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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas em criangas e adolescentes, com
sintomas como dispneia, sibilancia, tosse e aperto no peito. Cerca de metade dos casos apresentam o
fendtipo do broncoespasmo induzido por exercicio (BIE), que ocorre durante atividades fisicas
vigorosas, mas cujos mecanismos ainda néo estéo totalmente elucidados. O objetivo do estudo foi
analisar, por meio da Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H), o perfil de
metabolitos no condensado do ar exalado (CAE) em adolescentes asmaticos antes e apds a
broncoprovocacdo por hiperventilacdo voluntaria eucdpnica (HVE). Trata-se de um estudo
transversal, exploratorio e comparativo. Foram recrutados 44 adolescentes com diagnostico de asma,
na faixa etaria dos 10 aos 20 anos, para participarem do teste de broncoprovocacao por HVE e, assim,
classificados em dois grupos: asmaticos com BIE (BIE +) e asmaticos sem BIE (BIE -). A coleta do
CAE foi realizada antes e ap6s a HVE, atraves de um equipamento construido, o qual reivindicamos
a patente junto a Diretoria de Inovacdo e Empreendedorismo da UFPE (Processo
23076.073092/2023-39). As amostras do biofluido foram enviadas para analise metabonémica
através da RMN *H no Departamento de Quimica da UFPE. O projeto de pesquisa que resultou nesta
tese foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco (parecer: 2.796.049). Os perfis metabondmicos
analisados no CAE antes do HVE foram capazes de discriminar a presenca de BIE nos asmaticos
com uma sensibilidade de 82,1% e especificidade de 83,3%. Houve separacdo discriminativa entre
0s metabdlitos presentes no CAE antes e ap6s a HVE no grupo com BIE (p<0,05). No grupo de
asmaticos sem BIE ndo foram observadas alteracdes nos metabolitos do CAE ap6s o teste de
broncoprovocagdo (p=0,19). Além disso, houve uma maior intensidade do pico do sinal na RMN *H
no deslocamento quimico 1,92 ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que apresentaram BIE
em relacdo aqueles sem BIE. A anélise do CAE foi capaz de discriminar BIE com bons valores de
sensibilidade e especificidade. Os asmaticos com BIE apresentam alteracBes significativas nos
metabolitos do CAE quando submetidos ao teste de broncoprovocacdo, em relacao a analise basal. A
identificacdo do metabolito acetato, com maior intensidade nos adolescentes com BIE, pode indicar

uma potencial via metabdlica associada a resposta asmatica ao exercicio.

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

metaboldmica.



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 INTRODUCAO

A asma € uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas, caracterizada por
hiperresponsividade bronquica, obstrucdo varidvel das vias aéreas e sintomas respiratorios
recorrentes como dispneia, sibilancia, tosse e aperto no peito. Sua patogénese envolve uma complexa
interacdo entre fatores genéticos e ambientais, que desencadeiam uma resposta inflamatéria mediada
por células e mediadores solUveis. Essa resposta inflamatdria resulta em broncoconstricdo e
hipersecrecdo de muco, podendo levar a remodelamento bronquico . (GINA, 2023; KURUVILLA,
2019; PAVORD, 2018).

Estudos epidemioldgicos recentes revelaram que mais de 300 milhdes de pessoas vivem com
asma em todo o mundo, sendo que a prevaléncia da doenca aumentou a partir da metade do século
XX em muitos paises em desenvolvimento (VON MUTIUS E SMITS H.H, 2020; VOS, 2017)

Trata-se de uma afeccdo respiratoria que pode variar em gravidade e frequéncia dos
sintomas, desde formas leves e esporadicas até casos graves e persistentes. Assim, caracteriza-se por
ser heterogénea, apresentando diversos fendtipos nos quais podemos distinguir grupos de pacientes
com caracteristicas clinicas e fisioldgicas semelhantes. A medicina de precisdo busca direcionar o
tratamento de acordo com o fendtipo especifico do paciente, possibilitando uma abordagem mais
personalizada e eficaz. (SCHOETTLER N, 2020; PAVORD, 2018)

Os fenotipos da asma sdo caracteristicas observaveis resultantes da interacéo entre fatores
genéticos e ambientais. Esses fendtipos descrevem mecanismos patofisioldgicos distintos em nivel
celular e molecular, permitindo uma compreensdo mais precisa da doenca. Embora os pacientes
possam apresentar sintomas clinicos semelhantes, suas respostas aos tratamentos podem variar
significativamente. A classificacdo tradicional em asma atOpica e ndo atopica tem sido
complementada por abordagens mais abrangentes, considerando diversos fatores clinicos e
inflamatorios para uma melhor compreensao e manejo da doenca, por exemplo: asma infantil, asma
de inicio tardio, asma grave, asma com alto nivel de T2, asma com baixo nivel de T2, asma
relacionada & obesidade, asma associada ao tabagismo etc. (POPOVIC-GRLE, 2021; KURUVILLA,
2019)

Uma analise direcionada aos componentes da inflamacéo das vias aéreas pode contribuir
para uma melhor compreensao dos fenotipos da asma, porém essa avaliacdo € desafiadora devido a
dificuldade de realizar testes funcionais e coletar amostras bioldgicas invasivas, como o lavado
broncoalveolar (BAL) e a bidpsia bronquica. Além disso, os marcadores séricos podem ndo refletir
adequadamente a inflamacdo local das vias aéreas. O condensado do ar exalado (CAE) tem sido

discutido como uma ferramenta de obtencéo relativamente fécil, ndo invasiva e acessivel para a coleta
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de uma ampla variedade de componentes do fluido de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS,
2022; POLOMSKA, 2021)

Uma grande variedade de compostos organicos volateis (COVs) que refletem mudancas
metabdlicas e processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos podem ser avaliados a partir de amostras do
ar exalado. Fatores como idade, sexo, estado fisioldgico, genética, dieta e estados patoldgicos
influenciam a quantidade e diversidade de COVs exalados, tornando-os como "impressdes digitais"
Unicas. Esses compostos sdo importantes indicadores de alteracGes metabolicas no organismo e tém
potencial diagnostico e de monitoramento da saude (SHARMA, KUMAR e VARADWAJ, 2023)

A andlise dos COVs presentes na fase gasosa do ar exalado tem sido realizada por meio do
chamado "nariz eletrdnico”, que é um sistema de sensores capaz de detectar e quantificar esses
compostos. Um deles é o oxido nitrico exalado (FeNO), que tem recebido atencdo especial na
literatura cientifica. A medicdo do FeNO é considerada importante para avaliar a inflamacéo das vias
aereas 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 liquido obtido a partir da respiracéo oral e coletado através de um tubo resfriado. Esse
condensado é composto principalmente por agua, mas também contém uma pequena quantidade de
componentes biolégicos originados de células e do revestimento das vias aéreas que também variam
com seu estado fisioldgico ou patoldgico. (GHELLI, 2022; HORVATH, 2017).

A origem e composicdo das particulas e goticulas exaladas durante a respiracdo, que
contribuem para a formacio do CAE, ainda sdo amplamente desconhecidas (HORVATH, 2017).
Estudos utilizando contadores de particulas a laser tém verificado a presenca dessas particulas
aerosolizadas, o que pode explicar a presenca de componentes nao volateis, como citocinas e ions de
sodio, no CAE. Acredita-se que pequenas quantidades de fluido surfactante sejam liberadas da
superficie das vias aéreas durante a expiracdo, devido ao fluxo turbulento do ar ou a abertura de
secdes colapsadas das vias aéreas. A presenca de surfactantes e proteinas surfactantes no CAE indica
que os alvéolos podem ser uma fonte dessas particulas, mas ainda ndo esta claro se elas séo
aerosolizadas diretamente dos alvéolos durante a expiracdo ou ap0s sua migracdo para as vias aéreas .
(DAVIS e MONTPETIT,2018)

A obtencdo segura e facil do CAE tem despertado grande atencdo. Isso se deve ao
desenvolvimento de técnicas sensiveis que permitem avaliar minimas quantidades de biomarcadores
provenientes do sistema respiratério, como citocinas, quimiocinas, metabdlitos, leucotrienos,
prostaglandinas, lipoxinas, microRNAs e L-arginina, entre outras moléculas. (KIERBIEDZ-GUZIK
e SOZANSKA, 2023; LIKONSKA, 2023; POLOMSKA e SOZANSKA, 2022; TAHAN,2016;
STELMACH, 2016; BARRETO, ZAMBARDI, VILLA, 2015; NOBAKHT, 2015; THOMAS, 2013).

A analise dessas substancias pode desempenhar um papel crucial na compreensdo dos mecanismos
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que envolvem os diferentes fendtipos da asma, como o broncoespasmo induzido por exercicio (BIE),
presente em cerca de 50% das criancas (DE AGUIAR, 2018; SILVA FILHO, 2015; CORREIA
JUNIOR, 2012)

O BIE é definido como um estreitamento transitorio das vias aéreas inferiores associado ao
exercicio. Os sintomas incluem sibilancia, tosse, aperto no peito, dor no peito, falta de ar (dispneia)
e producdo excessiva de muco, que estdo relacionados ao exercicio vigoroso. No entanto, esses
sintomas nao sdo sensiveis nem especificos para identificar individuos com BIE, e o diagnostico deve
ser baseado em altera¢cdes na funcdo pulmonar ap6s broncoprovocagao por exercicio ou técnicas
alternativas como a hiperventilagdo voluntaria eucapnica (HVE). Uma reducdo no volume expiratério
forcado no primeiro segundo (VEF1) igual ou superior a 10% em relagdo ao valor basal apds a
broncoprovocacdo caracteriza a presenca do BIE. (KLAIN, 2021; DE AGUIAR, 2018; SILVA
FILHO, 2015; PARSONS, 2013; CORREIA JUNIOR, 2012)

Seu mecanismo envolve uma série de eventos fisiol6gicos. Durante o exercicio fisico, ocorre
um aumento da ventilacdo pulmonar e, consequentemente, do fluxo de ar nas vias aéreas, levando a
uma maior perda de agua por evaporacao na superficie das vias respiratérias. Isso resulta em aumento
da osmolaridade do fluido periciliar da mucosa, liberacdo de mediadores como leucotrienos,
histamina e prostaglandinas que causam contracdo dos musculos lisos dos brénquios, maior producao
de muco, aumento da permeabilidade microvascular e ativacdo dos nervos sensoriais, resultando em
broncoconstri¢do e edema das vias aéreas. Além disso, fatores neuroldgicos também desempenham
um papel na fisiopatologia do BIE, como a ativacdo direta de nervos sensoriais pelos estimulos
osmoticos e a influéncia das prostaglandinas na sua ativacdo. (KLAIN, 2021; ANDERSON,
DAVISKAS, 2000; PARSONS, 2013).

Apesar de haver conhecimento sobre o mecanismo do BIE, ainda existem diversas questfes
gue necessitam de uma compreensao mais aprofundada. Por exemplo, por que o BIE néo afeta todos
os individuos com asma e quais sdo os fatores que os diferenciam? Além disso, 0 que causa a
variabilidade temporal na resposta bronquica ao exercicio no mesmo individuo? Também é
importante investigar se existem mecanismos de protecdo contra a resposta osmotica em pacientes
sem BIE. Outra questdo relevante € compreender o motivo pelo qual o tratamento com
corticosteroides inalados pode atenuar ou abolir o BIE em alguns asmaticos, mas ndo em outros.
Essas sdo apenas algumas das questdes relacionadas a fisiopatologia de interesse clinico bastante
pratico que precisam ser exploradas (R1Z2Z20,2021; KLAIN, 2021; BHATIA, ABU-HASAN e
WEINBERGER, 2019; DE AGUIAR, 2018; PARSONS,2013; ANDERSON, 2010; SUBBARAO,
2006; PEDERSEN, 1995).

Dada a importancia da investigacdo 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 se¢do de material e métodos. Desta forma, foi possivel
investigar os as alteracfes de componentes metabdlicos das amostras em criancas e adolescentes com
asma com e sem diagnostico do BIE ap6s broncoprovocacdo por HVE. O estudo dessas substancias
foi realizado atraves da analise metabonémica, no Departamento de Quimica Fundamental da UFPE,
utilizando a técnica de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio (RMN tH).

