

pacientes asmáticos, apesar de dois abrangentes relatórios do Grupo de Trabalho da European 

Respiratory Society (ERS) e da American Thoracic Society (ATS) em 2005 e 2017, respectivamente  

(HORVÁTH, 2017; HORVATH, HUNT e BARNES, 2005). 
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Embora diversos estudos tenham avaliado os componentes do CAE em pacientes asmáticos 

através da RMN 1H  (IBRAHIM, 2013; SINHA, 2012; CARRARO, 2007), não encontramos estudos 

com esse perfil de análise especificamente no fenótipo com BIE.  

Amostras de condensado do ar exalado de 82 adultos com asma e 35 voluntários saudáveis  

foram analisadas no estudo de Ibrahim (2013) usando RMN 1H. Os autores desenvolveram um 

modelo discriminatório baseado em cinco regiões espectrais, que conseguiu distinguir com sucesso 

os asmáticos dos controles saudáveis. Além disso, foi possível discriminar subgrupos dos pacientes  

asmáticos com base em características como eosinofilia, neutrofilia, controle da asma e uso de 

corticosteroides inalatórios. 

Motta (2014) coletaram amostras do CAE de um grupo de 35 pacientes asmáticos e 35 

indivíduos saudáveis com dois condensadores comerciais operando a -27,3 °C e -4,8 °C. Os 

resultados do estudo mostraram que os modelos a diferentes temperaturas, independentemente da 

análise espectral, classificaram corretamente os pacientes asmáticos e saudáveis. Os metabólitos que 

melhor distinguem os dois grupos de participantes foram: succinato, hippurato, piruvato, metanol, 

ácido graxo saturado, valina, fenilalanina, trimetilamina, acetato, ácido urocânico, etanol, 4-

hidroxifenilacetato, adenosina, propionato, formato, colina/fosforilcolina e lactato. Esses metabólitos 

apresentaram diferenças significativas nas concentrações entre os grupos, possibilitando a correta 

classificação das amostras, independentemente da temperatura de condensação do CAE. 

No estudo de Carraro (2007), foi realizada uma análise metabolômica utilizando a técnica 

de RMN 1H no condensado do ar exalado de vinte e cinco crianças com asma alérgica controlada e 

onze crianças saudáveis. A análise das informações obtidas a partir dos espectros apresentou uma 

taxa de discriminação significativa, alcançando uma acurácia de aproximadamente de 86%. As 

variáveis de RMN 1H selecionadas revelaram a presença de compostos acetilados na região de 1,7 a 

2,2 ppm. Próximo a essa faixa de frequência (1,86 a 1,92 ppm), também identificamos uma diferença 

significativa nos espectros obtidos no CAE dos adolescentes asmáticos com BIE antes e após o HVE, 

o que sugere que os compostos acetilados podem apresentar um papel importante no mecanismo da 

broncocontrição nesse grupo de pacientes. 

Em outro estudo realizado por Carraro (2013), com 42 crianças e adolescentes asmáticos e 

15 não asmáticos, utilizando análise dos metabólitos através da espectrometria de massas no CAE 

dos participantes, foram diferenciados vários fenótipos de asma, com foco especial na asma grave. 

Nessa pesquisa, foram identificados compostos associados ao ácido retinóico, adenosina e vitamina 

D que mostraram relevância na distinção dos diferentes grupos. 

Maniscalco (2017) investigaram o perfil metabólico, utilizando a RMN 1H, de 3 grupos de 

indivíduos: obesos com asma, obesos não-asmáticos e asmáticos não obesos.  Os autores, assim como 

em nosso estudo, realizaram a coleta do CAE após o teste de broncoprovocação, porém utilizando o 
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estímulo direto com metacolina. Foram relatados envolvimento das vias metabólicas do piruvato, 

metano, glicoxilato e dicarboxilato em amostras de CAE dos adultos com fenótipo de asma 

relacionada à obesidade.  

O piruvato foi descrito nas possíveis vias metabólicas (Figura 05) que discriminam as 

crianças com asma no estudo de Chang-Chien (2021). Os autores demonstraram que a assinatura 

metabólica do CAE, baseada em RMN 1H, composta por 4 metabólitos (lactato, formato, ácido 

butírico e isobutirato), teve propriedades discriminativas no diagnóstico da asma em crianças asiáticas 

em uma coorte populacional. 

Em nosso estudo, analisando os espectros da RMN 1H nas amostras do CAE coletadas antes 

da HVE nos asmáticos com BIE, observamos uma maior intensidade do sinal relacionado ao acetato 

quando comparadas as amostras do adolescentes sem BIE. Sugerindo a participação do acetato nos 

mecanismos envolvidos BIE.  

Apoiando essa especulação, identificamos que os sinais relacionados aos compostos 

acetilados, na comparação pré e pós HVE, aumentaram apenas no grupo de asmáticos com BIE, 

permanecendo inalterados naqueles que não desencadearam a bronconstrição durante o teste (BIE-). 

Observando a figura 05, identificamos que o acetato pode ser produzido a partir da 

degradação do piruvato em formato e butirato, ambos compostos são mencionados como 

moduladores do mecanismo inflamatório e de contração do músculo liso das vias aéreas. (CHANG-

CHIEN, 2021; RODUIT, 2019; RON-HARE, 2016; GREENWALD, 2010; GASTON, 1998) 

Algumas considerações metodológicas que podem ser levadas em conta, como a temperatura 

da mistura de água e gelo maior que 0℃, impossibilitando a coleta de maiores quantidades de 

compostos voláteis; o processo de limpeza do equipamento que não passou por esterilização por 

temperatura (HORVATH, HUNT & BARNES, 2005). Também não realizamos a mensuração do pH 

do CAE no momento da coleta. No entanto, esses fatores não influenciaram os resultados, pois os 

procedimentos metodológicos foram realizados de maneira igual em todos os pacientes, desde do 

teste de função pulmonar, a realização do teste de broncoprovocação por HVE, o dispositivo para 

coleta do CAE e o processo de limpeza dos equipamentos utilizados. 

Além disso, realizamos as análises de 10 amostras de água destilada que foram introduzidas 

no tubo de silicone do condensador após a higienização e não foram identificados alterações do 

espectro da RMN 1H nessas amostras, demonstrando que o processo de limpeza não interferiu em 

nossos resultados. Observamos também que, mesmo com temperatura no dispositivo condensador 

não atingir valores abaixo de 0℃, foi possível identificar alterações dos espectros de RMN 1H nas 

amostras do CAE dos participantes, indicando mudanças nos perfis metabonômicos. 

Outra observação relacionada aos procedimentos é sabemos que um maior número de 

repetições das manobras de expiração forçada para avaliação do VEF1 basal pode predispor o 
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brocoespasmo antes mesmo da HVE. Contudo, em todos os participantes do nosso estudo o VEF1 

pré teste de broncoprovocação foi obtido com 3 ou 4 manobras espirométricas.  

 

CONCLUSÃO 

 

Os perfis metabonômicos analisados no CAE antes do HVE foram capaz de discriminar a 

presença de BIE nos asmáticos com bons valores psicométricos. Os asmáticos com BIE apresentam 

alterações significativas nos metabólitos do CAE quando submetidos ao teste de broncoprovocação, 

em relação ao basal. A identificação do metabólito acetato, com maior intensidade nos adolescentes 

com BIE, pode indicar uma potencial via metabólica associada à resposta asmática ao exercício.  
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO  
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