A metabondmica € uma abordagem analitica de alto rendimento que busca a compreensao
abrangente do perfil metabolico em material bioldgico obtido de um organismo em seu estado natural
ou em resposta a estimulos fisioldgicos ou patoldgicos. Envolve a identificagdo e quantificacdo de
pequenas moléculas (metabdlitos) presentes em fluidos bioldgicos, como o CAE, utilizando técnicas
analiticas avancadas, como espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear. Em pacientes
asmaticos, essa abordagem tem fornecido informac6es valiosas sobre a funcdo metabdlica e
modificacBes bioquimicas nesse material (KISS, 2023; FERRARO, 2020; STERK, 2019)

Carraro et al. (2013) utilizaram a analise da metabolémica do condensado do ar exalado para
distinguir diferentes fenotipos da asma em criangas. Foram analisadas 42 criancas asmaticas,
divididas em grupos de asma ndo grave e asma grave, além de um grupo de controle saudavel. A
analise dos metabolitos presentes no condensado permitiu uma distingdo clara entre 0s grupos,
incluindo a identificacdo precisa do fenétipo de asma grave. Compostos como acido retindico,
adenosina e vitamina D foram importantes nessa distincao.

Utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para analisar amostras de
CAE em pacientes com asma e voluntarios sem afeccBes respiratdrias, lbrahim et al. (2013)
desenvolveram um modelo de classificacdo que permitiu distinguir os individuos asmaticos dos
controles saudaveis, com uma precisdo de 84%. O modelo foi validado externamente, com uma
precisdo de 91%. Além disso, foram explorados modelos para identificar subgrupos de asmaticos
com base na eosinofilia e neutrofilia no escarro, controle da asma e uso de corticosteroides inalados.

O estudo de Schleich (2019) identificou compostos organicos volateis exalados (COVs)
como biomarcadores para distinguir os diferentes perfis inflamatdrios da asma. Eles utilizaram
técnicas avancadas 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 evidéncias solidas para o desenvolvimento de perfis de
biomarcadores exalados na asma. Esse estudo é um avango importante no campo da fenotipagem
inflamatoria da asma.

H& quase uma década, nosso grupo tem estudado o BIE. Analisamos a hiperventilagdo
voluntaria eucapnica (HVE) como uma técnica alternativa ao exercicio fisico, a variabilidade da
resposta ao BIE e sua comparacdo com a corrida em esteira em individuos riniticos sem asma.
(R1ZZ0, 2022; R1ZZ0, 2021; RODRIGUES FILHO, 2018; DANTAS, 2015; SILVA FILHO, 2015).
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A experiéncia adquirida com os métodos de broncoprovocacdo despertou nosso interesse em
compreender melhor a fisiopatologia do BIE. Portanto, o objetivo desta pesquisa é analisar o perfil
de metabdlitos encontrados no condensado do ar exalado obtido antes e ap0s o teste de
broncoprovocacao por HVE de adolescentes asmaticos com e sem resposta compativel com o
diagndstico de BIE.

JUSTIFICATIVA DA PROPOSTA

Considerando a fisiopatologia do BIE e a discordancia em seu diagnéstico, uma vez que
individuos com a mesma doenca (asma) podem ou ndo apresentar o fenémeno, e, no mesmo
individuo, apresentar também variabilidade temporal, surgiu o interesse em tentar aprofundar os
conhecimentos sobre sua fisiopatologia. Inicialmente, realizamos uma busca nas bases de dados
Periodicos 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, ndo encontramos estudos que relacionassem as respostas metabolicas em
adolescentes asmaticos com BIE. A maioria dos estudos analisou respostas a estimulos ou uso de
medicamentos em asmaticos comparados a individuos normais, ndo abordando especificamente a
analise dos metabdlitos presentes no CAE em asmaticos com fen6tipo de BIE.

Diante dessa lacuna, surge a curiosidade de investigar se ha diferencas no perfil
metabondmico de individuos asmaticos com e sem BIE, coletando e analisando o biofluido do CAE
antes e apds o teste de broncoprovocacéao por HVE.

O estudo da metabondmica no CAE em asmaticos antes e ap0s a broncoprovocagdo por HVE
pode contribuir para uma melhor compreensdo da fisiopatologia desse fendmeno, da variabilidade de
resposta entre os asmaticos e até mesmo dentro do mesmo individuo em diferentes dias, além de

ajudar a identificar opcdes terapéuticas preventivas especificas (medicina de precisao).

PERGUNTA CONDUTORA

Existem diferencas no perfil de metabdlitos encontrados no condensado do ar
exalado obtido antes e ap6s o teste de broncoprovocacdo por HVE de adolescentes asmaticos com e
sem BIE ?
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OBJETIVO GERAL
Analisar através da RMN H o perfil de metabolitos no condensado do ar exalado em

adolescentes asmaticos antes e ap0s a broncoprovocacao por hiperventilacdo voluntaria eucapnica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar o perfil metabonémico do CAE em adolescentes asmaticos com e sem BIE antes
do teste de HVE

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

- Avaliar a discriminacdo dos metabdlitos antes e ap0s teste de HVE nos grupo de
adolescentes asmaticos sem BIE.

- Avaliar a discriminacdo dos metabolitos antes e apds teste de HVE nos grupo de
adolescentes asmaticos com BIE.

- Investigar a presenca de compostos quimicos relacionados com as vias metabolicas

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

A tese compreende 0s seguintes capitulos: revisao narrativa da literatura, material e métodos,
resultados, discussdo e consideracGes finais. No capitulo de revisdo da literatura, realizou-se uma
revisdo narrativa abrangente sobre a asma, abordando sua fisiopatologia, fenétipos e endétipos.
Também foi abordado o broncoespasmo induzido por exercicio e sua fisiopatologia em individuos

nA

asmaticos, além dos conceitos do metaboloma e sua relagdo com as ciéncias "0micas”. No contexto,
foi destacada a diferenciacéo entre estudo metabonémico e metabolémico, bem como a investigacao
do metaboloma na asma. Para o desenvolvimento desse capitulo, foram utilizadas as bases de dados
Periddicos Capes, Pubmed/Medline e Bireme, com 0s seguintes termos MeSH, isolados ou em
associacdo: asthma, biomarkers, phenotype, endotype, metabolimics, exhaled breath condensate,
nuclear magnetic resonance e exercise induced bronchospasm. Selecionaram-se 0s artigos cujos
resumos estivessem alinhados com o objetivo do estudo.

O capitulo de material e métodos foi organizado de forma a listar todas as etapas realizadas
na pesquisa, seguindo a ordem cronoldgica do estudo. Neste capitulo, sdo apresentados: o desenho
do estudo, os locais onde foram realizadas as coletas e analises dos dados, o recrutamento dos
participantes, os critérios de inclusdo e exclusdo, os procedimentos realizados, a construgdo do
equipamento para coleta do condensado do ar exalado (com a reivindicacdo para o patenteamento
obtido junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial), os procedimentos operacionais, 0
processamento e analise dos dados, bem como os aspectos éticos considerados.

No capitulo seguinte, sdo apresentados os resultados, onde sdo fornecidos dados
relacionados a caracterizacdo da amostra, bem como os resultados metabondmicos antes e ap6s o
teste de broncoprovocacdo, apresentados por meio de tabelas e figuras. Apds essa se¢do, encontra-se
a discussdo, na qual os resultados sdo comparados com a literatura existente. Por fim, nas
considerac@es finais, sdo apresentadas as conclusfes do estudo e possiveis propostas para futuras

pesquisas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Defini¢do da asma como doenca respiratéria crénica

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por inflamacao crénica das vias
respiratorias. Ela é definida pela presenca de sintomas respiratérios, como chiado, falta de ar, aperto
no peito e tosse, que variam ao longo do tempo e em intensidade, juntamente com limitacdo variavel
do fluxo de ar expiratorio (GINA, 2023). Afetando mais de um quarto de bilhdo de pessoas em todo
0 mundo, estima-se que ultrapassara 400 milhGes de individuos até o ano de 2025. Aproximadamente
14% das criancas tém o diagndstico de asma, considerando-se a condi¢do crénica mais comum na
infancia. (LEVY, 2023; XEPAPADAKI, 2022; ZAR, 2014).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia média de asma ativa seja de 18,5% em adolescentes
(Solé, 2015). Sendo a quarta causa de internacdes no pais, com custo anual médio de R$ 2.200,00
reais por paciente acompanhado no Sistema Unico de Satde (SUS). No sistema de satide suplementar,
estima-se um custo de quase R$ 300,00 por atendimento no setor de emergéncia e R$ 75.000,00 por
internacdo na unidade de terapia intensiva (UTI). Esses custos poderiam ser reduzidos oferecendo
tratamento personalizado de acordo com o fendtipo do paciente, considerando 0s processos
fisiopatoldgicos distintos por especialistas experientes. (NASCIMENTO, 2023; CARDOSO, 2017).

O processo fisiopatoldgico da asma envolve uma combinacao de fatores desencadeantes da
liberacdo de mediadores inflamatdrios nas vias aéreas e da hiperresponsividade brénquica, incluindo
alérgenos, infeccOes, obesidade, horménios, fumaca de tabaco, exercicio, ar frio e seco, mutacGes
genéticas e eosinofilia sisttmica (GANS e GAVRILOVA, 2020; ROWE, 2020; PATEL e TEACH,
2019; WIESENTHAL, 2016; BUSSE, LEMANSKE e GERN, 2010)

Nesse processo, ocorre a ativacdo dos sistemas imunoldgicos inato e adaptativo para
estimular a inflamac&o crénica nas vias aéreas. Essa resposta imunolégica desregulada resulta em
diversos eventos, como edema das vias aéreas, hipersecrecdo de muco, obstrucdo do muco e
remodelacdo brénquica. Essas alteragdes estruturais sdo impulsionadas por processos como fibrose
subepitelial, espessamento da membrana sub-basal, aumento da massa muscular lisa das vias aéreas,
angiogénese e hiperplasia das glandulas mucosas. (GANS e GAVRILOVA, 2020; PATEL e TEACH,
2019)

A fisiopatologia de como alguns fatores conhecidos induzem mudangas estruturais
permanentes nos diferentes enddtipos da asma ocorre por meio de uma combinacdo das respostas das
celulas T auxiliares (Th) 1, 2 e 17, juntamente com uma predisposi¢ao genética subjacente. A resposta

Th1 é tipicamente ativada em infecc¢des, especialmente por virus. Os virus aumentam a producéo de
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interferon-y e interleucina (IL) 27, que ajudam a eliminar o patdgeno, mas também estdo envolvidos
na inflamacédo das vias aéreas. A resposta Th2 é desencadeada quando células dendriticas nas vias
aéreas apresentam alérgenos inalados as células T inativas, ativando a producéo de células Th2. Essas
celulas Th2 liberam citocinas Th2, como interleucinas (IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que estimulam as
celulas B a liberar imunoglobulina E (IgE). A IgE, por sua vez, desencadeia a degranula¢do dos
mastocitos e a liberacdo de mediadores, causando broncoconstricdo (GANS e GAVRILOVA, 2019).
Citocinas como IL-25, I1L-33 e linfopoietina estromal timica (TSLP) perpetuam esses mecanismos
(Figura 01).

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

Th17 (azul), com indicacao de possiveis biomarcadores (cinza).
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Fonte: GANS e GAVRILOVA, 2019.

Um dos principais aspectos da asma é a limitacdo do fluxo de ar nas vias aéreas,
especialmente durante os episodios de exacerbacao dos sintomas. Testes de funcdo pulmonar, como
a espirometria, podem ser utilizados para identificar essa limitacdo. O diagnéstico da asma em
criangas é baseado principalmente em critérios clinicos; no entanto, a avaliagdo dos processos
fisiologicos e patologicos por meio de biomarcadores auxilia no diagnostico e no monitoramento da

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

A heterogeneidade da asma vai além dos fendtipos clinicos e, nas ultimas duas décadas,

pesquisas translacionais identificaram fatores genéticos, imunol6gicos e ambientais que contribuem
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para o risco e a patogénese da asma. A identificacdo de vias imunologicas especificas relacionadas a
determinados fenotipos clinicos possibilitou terapias direcionadas para um subconjunto de pacientes
com asma e continua sendo uma area de pesquisa ativa. O curso clinico da asma em individuos
diagnosticados € altamente variavel. A remissdo é comum e as taxas de remissdo sdo mais altas em
criangas do que em adultos (SCHOETTLER e STREK, 2020; HOLM, 2007).

Importéncia da identificacdo e compreensao dos diferentes fenotipos da asma

A asma € caracterizada por uma variedade de fen6tipos, que sdo caracteristicas observaveis
da doenca resultantes da interacao entre genes e ambiente. A descrigdo dos fenotipos da asma remonta
ao século XX, quando Rackeman propds a distin¢ao entre asma extrinseca e intrinseca, destacando o
papel dos alérgenos como desencadeadores da doenca (POPOVIC-GRLE, 2021; RACKEMAN,
1947).

Atualmente, o estudo dos fendtipos da asma continua sendo um tema cientificamente
relevante, com milhares de artigos publicados sobre o assunto. Compreender os diferentes fendtipos
da asma é essencial para uma abordagem mais precisa no tratamento dos pacientes e para uma melhor
compreensdo da diversidade da doenca (CHUNG et al, 2022). Os pacientes podem apresentar
respostas variadas aos tratamentos, caracteristicas fisiopatoldgicas distintas e diferentes mecanismos
patogénicos, resultando em multiplos fen6tipos da asma. Esses fenotipos agrupam pacientes com
caracteristicas clinicas ou bioldgicas semelhantes (POPOVIC-GRLE, 2021; HAMILTON e
LEHMAN, 2019).

A asma de inicio precoce é frequentemente associada a fendtipos alérgicos e tem sido
amplamente estudada. No entanto, a prevaléncia da asma em adultos esta aumentando devido ao
envelhecimento da populacdo. Nesses casos, os fenotipos da asma podem ser divididos em dois
principais tipos, levando em consideracdo a presenca de inflamacdo eosinofilica ou sensibilizacao
alérgica. (CHUNG, 2022; CHOWDHURY, 2021) Além disso, é importante considerar outros
fendtipos da asma, como a asma induzida por exercicio, a asma associada a obesidade ou ao
tabagismo, ao avaliar um paciente. A asma grave, que afeta de 5% a 10% de todos 0s pacientes com
asma, representa um desafio clinico significativo. (REYES-ANGEL, 2022; THOMSON, POLOSA e
SIN, 2022; KLAIN, 2022)

Identificar e diferenciar os fenotipos da asma é fundamental para um manejo adequado da
doenca. Existem parametros que auxiliam nessa distingdo, permitindo um tratamento mais

direcionado e personalizado aos pacientes com asma. Os diversos feno6tipos da asma podem ser
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agrupados de acordo a etiologia, as caracteristicas clinicas, doenca de base, funcdo pulmonar,
composicao celular da inflamagdo nas vias aéreas, controle e resposta ao tratamento, perfil de
citocinas e com a etiologia (Figura 02). (POPOVIC-GRLE, 2021)

Figura 02 - FenoOtipos da asma.
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Fonte: POPOVIE-GRLE, 2021.

A questdo dos fenétipos da asma € de extrema importancia, pois um tratamento
personalizado e adaptado aos mecanismos fenotipicos subjacentes oferece resultados muito mais
eficazes para os pacientes asmaticos. No entanto, apenas observar caracteristicas externas ndo é
suficiente, uma vez que existem sintomas sobrepostos na doencga. Por isso, € crucial compreender o
mecanismo fisiopatolégico comum na asma. Diante disso, surgiu um novo termo - endétipos da asma
- que sao definidos por mecanismos patobioldgicos especificos em niveis moleculares e celulares.
(BREITENEDER, 2020)

Enquanto os fenotipos sdo geralmente explicados e classificados com base em caracteristicas
observaveis, os enddétipos sdo definidos por meio de biomarcadores, que sdo caracteristicas especiais
da doenca que podem ser mensuradas e fornecem fatores quantificaveis para distinguir entre
processos fisioldgicos e patoldgicos (Kuruvilla, 2019). Esses biomarcadores também sédo utilizados

como base para selecionar a terapia mais adequada e monitorar a resposta terapéutica. Os mecanismos
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que levam ao desenvolvimento da doenca sdo complexos, e ainda enfrentamos desafios para
identificar biomarcadores adequados que permitam uma estratificacdo precisa dos pacientes,
especialmente com a introducio de terapias bioldgicas no tratamento da asma. (POPOVIC-GRLE,
2021)

De forma geral, biomarcador € um indicador mensurével da presenca e gravidade de doencas
ou da resposta ao tratamento, com pontos de corte claros. No que diz respeito a previsdo, diagnostico
ou monitoramento de doencas, 0s biomarcadores estdo ganhando importancia na pratica clinica, pois
fornecem uma forma objetiva e mensurdvel de caracterizar uma doenca. No entanto, é desafiador
identificar biomarcadores convincentes, uma vez que as redes genéticas e regulatérias podem variar
significativamente entre os pacientes. Os biomarcadores representam indicadores mensuraveis que
conectam uma via subjacente a um fenotipo ou end6tipo de uma doencga. (BREITENEDER, 2020;
KAUR e CHUPP, 2019)

E importante ressaltar que os biomarcadores para a asma s30 menos precisos e ainda no sao
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 ndo Th2). Essa
classificacdo é amplamente utilizada, pois auxilia na sele¢do do tratamento mais adequado, uma vez
que as terapias direcionadas a asma grave estdo focadas principalmente na via molecular Th2 alta.
(POPOVIC-GRLE, 2021)

Por outro lado, a identificacdo da etiologia da asma torna-se fator muito importante para o
manejo clinico, direcionando tanto o tratamento preventivo como o controle da evolucéo da doenca.
(POPOVIC-GRLE et al, 2021, BREITENEDER et al, 2020; KAUR e CHUPP, 2019). Nesse contexto

destacam-se as seguintes categorias:

Asma alérgica

Asma ndo alérgica

Asma ocupacional

Asma induzida pelo exercicio

O termo broncoespasmo induzido por exercicio (BIE) tem sido preferivel a asma induzida
pelo exercicio (AIE), visto que muitos pacientes com asma apresentam BIE mas nem todos pacientes
com BIE s&o asmaticos. (OFIAELI, 2023)
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Caracteristicas do fendtipo com broncoespasmo induzido por exercicio (BIE)

Na década de 1960, foi observado que o volume expiratorio forcado em 1 segundo (VEF1)
em alguns pacientes com asma reduzia abaixo do nivel de repouso durante ou apds 0 exercicio
vigoroso e voltava ao normal cerca de 10-15 minutos apés a atividade fisica, essa condicdo ficou
conhecida inicialmente como asma induzida por exercicio (AIE), hoje chamada de broncoespasmo
induzido por exercicio (BIE) uma vez que a doenga asma nao é induzida pelo exercicio. (GEROW e
BRUNER, 2022)

A prevaléncia de BIE na populagdo em geral € de aproximadamente 5-20%. No entanto,
devido a poucos estudos epidemioldgicos que diferenciam pessoas com asma da populacdo em geral,
a verdadeira prevaléncia de BIE na populacéo geral ndo asmatica é pouco compreendida (Aggarwal,
Mulgirigama e Berend, 2018). Atletas de alto desempenho tém uma prevaléncia maior de BIE em
relacdo a populacdo em geral devido a inalagdo prolongada de ar frio, seco e poluentes atmosféricos.
Estudos relataram uma prevaléncia de BIE entre atletas de elite ou de nivel olimpico de 30-70%, mas
os relatos sdo variaveis dependendo do ambiente esportivo, do tipo de esporte e da intensidade
méaxima alcancada (Hostrup, 2023). Em criancas, a prevaléncia de BIE também é maior do que na
populacdo em geral, variando de 3 a 35%. A prevaléncia de BIE em criancas varia em diferentes
regibes do mundo e é influenciada por fatores étnicos, ambientais e socioecondémicos. Aquelas vivem
em ambientes urbanos tém maior probabilidade de experimentar BIE em comparacdo com as que
vivem em 4reas rurais, devido a fatores como historico familiar de sintomas de asma, exposicao a
poluentes veiculares e condicdes de vida. (AGGARWAL, MULGIRIGAMA e BEREND, 2018).

A maioria dos pacientes com asma provavelmente experimentara aumento transitorio nos
sintomas apds desafio adequado de exercicio, sendo o principal fator associado. Estima-se que o BIE
ocorra entre 40 a 90% dos pacientes asmaticos, com maior probabilidade naqueles com asma mal
controlada ou grave. Cerca de 50% das criangas com asma apresentam sintomas de BIE, trata-se de
uma condicdo conhecida por limitar a participacdo das criancas em atividades vigorosas (Correia
Junior et al, 2017). Outros fatores de risco que contribuem para a prevaléncia do BIE incluem rinite
alérgica, histérico pessoal de alergias, historico de asma em parentes préximos ou historico de
sibilancia (AGGARWAL, MULGIRIGAMA e BEREND, 2018).

O BIE esta associado ao desgaste fisico e emocional. Pesquisa com mais de 30.000 criancas
de 6 a 14 anos no Japdao revelou que criangas que relatavam sintomas de BIE, com ou sem asma,
tinham pontuacOes significativamente mais baixas de qualidade de vida (Kojima, 2009). Atletas

adolescentes nos Estados Unidos que relataram dispneia durante o exercicio apresentaram pontuacées
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significativamente mais baixas de QV relacionada a saude, incluindo sub pontuacdes de desempenho
fisico, bem-estar geral e estado emocional, em comparacdo com aqueles sem dispneia associada ao
exercicio (Johansson et al, 2016). Estudos também demonstraram impacto negativo na participacdo

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

Fisiopatologia do BIE

A fisiopatologia do broncoespasmo induzido por exercicio (BIE) ainda ndo foi completamente
esclarecida, mas a teoria osmética € amplamente aceita como 0 mecanismo subjacente. Durante o
exercicio, a ventilagdo minuto aumenta, o que promove a desidratacdo das vias aéreas devido a
evaporacdo, criando um ambiente hiperosmolar e uma reducdo no volume celular. Dessa forma,
ocorre aumento da concentracdo de ions (como Na+, Cl-, Ca2+) e, consequentemente, a
desgranulagdo dos mastacitos, células responsaveis pela liberacdo de mediadores inflamatérios, como
leucotrienos, histamina, triptase e prostaglandinas. Esses mediadores favorecem a contracdo da
musculatura lisa das vias aéreas, 0 aumento da producdo de muco e da permeabilidade dos vasos
sanguineos. Também ocorre a ativacdo dos eosinofilos, resultando na liberacdo adicional de
leucotrienos, agravando a broncoconstricdo. (Kippelen, Anderson e Hallstrand, 2018; Aggarwal,

Mulgirigama e Berend, 2018).

Na figura 03 observamos as células envolvidas no broncoespasmo induzido por exercicio.
Os pacientes asmaticos apresentam niveis mais baixos da prostaglandina E2, que possui acéo
broncodilatadora. Os nervos sensoriais séo estimulados por mediadores broncoconstritores, como
0 CysLT liberados por mastdcitos e eosindfilos e a prostaglandina D2 liberada pelos mastécitos,
provocando o estreitamento das vias aéreas. Relacionado ao aumento dos leucotrienos, ha um
aumento da producéo de mucina (MUC5A), liberada pelas células caliciformes, e de neuroquinina

A. (Kippelen, Anderson e Hallstrand, 2018).
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Figura 03 - Musculo liso bronquico estimulado diretamente por varios mediadores
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Fonte: KIPPELEN, ANDERSON e HALLSTRAND, 2018.

No estudo de Lai et al (2014), foi observado um aumento seletivo da expresséo de triptase e
carboxipeptidase A3 nas células epiteliais das vias aéreas em pacientes com asma e BIE, indicando a
infiltracdo de mastdcitos no epitélio como determinante critico para desencadear broncoconstrigéo.
Além disso, foi constatado que as citocinas derivadas do epitélio, como a linfopoietina estromal
timica (TSLP) e a 1L-33, desempenham papel importante na regulacdo do fenétipo e funcdo dos
mastdcitos no BIE. Foram observados niveis elevados de CisLT obtidos no escarro em 30 minutos,
1 hora e 6 horas ap0s 0 exercicio em pacientes asmaticos com o BIE (HALLSTRAND, 2005;
PARSONS, 2013).

Os leucotrinenos, assim como as prostaglandina e os tromboxanos, formam os eicosanoides.
Sdo produzidos, principalmente, a partir da via das lipoxigenases, a fosfolipase A2 citosélica é uma
enzima que atua na liberacdo do cido araquiddnico (AA) das membranas celulares em resposta a
estimulos hormonais e aumentos nos niveis de célcio intracelular. Uma vez no citosol, o AA serve
como substrato para as lipoxigenases, que catalisam a incorporacao de moléculas de oxigénio ao AA
(figura 04). Como resultado da agdo dessas enzimas, sdo produzidos leucotrienos, como 0S
leucotrienos A4 (LTA4). O LTA4, quando liberado da célula, pode ser utilizado na producgdo de
leucotrienos B4 (LTB4) ou leucotrienos C4 (LTC4) e leucotrienos D4 (LTDA4).
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Figura 04 - Modelo da sintese dos cisteinil-leucotrienos.
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Fonte: KANAOKA e BOYCE, 2014.

O LTC4 e seus derivados LTD4 e LTE4 constituem sdo coletivamente conhecidos por
cisteinil-leucotrienos (cys-LTs), por apresentarem em suas formulas o amino&cido cisteina. Os cys-
LTs atuam nos receptores cys-LT das células alvo como por exemplo o musculo liso brénquico,
determinando contracdo. 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 sdo apresentados na figura 05.
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Figura 05. Eventos promotores do broncoespasmo induzido por exercicio (BIE).
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Fonte: KIPPELEN, ANDERSON e HALLASTRAND, 2018.

E importante ressaltar que as alteragdes na temperatura das vias aéreas durante o exercicio,
ou outros fatores térmicos, apresentam efeito minimo na broncoconstricao que ocorre ap6s a atividade
fisica. Evans et al (2005) investigaram a funcdo pulmonar em individuos com BIE através da
realizacdo de testes de broncoprovocacdo em diferentes temperaturas do ar. Vinte e dois participantes
foram submetidos a trés testes de 6 minutos, de forma aleatoria: HVE em temperatura fria (-1°C),
exercicio em esteira com temperatura ambiente (22,0°C) e exercicio em esteira com temperatura fria
(-1°C). Os resultados mostraram quedas semelhantes no no volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF1) ap6s os testes em ambas as temperaturas, indicando que o ar seco é fator essencial
nas condicOes de teste, enquanto a temperatura fria ndo teve efeito adicional na resposta de BIE
(EVANS, 2005).
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Diagnéstico do BIE

O diagndstico do broncoespasmo induzido por exercicio (BIE) em pacientes com asma é
multifatorial, levando a condicéo ser frequentemente subdiagnosticada ou superdiagnosticada. Em
estudos realizados por Lammers (2019-2020) constatou-se que pediatras tém habilidade limitada para
diagnosticar e avaliar a gravidade do BIE apenas com base na anamnese, exame fisico e videos pos-
exercicio.

O teste de broncoprovocagdo por exercicio ou através da hiperventilacdo voluntéaria
eucapnica (HVE) e a espirometria continuam sendo os métodos mais confiaveis para o diagnostico e
avaliacdo do BIE (Rizzo, 2021). Outros testes alternativos estdo sendo estudados, como o uso de
eletromiografia de superficie (EMG) para medir a atividade do diafragma, mas ainda ndo ha
evidéncias suficientes para recomendar sua ampla adogdo 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 apds o desafio do exercicio (por
exemplo, esteira). O VEF;: € geralmente medido em 5, 10, 15 e 30 minutos ap6s o exercicio. Uma
reducdo no VEF1 maior ou igual a 10% é diagnostico para BIE, sendo classificado como:

» Leve: reducdo do VEF: de 10 a 25% em relacéo ao valor basal pré exercicio.
» Moderada: reducéo do VEF: de 25 a 50% em relagdo ao valor basal pré exercicio.
« Grave: reducdo maior que 50% em relacdo ao valor basal pré exercicio.

Além dos testes de broncoprovocacao por exercicio e a HVE, sdo citados os testes com
metacolina, com solucdo salina hipertébnica e o0 com manitol. Embora nenhum desses testes seja
especifico para o BIE, eles complementam a historia clinica e identificam a hiperresponsividade das
vias aéreas, que é consistente com o diagnostico de BIE. (AGGARWAL, MULGIRIGAMA e
BEREND, 2018).

A escolha do teste de broncoprovocacao depende dos recursos disponiveis, sendo que o teste
de HVE ¢ rapido e facil de administrar, mas requer laboratorio especifico. Embora ainda haja
necessidade de estabelecer a sensibilidade e especificidade do teste de manitol, ele foi desenvolvido
para melhorar a disponibilidade e padronizagédo dos testes osmaticos. Esses testes complementam a
avaliacdo clinica e auxiliam na confirmacdo do diagnostico 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 VEF basal durante
6 minutos respirando ar seco acrescido de 5% de didxido de carbono (CO2) para evitar a alcalose e

assegurar a eucapnia. Um preocupacgdo citada na literatura refere-se ao risco potencial do
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desenvolvimento de broncoconstrigdo grave nos pacientes asméaticos (ANDERSON, 2001), algo que
ndo temos percebido nos estudos realizados nas criancas e adolescentes asmaticos e riniticos
avaliados na Ultima década em nosso Laboratdrio de Funcdo Pulmonar do Servico de Pneumologia
do Hospital das Clinicas da UFPE e nem por autores em outras instituicbes (RODRIGUES FILHO,
2018; SILVA FILHO, 2015).

Avaliacao dos metabdlitos através do condensado do ar exalado

O condensado do ar exalado (CAE) tem sido discutido como uma ferramenta de féacil
manuseio, nao invasiva e acessivel para a coleta de uma ampla variedade de componentes do fluido
de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS, 2022; POLOMSKA, 2021)

Trata-se do liquido obtido do ar exalado pela respiracdo oral em volume corrente coletado
através de tubo resfriado que permite a formacdo de um condensado que consiste, em sua quase
totalidade, de 4gua e uma pequena porcdo de componentes bioldgicos proveniente de células e do
fluido de revestimento das vias aéreas (HORVATH, 2017).

Este material tem recebido bastante atencdo devido, especialmente, a facilidade e seguranca
para sua obtencdo e também gracas ao desenvolvimento de técnicas sensiveis que possibilitam avaliar
biomarcadores provenientes de células do sistema respiratério como citocinas, quimiocinas,
metabolitos e mediadores lipidicos como leucotrienos, prostaglandinas e lipoxinas, e pode
proporcionar avancos na compreensdo dos processos fisiopatoldgicos da sindrome e influenciar na
escolha da melhor alternativa terapéutica. Desta forma, nos Gltimos anos 0 CAE tem sido associado
a metabolémica. (KUME, 2023; RODRIGUEZ, 2023; KIERBIEDZ-GUZIK e SOZANSKA, 2023;
LIKONSKA, 2023; MENDES, 2022; CHANG-CHIEN, 2021; BANNIER, 2019; STELMACH,,
2016; BARRETO, ZAMBARDI e VILLA, 2015; TAHAN, 2016; NOBAKHT, 2015; THOMAS,
2013).

A forca dos estudos "dmicos" esta na capacidade de avaliar a atividade global de uma célula
ou organismo como resultado de um estado de doenca, estresse ambiental ou mutacdo genética. A
transcriptémica identifica mudangas na transcricdo dos genes. A protedmica analisa mudancas nas
sequéncias de RNA que séo traduzidas em proteinas. A metaboldmica é o proximo passo logico na
cascata “Omica”, trata-se de uma ciéncia analitica que se concentra no estudo do metabolismo (Figura
05). Utiliza vérias técnicas e métodos analiticos para quantificar e identificar metabdlitos.
(PAPAMICHAEL, 2021; JOHNSON, IVANISEVIC e SIUZDAK, 2016)
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Figura 06 - Interconexao entre as diferentes “Omicas”
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.Fonte: . PAPAMICHAEL, 2021.

Os metabdlitos sdo compostos de baixo peso molecular (< 1.000 Da) encontrados em um
biofluido (por exemplo, soro, urina, etc.), célula, tecido, 6rgdo ou organismo, sdo intermediarios e
produtos de numerosos processos celulares, que incluem producédo de energia, sintese de moléculas
e biomoléculas e sinalizacdo. As medidas das concentracbes de metabolitos fornecem uma visao
instantanea dos processos metabdlicos ativos, que sdo utilizados para identificar as vias metabdlicas
especificas afetadas por doencas, estressores ambientais ou delecdo de genes. Essa abordagem
analitica sistematica é extremamente (til na descoberta de biomarcadores, na previsdo da resposta a
terapia e na compreensdo das vias patogénicas de diversas doencas complexas, como a asma
(PAPAMICHAEL, 2021; JOHNSON, IVANISEVIC e SIUZDAK, 2016)

Os estudos metaboldmicos realizados em amostras biol6gicas (incluindo ar exalado e urina)
sdo particularmente Uteis em pesquisas pediatricas, pois podem ser coletadas de forma simples e ndo
invasiva. Além disso, esses bioespécimes abrangem uma ampla gama de metabdlitos detectaveis, o
que permite uma visdo abrangente do metaboloma (PAPAMICHAEL, 2021; PARK, 2017,
CHECKLEY, 2016).

O principio fundamental da aplicacdo da metabolémica em pesquisas clinicas reside no fato
de que o perfil metabdlico é alterado em condic¢des de doenca em comparagdo com o estado saudavel
e, com 0 avanc¢o das tecnologias metabolémicas, tornou-se possivel capturar flutuacdes sutis nos
niveis metabdlitos. Essas alteracfes podem ser utilizadas como biomarcadores potenciais para prever
e diagnosticar doencas, revelar padrdes metabdlicos distintos associados a diferentes condicdes de
saude, contribuindo para uma medicina personalizada e direcionada (XU, PANETTIERI e JUDE ,
2022).

A metabolémica pode ser dividida em duas abordagens: metabolémica direcionada e
metabolémica ndo direcionada (Figura 07). A metabolémica direcionada é conduzida com base em
uma hipdtese especifica e analisa um conjunto selecionado de metabdlitos para identificar associagdes

precisas em um contexto fisiologico definido. Ja a metabolomica ndo direcionada é uma analise
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imparcial que investiga todos os metabdlitos de um sistema de maneira exploratoria, permitindo a

identificacdo de biomarcadores e alvos terapéuticos novos (XU, PANETTIERI e JUDE , 2022).

Figura 07 - Fluxo de trabalho de um estudo de asma baseado em metabolémica
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Espctometria de massa - cromatografia liquida de alta eficiéncia; 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 metabolémica:

RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) é uma técnica que utiliza campos magnéticos e
radiacdo eletromagnética para analisar a estrutura e composi¢do quimica de moléculas. Ela é baseada
na ressonancia de nucleos atbmicos em um campo magnético, fornecendo informacdes sobre a
conectividade e a localizacdo dos atomos na molécula. (LINDON, HOLMES, e NICHOLSON, 2001)

LC-MS (Cromatografia Liquida - Espectrometria de Massa) combina a separacdo dos
componentes de uma amostra por cromatografia liquida com a identificagdo e quantificacdo desses
componentes por espectrometria de massa. A LC é responsavel por separar os diferentes metabolitos
presentes na amostra, enquanto a MS analisa os ions produzidos a partir desses metabolitos e
determina sua massa e composicdo molecular. (LINDON; HOLMES e NICHOLSON, 2001;
NICHOLSON; LINDON e HOLMES, 1999)

HPLC-MS (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Espectrometria de Massa) é uma
variacao da LC-MS que utiliza uma coluna de alta eficiéncia para separar os componentes da amostra
com maior resolucdo e velocidade. A combinacdo do HPLC com a MS permite uma analise mais
precisa e sensivel dos metabdlitos presentes na amostra. (LINDON; HOLMES e NICHOLSON,
2001; NICHOLSON; LINDON e HOLMES, 1999; SMOLINSKA, 2012).

Na estratégia denominada Metabonémica, as ferramentas espectrométricas, incluindo
espectroscopias na regido do infravermelho, ultravioleta e RMN, bem como a espectrometria de
massas por insercdo direta, sdo utilizadas diretamente. Essas técnicas permitem a andlise direta dos
metabdlitos, 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 Metaboldmica, as técnicas cromatogréaficas sdo empregadas em
conjunto com a espectrometria de massas, como € o caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Nessa abordagem, € preciso realizar procedimentos de pré-tratamento na amostra, 0 que pode
prolongar o tempo de analise. Esses procedimentos podem acarretar perdas ou alteracBes na
composicao bioquimica da amostra. (SMOLINSKA, 2012 DUNN e LI, 2011; ELLIS, 2005; FIEHN,
2001).

A analise metabondmica por ressonancia magnética de hidrogénio (RMN *H) é uma técnica
poderosa utilizada para investigar os perfis metabolicos de amostras bioldgicas. Ela se baseia no
principio da ressonancia magnética nuclear (RMN), que envolve a interacdo entre nucleos atbmicos
com spin de 1/2 e um campo magnético. Essa técnica apresenta caracteristicas Unicas e vantajosas
(NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021):
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. E altamente reprodutivel.

. E necessario apenas uma referéncia interna para a quantificacdo absoluta de todos os

metabolitos presentes no espectro.

. Permite a identificacdo de metabdlitos desconhecidos, o que é relevante devido ao aumento do
namero de sinais detectados em misturas bioldgicas complexas, muitos dos quais ainda ndo séo

conhecidos.

. Pode ser realizada em fluidos bioldgicos e tecidos sem a necessidade de separacdo ou
preparacdo prévia da amostra, o que é importante para minimizar a variabilidade analitica

introduzida por processos de preparacao e separacao.

. N&o destrutiva, ou seja, a amostra permanece intacta apds a analise e pode ser reanalisada
posteriormente com RMN de *H ou por outras técnicas, como espectrometria de massas (MS).

. A RMN de H evita tratamentos agressivos da amostra antes ou durante a andlise, sendo

particularmente vantajosa para a analise de metabdlitos sensiveis.

Nesse tipo de analise, a amostra bioldgica € submetida a um campo magnético forte, que
alinha os spins dos ndcleos de hidrogénio presentes nos metabolitos. Em seguida, um pulso de
radiofrequéncia é aplicado, levando os nucleos de hidrogénio a absorver energia e entrar em
ressonancia. Quando o pulso de radiofrequéncia é desligado, os nlcleos liberam a energia absorvida,
gerando um sinal que pode ser detectado e analisado. O sinal obtido na analise metabolémica por
RMN *H é composto por uma série de picos correspondentes aos diferentes metabdlitos presentes na
amostra. Esses picos representam a quantidade de hidrogénio presente em cada metabélito e fornecem
informacdes valiosas sobre as concentracfes relativas dos metabdlitos. (ALONSO-MORENO, 2023;
NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021)

Essas caracteristicas tornam a RMN !H uma ferramenta valiosa na metabondmica,
contribuindo para a compreensao dos perfis metabolicos e fornecendo informacg6es importantes sobre
as vias metabdlicas e os processos bioldgicos. Apds a obtencdo dos espectros de RMN *H, os dados
sdo processados e analisados utilizando técnicas estatisticas e bioinformaticas. A andlise desses
espectros permite a identificacdo e quantificacdo dos metabolitos presentes na amostra, bem como a
comparacdo entre diferentes grupos de amostras para identificar diferencas metabolicas
significativas. (ALONSO-MORENO, 2023; NAGANA GOWDA e RAFTERY, 2021)



Figura 08 - Exemplo da comparacéo do espectro de RMN *H de criangas ndo asmaticas

(superior - A) e asmaticas (inferior - B).
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Na figura 08 observamos um exemplo da comparacéo do espectro de RMN *H de criancas

ndo asmaticas e asmaticas. O grafico mostra o coeficiente de identidade da carga de metabdlitos

especificos analisados na faixa de frequéncia de ressonancia (FRn) entre 9.000 e 0.500 ppm (partes

por milhdo). O eixo x (Var ID) representa os intervalos da FRn que correspondem a atribuicdo de

identidade dos metabdlitos, enquanto o eixo y representa o escore de carga de cada variavel, que

indica a importancia do metabolito na diferenciacdo entre os grupos.

Nesse exemplo foram identificados os metabolitos formato, acido butirico, lactato e

isobutirato. A identificacdo dos metabdlicos pode ser realizada a partir de buscas nas diversas

plataformas cientificas que estudam o metaboloma disponiveis como:
« Human Metabolome Database - HMDB

» Biological Magnetic Resonance Bank — BMRB

» Birmingham Metabolite Library — BML
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Analise dos metabolitos na asma e broncoespasmo induzido por exercicio

Nos ultimos anos, avancos em abordagens "omicas” tém fornecido insights valiosos sobre
0s mecanismos subjacentes da asma. A metabondmica € uma dessas abordagens inovadoras que tem
sido aplicada no estudo da asma, permitindo uma andlise abrangente dos metabdlitos presentes em
biofluidos associados & doenca. (XU, PANETTIERI e JUDE, 2022; VILLASENOR, 2021)

A andlise desses metabdlitos tém mostrado potencial para o diagndstico, progndstico e
monitoramento da asma, oferecendo rota alternativa para a compreensdo da doenca, fornecendo,
assim, insights sobre os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca. Estudos recentes tém
explorado perfis metabonémicos associados a 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 ¢ um biofluido coletado de forma ndo invasiva a partir do ar exalado dos pacientes.
O estudo dos componentes desse fluido tem se mostrado relevante no estudo da asma, pois permite a
analise dos compostos volateis e ndo volateis presentes no condensado, que podem fornecer
informacdes sobre mecanismo de inflamacdo das vias aéreas e do estresse oxidativo. A analise do
CAE tem sido utilizada para identificar biomarcadores associados a asma, auxiliando no diagndstico,
no monitoramento da doenca e na identificacdo de diferentes fenotipos asmaticos. Além disso, o CAE
oferece a vantagem de método ndo invasivo, 0 que o torna mais acessivel e conveniente para pacientes
asmaticos, proporcionando uma abordagem promissora no estudo e manejo dessa doenca respiratéria
cronica. (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 padrbes metabdlicos e potenciais endétipos na asma. Foram realizadas
analises de espectroscopia de RMN *H do CAE de 89 individuos asmaticos e 20 individuos saudaveis.
Os resultados demonstraram que os espectros de RMN *H foram capazes de diferenciar asmaticos e
controles saudaveis com 80% de sensibilidade e 75% de especificidade. Além disso, no grupo de
asmaticos foi possivel identificar trés grupos com espectros distintos, cada um com caracteristicas
diferentes. Um grupo (Cluster 1) apresentou escores de exacerbacdo a longo prazo mais baixos, e
outro grupo (Cluster 3) apresentou menor quantidade de eosin6filos no sangue e maior quantidade de
neutrdfilos, além de uma forte historia familiar de asma.

Modelos capazes de diferenciar os fenotipos eosinofilico, neutrofilico e paucigranulocitico
da asma foram desenvolvidos tanto no estudo de Plaza et al. (2015) quanto no de Ibrahim et al. (2011).
Foram obtidas taxas de acuracia na classificacdo de 73% a 74%, e indices de area sob a curva
(AUROCs) variando de 0,79 (PLAZA, 2015) a 0,98 (IBRAHIM, 2011).
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A abordagem metaboldmica do condensado do ar exalado, atualmente denominada como
breathomics, foi realizada por Carraro (2013) para discriminar diferentes fendtipos de asma em
criangcas. Foi encontrada associagdo entre os perfis metabondmicos e a gravidade da asma,
demonstrando que estd pode ser uma ferramenta eficaz para distinguir os diferentes fendtipos
metabdlicos da doenca. Compostos relacionados ao cido retindico, adenosina e vitamina D foram
identificados como relevantes para essa discriminacao.

No estudo de Maniscalco. (2017), foram incluidos 25 pacientes asmaticos obesos (AO), 30
individuos ndo asmaticos obesos (AnQO) e 30 pacientes asmaticos magros (AM). Através da analise
dos perfis do espectro de RMN *H, foram identificados modelos de regressdo que conseguiram
distinguir os pacientes AO dos AnO e dos AM. Além disso, foram encontrados biomarcadores
especificos que estdo envolvidos em vias metabolicas relacionadas ao metano, piruvato, glicoxilato e
dicarboxilato. Esses resultados indicam que os pacientes asmaticos obesos possuem um perfil
metabdlico respiratorio distinto, sugerindo a existéncia de vias fisiopatolégicas Unicas na relacdo
entre asma e obesidade.

Chang-Chien et al (2021) analisaram os perfis metabondémicos (baseados na RMN H) do
CAE de 165 criancas asiaticas, 92 com asma estavel e 73 controles ndo asmaticos. A assinatura
metabondmica do CAE, composta por lactato, formato, butirato e isobutirato, apresentou uma
capacidade discriminatoria superior aos testes clinicos convencionais, como FeNO e espirometria.
Os resultados indicaram a relevancia do CAE como uma ferramenta promissora para o diagndstico
da asma em criangas asmaéticas, fornecendo informag6es adicionais sobre a condigdo respiratoria.

Recentemente nosso grupo de pesquisa (RODRIGUES FILHO, 2019) analisou as amostras
do CAE de 26 adolescentes asmaticos. O modelo derivado da analise metabonémica por RMN *H
apresentou uma acuracia 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 ndo apresentam
broncoespasmo durante o teste de broncoprovocacdo por hiperventilagdo voluntaria eucapnica.

Os estudos metabonémicos na asma estdo avancando a partir dos estagios iniciais, 0s
resultados sdo cada vez mais promissores e, a medida que mais estudos populacionais de grande porte
comecam a gerar dados mais robustos, é provavel que isso represente a mais recente fronteira na
pesquisa sobre a asma. E importante ressaltar que, enquanto a sua utilidade clinica ainda precisa ser
demonstrada, a analise do metaboloma em pacientes asmaticos tem sido fundamental para aumentar

a compreensao dos mecanismos bimoleculares envolvidos na patogénese do BIE.
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3 METODO
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, exploratdrio, com amostra por conveniéncia e comparativo.

3.2 LOCAIS DA PESQUISA

O presente estudo foi realizado no laboratorio de Fungdo Pulmonar localizado no servico de
pneumologia do Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e no
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

No Hospital das Clinicas foram realizadas as coletas dos dados clinicos e antropomeétricos,
os testes de espirometria e de broncoprovocacdo por HVE e do condensados do ar exalado dos

adolescentes asmaticos.

No Departamento de Quimica Fundamental foram realizadas as anélises dos metabolitos do

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

3.4RECRUTAMENTO DOS PACIENTES

Foram recrutados quarenta e quatro (44) adolescentes asmaticos 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 ambulatério especializado de Pneumologia e de Alergologia do

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

Todos pacientes e pais ou responsaveis receberam informacdes, em linguagem acessivel,
sobre os objetivos da pesquisa e procedimentos metodoldgicos, assim como os riscos e beneficios,

sendo solicitado o consentimento formalizado na assinatura do:

. Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos pais/responsaveis dos pacientes
menores de 18 anos e pelos maiores de 18 anos (apéndices A e B).

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

10 anos (apéndice C).

Apbs os esclarecimentos sobre todas as duvidas e assinaturas dos termos, 0s participantes

foram recrutados para o estudo.
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3.5 CRITERIOS DE INCLUSAOQ E EXCLUSAO
* Inclusdo

Foram incluidos no estudo os adolescentes com idade entre 10 e 20 anos, de ambos 0s sexos,
com diagnostico de asma, sem tratamento regular para a asma nas Ultimas 4 semanas que antecederam
a realizacdo dos testes. Todos residentes da cidade do Recife-PE e Regido Metropolitana. O
diagnostico de asma foi dado por medicos especialistas de acordo com os critérios do Global Initiative
for Asthma (GINA, 2017).

» Exclusao

Foram excluidos pacientes em tratamento para controle da asma, assim como aqueles com
histdrico de exacerbacéo de asma ou sintomas de infeccdo aguda de vias aéreas nas ultimas 4 semanas
que antecederam a realizagdo dos testes. Os pacientes com VEF: basal menor que 60% do valor
tedrico previsto, incapazes de realizar as manobras necessarias para a espirometria, a hiperventilacdo

voluntéria eucapnica ou coleta do condensado do ar exalado também foram excluidos.

3.6 PROCEDIMENTOS REALIZADOS

Logo apos o consentimento para participacdo da pesquisa, foram realizadas as coletas dos
dados clinicos e atropométricos dos pacientes. Sendo registrados dados relacionados a idade, altura e
peso, além de informacGes sobre os sintomas respiratdrios apresentados nas quatros semanas
antecedentes a avaliacdo conforme a ficha de coleta padronizada (apéndice D). Apos a avaliacdo
antropomeétrica, foi realizado o teste espirométrico com resposta ao broncodilatador e, encerradas as
avaliacGes do primeiro dia de coleta de dados, os participantes foram convidados para retornar ao

servigo com 48h de intervalo para realizar o teste de broncoprovocacao e coleta do CAE.

No segundo dia de participacdo, foi realizada a coleta do CAE, durante 15 minutos, através
do dispositivo customizado em nosso laboratério. Logo em seguida foi avaliado o VEF: basal, para
determinar a taxa de volume minuto alvo durante o teste de broncoprovocacao, e a manobra de HVE
por seis minutos, as medidas espirométricas do VEF; foram repetidas apds cinco, 10, 15 e 30 minutos

do teste.

Para comparar o estado metabondmico no fluido das vias aéreas dos adolescentes apos as
manobras de broncoprovocagdo, uma nova coleta do CAE foi realizada durante o intervalo das

avaliagcdes do VEF; 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 —
80°C em freezer localizado no departamento de Quimica Fundamental, onde posteriormente foram

realizadas as analises metabonémicas.

3.7 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS (EM SEQUENCIA)

3.7.1 Informac0es sobre a pesquisa e coleta das assinaturas dos Termos de Consentimento e de

Assentimento

Os pais ou responsaveis juntamente com os adolescentes foram acolhidos pelo pesquisador
responsavel no Laboratério de Funcdo Pulmonar do Hospital das Clinicas de Pernambuco.
Inicialmente, foram indagados sobre a disposicdo em participar da pesquisa, a qual foi
minuciosamente explicada apds demonstrarem interesse. Os procedimentos foram comunicados de
maneira clara e acessivel, incentivando tanto os pais/responsaveis quanto os adolescentes a fazerem
perguntas ao término de cada etapa. Ap6s compreenderem completamente o processo e cientes de
que poderiam retirar seu consentimento a qualquer momento sem prejudicar seu atendimento no
hospital, todos os pais/responsaveis e maiores de 18 anos leram e firmaram os Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), enquanto os adolescentes maiores de 10 anos assinaram

0s Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE).

3.7.2 Medidas Antropométricas e ldade

O peso e a altura foram medidos em quilogramas e centimetros, respectivamente, utilizando
balancas e estadiébmetros calibrados (modelo Welmy W 200, fabricados em Santa Béarbara d'Oeste,
Sdo Paulo - Brasil). A idade foi determinada em anos, com arredondamento para 0 ano seguinte

quando os meses ultrapassaram o segundo semestre do ano anterior.
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Figura 09 - Fluxograma do Estudo.
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3.7.3 Coleta do condensado do ar exalado (CAE)

O condensado do ar exalado foi coletado através de um prototipo de dispositivo de condensacao,
que foi construido em nosso laboratorio, conforme indicado no diagrama e nas fotos (Figuras 10 e
11).

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

A
Af—]
B

T

A:Tubo flexivel silicone; B: Valvula unidirecional; C: Bocal para a respiracdo; D: Valvula unidirecional; E: Tubo
submerso na mistura de agua e gelo; F: Gelo; G: Saida do ar pelo tudo de silicone.

Figura 11 - Coleta do condensado do ar exalado no dispositivo construido em nosso laboratorio.

Durante a coleta do CAE, o paciente, com o nariz pingado, realizou a respira¢do com ritmo
basal através de bocal estéril e descartavel, conectado a valvula unidirecional que permitia a
inspiracdo de ar ambiente e a expiracdo para um tubo flexivel de silicone atoxico, foi permitido
interromper para deglutir ou expectorar a saliva, se necessario. O tubo flexivel de silicone penetra em
recipiente térmico que proporciona area maior de contato do tubo com solugéo contendo &gua e gelo,
mantendo a temperatura proxima de zero grau Celsius. Esse resfriamento faz com que o liquido
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 broncoprovocacéao (pré HVE) e, posteriormente, entre quinze e trinta minutos apos

0 teste (p6s 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 Quimica Fundamental até 0 momento

da analise metabonomica.

Para validar esse equipamento, foram realizadas analises metabonémicas no CAE de sete
(07) individuos sem asma e sem historico clinico de sintomas respiratérios relacionados a pratica de
atividades fisicas, e os resultados foram comparados com os individuos asmaticos. Foi possivel
distinguir esses dois grupos através do modelo metabondmico, em concordancia com achados da

literatura.

Além disso, o processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi
padronizado e, para verificar uma possivel interferéncia nos resultados, realizamos analises
metabondmicas de 10 amostras de 5ml agua destilada que foram coletadas nos tubos de silicone ap6s
0 processo de higienizacdo. Nao verificamos residuos no perfil metabonémico nos espectros obtidos

pela RMN *H nessas amostras.

3.7.4 Medida do volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1)

O valor do VEF foi obtido por meio da espirometria e expresso em litros por segundo (figura
12). Utilizamos o espirdmetro MicroQuark (COSMED, Roma, Itlia), que foi calibrado diariamente.
A temperatura e umidade do ar no local do teste foram registradas com um termo-higrémetro. Os

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

Figura 12. Teste de Funcdo Pulmonar (Espirometria).

Os | completa até

atingirem a capacidade pulmbnar total, seguida de uma expiragdo no bocal do espirdmetro da forma

mais rapida e completa possivel, sendo estimulados verbalmente pelo examinador durante a execucéo



46

da manobra. Seguimos os critérios de execucgdo e aceitabilidade estabelecidos pelas Diretrizes para
Testes de Fun¢do Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (PEREIRA, 2002),
bem como os padrdes internacionais definidos pela American Thoracic Society (MILLER, 2005).
Para evitar interferéncia das manobras de expiracdo forcada nos resultados do VEF: ap6s a
broncoprovocacao por HVE, foram aceitas duas manobras semelhantes @ manobra basal ou, em caso
de reducdo no VEF;, duas manobras com curvas fluxo-volume semelhantes e com aspecto adequado
na avaliacdo do pico de fluxo (PARSONS, 2013).

O valor do VEF: foi medido antes e aos cinco, 10, 15 e 30 minutos apds a broncoprovocagao.
O BIE foi diagnosticado quando houve uma reducgéo igual ou maior que 10% em relacdo ao valor
basal do VEF:. A intensidade da reducdo no VEF: em rela¢ao aos valores basais foi
classificada como leve (>10% e <25%), moderada (>25% e <50%) ou grave

(>50%) (PARSONS, 2013).

3.7.5 Teste de broncoprovocacao por hiperventilacdo voluntéria eucapnica (HVE)

O teste foi conduzido através da hiperventilacdo de uma mistura de ar seco contendo 5% de
dioxido de carbono (CO2), a fim de evitar a ocorréncia de alcalose respiratéria. 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
plasticos, dos quais os participantes inalaram o contetdo por meio de um bocal e uma valvula

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

Durante o teste, os individuos foram instruidos a manter a taxa de ventilagdo alvo
correspondente a 21 vezes o valor do basal (PARSONS, 2013) por um periodo de seis minutos (Figura
13).
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Figura 13 - Realizacdo da hiperventilagdo voluntéria eucépnica.

A taxa de ventilacdo por minuto foi medida utilizando um ventilémetro analégico NSpire
Wright Mark 8 (Nspire Health Ltda - Reino Unido), e os pacientes foram constantemente estimulados
a manter a taxa de ventilacdo alvo (Figura 12). Se necessario, os adolescentes podiam fazer pequenas
pausas no teste para engolir a saliva acumulada ou tossir. N&o houve interrupgéo do teste devido a
desconforto respiratorio severo por parte dos participantes durante a realizacdo desse estudo.

3.7.6 Andlise metabondmica do condensado do ar exalado

Todas as aquisicdes de espectros de RMN *H foram realizadas em um espectrometro Varian
de 400 MHz a uma frequéncia de *H de 400 MHz. Todas as amostras do CAE congeladas foram
descongeladas a temperatura ambiente e preparadas utilizando 630 pL de amostra e 70 pL de tampéo
de fosfato de sodio (0,2M Na2HPO4 em 10% de D20, pH 7,0) e colocadas em tubos de RMN de 5
mm (figura 14).

Os procedimentos de aquisicdo seguiram o0s pardmetros: o0s espectros de RMN
unidimensionais foram adquiridos com a supressao do sinal da agua usando uma sequéncia de pulsos
padrdo (WET), com 14.522 pontos de dados em uma janela espectral de 5.186,7 Hz, tempo de
aquisicdo igual a 1,4 s, 160 transientes, atraso de saturacdo 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 regido entre 61,60 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 construida com 92 linhas (casos) e 68 variaveis (bins dos espectros

de RMN H mais a variavel de classe) e, em seguida, foi submetida a analise multivariada.
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Figura 14 - Analise metabondmica do condensado do ar exalado.

3.7.8 Analise multivariada dos dados espectrais
Primeiramente, trés matrizes foram criadas:

» Uma matriz para todas as amostras coletadas antes o teste de broncoprovocagao por HVE

(pré HVE), comparacao entre casos positivos e negativos para o diagndéstico de BIE.

« Umamatriz paratodos os casos positivos de BIE, compara¢éo das amostras coletadas antes

e apods o teste de broncoprovocacao por HVE.

« Uma matriz para todos os casos negativos de BIE, comparagdo das amostras coletadas

antes e apos o teste de broncoprovocagéo por HVE.

Os conjuntos de dados foram pré-processados utilizando normalizag¢éo por soma (em linha)
e escalonamento automatico (variaveis). Em seguida, foram empregados formalismos de PCA
(Andlise de Componentes Principais) e Analise Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados
(OPLS-DA), usando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0. Os modelos de metabondmica foram
validados utilizando Validacdo Cruzada Leave-One-Out (LOOCYV) e teste de permutacdo, com 2000
permutacdes.

3.8 PROCESSO de TABULACAO e VERIFICACAO DOS DADOS

As variaveis medidas foram registradas em uma planilha de tabulagio (APENDICE D) e,
posteriormente, inseridas com dupla entrada no software Microsoft Excel 2010. Isso foi feito para
facilitar o processo de analise estatistica e a transferéncia para os programas SPSS for Windows 20.0
e Statistica 10.0.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram processados e analisados utilizando o programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versdo 20.0. Inicialmente, os dados foram inseridos no pacote estatistico
SPSS por meio de digitacdo dupla, e foram verificadas possiveis inconsisténcias. Para caracterizar a
amostra, os dados passaram por teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuigdo normal e,
na comparagdo das variaveis independentes continuas, foi utilizado o teste t de Student

Para comparacao intergrupos dos pacientes com e sem BIE foi utilizado o diagnostico clinico
(VEF1 < 10% no teste de broncoprovocagdo) e o modelo metabonémico desenvolvido atraves da
Analise Discriminante Linear (LDA) dos metabolitos presentes nas amostras do CAE obtidas antes
da HVE.

O modelo metabonémico da LDA foi desenvolvido através software Statistica 10.0 e
validado por meio da Validacdo Cruzada Leave-One-Out (LOOCV), identificando 8 picos de sinais
do espectro da RMN *H discriminantes dos 44 participantes.

Foi realizada a comparacdo do perfil metabondmico das amostras do CAE coletas antes e
apo6s o HVE (analise intragrupo) a partir da analise exploratoria através da Analise dos componentes
principais (PCA). Em seguida, foi utilizada a regressdo multivariada por Anélise Discriminante
Ortogonal por Minimos Quadrados (OPLS-DA). Para realizar as analises PCA e OPLS-DA, foi
utilizada a plataforma online MetaboAnalyst 4.0.

A validacdo estatistica foi obtida pelo teste de permutacdo, com 2000 permutacfes. Esse
teste foi utilizado para avaliar se a classificacdo especifica dos individuos em dois grupos designados
é significativamente melhor do que qualquer outra classificacdo aleatoria em dois grupos arbitrarios.
Nesse teste, os rotulos de classe de BIE positivo e BIE negativo foram permutados, ou seja,
aleatoriamente designados para diferentes individuos. Com os rétulos de classe "errados", um novo
modelo de classificacdo foi calculado. A ideia por tras do teste de permutacdo é que, com os rétulos
de classe errados, 0 modelo de classificacdo recém-calculado ndo deve ser capaz de prever as classes

com precisao.

3.10 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi devidamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o numero
2.796.049 (ANEXO A). Cartas de anuéncia foram solicitadas e assinadas pelos responsaveis dos

ambulatorios, servicos e centros envolvidos no estudo, incluindo o Servico de Pneumologia do



50

Hospital das Clinicas da UFPE (ANEXO B), o Ambulatério de Alergia e Imunologia do Hospital das
Clinicas da UFPE (ANEXO C), o Chefe do laboratorio do Hospital das Clinicas da UFPE (ANEXO
D) e o Chefe do Departamento de Quimica Fundamental (ANEXO E).

Todos os individuos convidados a participar do estudo formalizaram sua concordancia
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os maiores de 18
anos (APENDICE A) e pelos pais ou responsaveis (APENDICE B), bem como do Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) pelos adolescentes (APENDICE C). Todas as atividades
de pesquisa foram conduzidas em estrita conformidade com a resolucdo n° 466/12 da Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Os equipamentos utilizados para a realizacao da espirometria, da HVE e para a obtencdo do
CAE encontram-se disponiveis no Laboratorio de Funcdo Pulmonar do Servico de Pneumologia do
Hospital das Clinicas da UFPE.

3.10.1 Riscos e Beneficios

A espirometria € um exame de rotina utilizado na avaliacdo de pacientes asmaticos, e seus
possiveis riscos incluem o desencadeamento raro de um episddio de asma ou fadiga do paciente.

O teste de broncoprovocacao por HVE para diagnéstico de BIE é realizado rotineiramente
na investigacdo de queixas de dispneia associadas ao exercicio em individuos com historico clinico
sugestivo de asma. Esse teste tem sido amplamente utilizado tanto na préatica clinica como em varias
outras pesquisas previamente aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), sem o registro de eventos
adversos considerados graves, como internagdes por crises de asma ou quedas com traumatismos. O
risco inerente ao teste é a possibilidade de desencadear sintomas de dispneia associados a
hiperventilacdo ou ao broncoespasmo.

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

» Apenas pacientes com VEF: acima de 60% do valor previsto foram incluidos na pesquisa.

» Houve a presenca de um médico disponivel durante o exame.

» O teste foi interrompido mediante solicitagdo do paciente ou em caso de evidente dispneia do
paciente.

« O teste também foi interrompido se a saturacdo arterial periférica de hemoglobina (SpO2)
estivesse menor que 90%.

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

» Caso 0 VEF; estivesse inferior em 10% ao valor basal 30 minutos apos o teste, foi administrado

salbutamol por inalagdo.
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Os participantes puderam se beneficiar diretamente dos resultados dos exames,
permitindo o diagnostico de BIE e seu tratamento pelo médico assistente. Além disso, a
populacdo em geral esta sendo beneficiada pelos conhecimentos provenientes dos resultados da
pesquisa e pelas perspectivas de novos conhecimentos que podem surgir a partir das davidas
levantadas. Todos os resultados foram disponibilizados aos pacientes e a seus médicos

assistentes para um melhor acompanhamento e tratamento do BIE.



52
4 RESULTADOS

4.1 CONSTRUCAO DO EQUIPAMENTO PARA COLETA DO CAE (Apéndice E).

Dentre os métodos néo invasivos, a anélise do CAE leva vantagem por ser mais estavel e em
sua composicao estarem presentes metabolitos volateis e ndo voléateis além da facilidade e baixa
invasividade na obtencdo da amostra (BANNIER, 2019; PITE, 2016).

Existem equipamentos que conseguem coletar o CAE, sendo eles 0 RTubeTM (Respiratory
Research Inc, Charlottesville, VA, USA), o ECoScreen (Jaeger, Wurzburg, Alemanha), o Anacon
(Biostec, Valéncia, Spain) e o TurboDeccs (ltalchil, Parma, Italy), mas nenhum é comercializado em
nosso pais e o custo de aquisicdo é elevado quando levamos em consideracdo os financiamentos
disponibilizados para a pesquisa clinica. Nosso equipamento foi construido visando ampliar esse tipo
de pesquisa com um custo reduzido para a coleta do CAE, tornando acessivel a obtencdo desse
biofluido, 0 que muito poderd contribuir para novos estudos, em especial na compreensdo da

fisiopatologia, diagndstico e avaliagdo evolutiva de doencas do sistema respiratorio.

Todas as coletas do CAE, em nosso estudo, foram realizadas com o dispositivo descrito na
secdo de material e métodos (Figuras 10 e 11) e foi solicitada a patente junto a Diretoria de Inovacao
e Empreendedorismo (Processo 23076.073092/2023-39).

4.2 RESULTADOS METABONOMICOS (Apéndice 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 apos a
broncoprovocacdo por HVE (BIE+), uma prevaléncia de 54,76% .

Os dados gerais desses participantes estdo apresentados na tabela 01. N&o houve diferenca
quanto a idade, peso, altura, sexo, e VEF: basal entre os grupos dos pacientes com teste positivo
(BIE+) e negativo (BIE-) para broncoespasmo induzido por HVE. Os asmaéticos com BIE
apresentaram uma reducdo média de 25,13% + 14,9 no VEF: ap6s a manobra de hiperventilacdo
voluntéria eucapnica. Na Ultima avaliagdo espiromeétrica, 30 minutos apos teste de broncoprovocagéo,

todos os participantes apresentaram um VEF: proximo (< 10% de diferenca) ao valor basal.



Tabela 01 - Dados gerais da amostra.
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Grupo BIE +

BIE -

(n=25) (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
VEF basal (I/seg) 2,38+ 0,7 3,33+0,9 0,77
VEF; 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 +: Asmaticos com broncoconstric¢do induzida por exercicio. BIE
-:Asmaticos sem broncospasmo induzido por exercicio; ACT: Asthma Control Test (Teste de Controle da Asma);
VEF1:Volume expiratorio forcado no primeiro segundo; VEF; HVE: Redug8o do volume expiratorio forgado no primeiro
segundo ap0ds broncoprovocagao por hiperventilagdo voluntaria eucdpnica. * teste t de Student.

Durante o protocolo de pesquisa, as condi¢cGes ambientais no laboratério 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 relacdo aos resultados obtidos no teste de espirometria e HVE, a agua de banho do equipamento
condensador teve uma temperatura média de 2,95 + 1,35°C e o volume médio de biofluido coletado
foi de 5,26 + 3,06ml.Para comparacdo entre 0s grupos de adolescentes com BIE (BIE+) e sem BIE
(BIE -) foram analisados os espectros da RMN *H das amostras do CAE antes da realizacéo da HVE.
Diferente das analises realizadas anteriormente na tese de doutorado de um dos membros de nosso
grupo de pesquisa (RODRIGUES FILHO, 2019), agora aumentamos 0 nimero de amostras de 26
para 44 participantes.

O modelo matabénomico foi obtido por LDA e identificou 8 variaveis (picos de sinais no
espectro) distintas entre os dois grupos (Tabela 02), com uma acuracia 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 - Analise da acurécia do modelo metabondmico antes do teste de hiperventilagdo voluntaria

eucapnica em adolescentes asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio..

Diagnostico Clinico

BIE + BIE -
MODELO BIE + 23 5
METABONOMIO
BIE - 2 14

Sensibilidade: 82,1% Valor preditivo positivo: 83,72%Valor

. 0
Acuracia: 82.7% Especificidade: 83,3% preditivo negativo: 82,22%.

BIE +: Asmaéticos com broncoespasmo induzido por exercicio. BIE -:Asmaticos sem broncoespasmo induzido por

exercicio.

Para comparar os metabdlitos presentes no CAE antes e apos o HVE, foi desenvolvido o
modelo metabondmico a partir da regressdo multivariada por OPLS-DA. Foram analisados 0s picos
de intensidade localizados na regido entre 61,60 e 1,86 ppm, que foram considerados de interesse
para o estudo (Chang-Chien,2021)

. A partir dos modelos desenvolvidos realizamos a comparacdo do perfil de metabolitos
presentes no CAE antes a ap6s o HVE tanto nos pacientes asmaticos com BIE (figura 15A) como
aqueles que nédo apresentaram broncoespasmo durante o teste (figura 15B).

No grafico da figura 15A a linha central refere-se ao componente principal, uma
representacido matematica dos sinais do espectro da RMN 'H dos metabdlitos que melhor
discriminam os metabolitos presentes no CAE pré e p6s HVE. O componente principal foi calculado
a partir da analise multivariada das intensidades dos sinais no espectro que melhor representaram as
distincdo (maior variancia) entre as amostras, o objetivo foi transformar matematicamente os diversos
sinais para uma Unica representacdo, permitindo uma melhor visualizacdo dos padrbes de cada

amostra no grafico.
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Figura 15 - Comparacdo do perfil de metabdlitos presentes no CAE antes e ap0s o teste da
hiperventilacdo voluntaria eucapnica nos adolescentes asmaticos com e sem BIE.

A ASMATICOS COM BIE B ASMATICOS SEM BIE
o
‘ O Pré HVE O Pré HVE
® Pos HVE ® P6s HVE
& o
° o.... % O TS} ®
. .o.:‘. .§P§>82§>§§ .0..
o
o
. p < 0,001 p<0,113

Componente Principal Componente Principal

BIE +: Asmaéticos com broncoespasmo induzido por exercicio. BIE -:Asmaticos sem broncoespasmo induzido por

exercicio.. HVE: Hiperventilacio voluntaria eucépnica.

Além disso, cada circulo da figura 15 representa uma amostra do CAE antes (circulos
abertos) ou ap0s (circulos s6lidos) a HVE dos adolescentes avaliados. A proximidade da amostra com
0 componente principal, sugere semelhancas nos perfis de metabdlitos presentes no CAE, enquanto
a distancia sugere diferencas.

Desta forma, analisando apenas os adolescentes asmaticos com BIE, observamos na figura
15A que a maior parte das amostras do CAE obtidas antes da HVE esta deslocada para a direita,
enquanto aquelas amostras obtidas pds HVE estdo agrupadas a esquerda do grafico. A andlise de
regressao multivariada por OPLS mostrou que o perfil de metabdlitos presentes no CAE pré HVE é
significativamente diferente daqueles p6s HVE (p<0,001).

Por outro lado, nos pacientes asmaticos sem BIE, tanto as amostras coletadas pré HVE como
aquelas obtidas pés HVE estdo agrupadas proximas ao componentes, ndo sendo possivel identificar
uma separacao entre elas (Figura 15B). Realizando a mesma andlise por OPLS-DA, ndo houve
diferencas significativas nos perfis de metabolitos presentes no CAE antes ou apés a HVE nos
asmaticos sem BIE (p = 113).

Esses resultados foram validados atraves do teste de permutacdo nos dois grupos de
pacientes. O teste confirmou que ha diferencas (p<0,001) no perfil de metabdlitos do CAE preé e pés
HVE nos asmaticos com BIE (Figura 16A) e que nao foi possivel discriminar (p=0,195) as amostras

pré e p6s HVE dos asméticos sem BIE (Figura 16B).
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Figura 16 - Teste de validagdo por permutagdo da anélise por OPLS-DA das amostras do condensado
do ar exalado pré e p6s HVE.
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R2Y = modelagem da anélise de regressdo multivariada por OPLS; Q2 = predig¢éo do teste de permutacéo.

Além do desenvolvimento dos modelos metabonémicos citados, também realizamos a
investigacdo de possiveis metabdlitos presentes no CAE responsaveis por essa discriminacéo entre
0s grupos de pacientes asmaticos com e sem BIE, observamos uma maior intensidade do pico do sinal
na RMN 'H no deslocamento quimico 1,92ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que
apresentaram BIE, sugerindo a participacdo desse composto nas vias metabodlicas envolvidas no

mecanismo da broncocontricdo (figura 17).

Figura 17. Esquema proposto ilustrando as vias metabdlicas dos metabolitos do CAE envolvidos
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Fonte: CHANG-CHIEN, 2021; YIP, 2021.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo investigou a potencial aplicacdo da analise metabonémica por RMN H para
identificar alteracGes no perfil de metabolitos presentes no condensado do ar exalado antes e apés a
broncoprovocacao por hiperventilagdo voluntaria eucapnica em 44 adolescentes asmaticos, 25 deles
com BIE. Até onde é do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo com esse objetivo a ser
realizado.

Nossos resultados demonstraram diferencas dos metabdlitos presentes no CAE de
adolescentes asméaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio (BIE) antes mesmo da
realizacdo da HVE, reforcando dados iniciais. Adicionalmente, observamos que as alteracdes nos
metabolitos presentes do CAE ap6s a manobra de HVE ocorreram apenas no grupo de pacientes com
asma que desenvolveram BIE.

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por inflamacao crénica das vias
respiratérias. Afetando mais de um quarto de bilhdo de pessoas em todo o mundo, estima-se que
ultrapassara 400 milhGes de individuos até o ano de 2025. No Brasil, estima-se que a prevaléncia
média de asma ativa seja de 18,5% em adolescentes (SOLE, 2015).

A maioria dos pacientes que sofrem de asma cronica provavelmente experimentara um
aumento temporario nos sintomas apds exercicio ou atividade fisica vigorosa, sendo esse o principal
fator associado a suspeita do broncoespasmo induzido por exercicio (BIE). Estima-se que o BIE
ocorra em cerca de 40 a 90% dos pacientes asmaticos. Aproximadamente 50% das criancas com asma
apresentam sintomas de BIE, uma condi¢do conhecida por limitar a participagdo dessas criangas em
atividades vigorosas (CORREIA JUNIOR, 2017).

Dentre os adolescentes participantes em nosso estudo, identificamos prevaléncia de 55% de
BIE, o que esta de acordo com os dados observados em estudos anteriores (SILVA FILHO et al, 2015;
DANTAS, 2014). No estudo de Lin (2019), foram avaliadas 149 criancas asméticas, com idades
acima de 5 anos, submetidas a teste de broncoprovocacdo em esteira, os resultados mostraram que
52,5% desses pacientes apresentaram BIE. Previamente em nosso laboratdrio, observamos
prevaléncia de 50% de BIE avaliando criancas e adolescentes asmaticos através do teste de
broncoprovocacdo por HVE (SILVA FILHO, 2015).

Os pacientes de ambos os grupos estudados, com BIE e sem BIE, ndo apresentaram
diferencas nos valores basais do VEF1, com valores considerados aceitaveis ( > 70% do predito) em
todos os casos. Apenas um adolescente apresentou valor basal de VEF; com valor < 60% do predito,
enquadrando-se em um dos critérios de exclusdo para participacdo na pesquisa, sendo assim, 0 mesmo

foi descontinuado do estudo.
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A semelhanca observada no VEF; basal entre os dois grupos de asmaticos avaliados também
foram descritas em outros estudos de nosso grupo (CORREIA JUNIOR., 2012; RODRIGUES
FILHO, 2018). Motomura et al (2022), avaliando 184 criangas e adolescentes asmaticos submetidos
ao teste de broncoprovocagdo por exercicio em cicloergbmetro, ndo observaram diferencas nos
valores basais entre os participantes com ou sem BIE.

Um dado importante observado em nossas avaliacdes foi que os pacientes apresentaram a
maior queda no VEF; dentro de 15 minutos apds a HVE. Assim como em nossos achados, em estudos
anteriores, foi relatado que a broncoconstricdo geralmente acontecia dentro de 10-15 minutos e com
recuperacdo completamente dentro de 30 minutos (CRAPO et al, 2000; JOHANSSON, 2016). Além
disso, todos os participantes apresentaram uma boa tolerancia a HVE, completando o teste durante
0s seis minutos da manobra, como preconizado, demonstrando a viabilidade e seguranca do teste.

O condensado do ar exalado (CAE), material coletado durante a expiragdo, através de uma
técnica ndo invasiva, permite a obtencdo de amostras do ar exalado pelos pacientes para analise. O
CAE tem sido utilizado para avaliar a presenca de biomarcadores, como substancias inflamatérias e
moléculas especificas, que podem fornecer informacdes importantes sobre a condicéo respiratoria do
individuo. Essa técnica tem se mostrado promissora em diversas areas da medicina, especialmente no
estudo de doencas respiratorias, como a asma, proporcionando uma forma mais facil e menos
desconfortavel de avaliar a satde pulmonar dos pacientes (KIERBIEDZ-GUZIK e SOZANSKA,
2023; POLOMSKA e SOZANSKA, 2022; POLOMSKA, BAR e SOZANSKA, 2021)

Os biomarcadores mais frequentemente estudados no CAE séo pH, citocinas e eicosanoides,
incluindo 8-isoprostanos, cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs) e lipoxinas (Bannier, 2019). No estudo de
coorte realizado por Krei3l (2021), acompanhando 135 criancas, observaram que o pH do CAE foi
altamente sensivel para identificar aquelas com maior risco de desenvolver asma na idade escolar.
Outro estudo, que investigou o efeito do tratamento com corticosterdide inalado e prednisona oral,
observou reducéo significativa de Cys-LTs no CAE de noventa e quatro criangas com exacerbacéo
moderada a grave de asma. Esses achados demonstram o potencial do estudo dos componentes do
CAE para avaliacdo, acompanhamento e compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos
inflamatdrios e respostas ao tratamento da asma.

Os Cys-LTs sd@o mediadores inflamatdrios produzidos por diversas células do sistema
imunoldgico. Estudos mostraram que criangas asmaticas tém niveis elevados de Cys-LTs no CAE
em comparagio com criangas nio asmaticas (POLOMSKA, BAR e SOZANSKA, 2021; LINARES
SEGOVIA, 2014) . Além disso, em casos de asma persistente, 0s niveis de Cys-LTs no CAE sdo mais
altos do que na asma intermitente (KESKIN, 2016). Outros mediadores inflamatdrios, como o
leucotrieno B4 (LTB4), também tém sido investigados, e estudos mostraram que criangas asmaticas

tém niveis mais elevados de LTB4 no CAE em comparagdo com criangas saudaveis (GELFAND,
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2017). Além disso, pacientes atopicos tendem a apresentar concentragdes mais altas de LTB4 em
ambos os tipos de CAE coletados (TRISCHLER, 2015).

S&0 necessarias mais pesquisas para entender completamente o papel destes mediadores
inflamatorios na asma, assim como a identificacdo dos mecanismos que precedem as suas formacoes,
descrevendo, por exemplo, as vias metabdlicas relacionadas. Assim, torna-se fundamental aprofundar
0 conhecimento através do estudo metabonémicos na asma e sua utilidade na compreensao dos seus
diversos fendtipos, destacando o BIE, dada sua significativa prevaléncia dentre as criangas e
adolescentes asmaticos. Desta forma, através do conhecimento sobre os componentes bioquimicos
do CAE, a partir de uma padronizacdo na coleta desse biofluido, temos mais possibilidades de
entender algumas lacunas sobre 0s mecanismos de desenvolvimento do BIE e a resposta ao
tratamento especifico desses pacientes.

Ainda ndo ha uma padronizacdo metodoldgica estabelecida para coleta do CAE nos
pacientes asmaticos, apesar de dois abrangentes relatérios do Grupo de Trabalho da European
Respiratory Society (ERS) e da American Thoracic Society (ATS) em 2005 e 2017, respectivamente
(HORVATH, 2017; HORVATH,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, Valéncia, Espanha) e o TurboDeccs (ltalchil, Parma,
Italia), nenhum deles esta disponivel em nosso pais, aumentando demasiadamente o custo para
aquisicdo. Dessa forma, customizamos um equipamento seguindo os padrdes sugeridos por
HORVATH, HUNT e BARNES (2005), para o qual reivindicamos a patente (Apéndice E),
ampliando nossa possibilidade de pesquisas em nosso laboratério através do uso do CAE,
considerando sua vantagem relacionada a facilidade da obtencéo do biofluido com menos desconforto
para as criancgas e adolescentes.

Em nosso estudo, utilizando o condensador customizado, conseguimos manter o tubo de
silicone submerso na d&gua com temperatura média de 2,95 + 1,35°C e 0 volume médio de biofluido
coletado foi de 5,26 + 3,06ml. Entendemos que a temperatura pode influenciar na concentracdo e na
guantidade de compostos presentes no CAE (ZAMURUYEYV, 2018), dessa forma padronizamos o
mesmo procedimento metodoldgico em todas as coletas realizadas, com o objetivo de ndo causar viés
na obtencao de dados.

O processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi padronizado. Para
verificar uma possivel interferéncia nos resultados, realizamos analises metabondmicas de 10
amostras de 5ml de agua destilada que foram coletadas nos tubos de silicone ap6s o processo de
higienizacdo. N&o verificamos residuos que alterassem o perfil metabondmico nos espectros obtidos

pela RMN *H das amostras.
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Embora diversos estudos tenham avaliado os componentes do CAE em pacientes asmaticos
através da RMN 'H (IBRAHIM et al, 2013; SINHA et al, 2012; CARRARO et al, 2007), nio
encontramos estudos com esse perfil de analise especificamente no fenotipo com BIE.

Amostras de condensado do ar exalado de 82 adultos com asma e 35 voluntérios saudaveis
foram analisadas no estudo de Ibrahim (2013) usando RMN *H. Os autores desenvolveram modelo
discriminatorio baseado em cinco regiGes espectrais, que conseguiu distinguir com sucesso 0S
asmaticos dos controles saudaveis. Além disso, foi possivel discriminar subgrupos dos pacientes
asmaticos com base em caracteristicas como eosinofilia, neutrofilia, controle da asma e uso de
corticosteroides inalatorios.

Motta (2014) coletaram amostras do CAE de um grupo de 35 pacientes asmaticos e 35
individuos saudaveis 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
andlise espectral, classificaram corretamente os pacientes asmaticos e saudaveis. Os metabolitos que
melhor distinguem os dois grupos de participantes foram: succinato, hippurato, piruvato, metanol,
acido graxo saturado, valina, fenilalanina, trimetilamina, acetato, acido urocéanico, etanol, 4-
hidroxifenilacetato, adenosina, propionato, formato, colina/fosforilcolina e lactato. Esses metabolitos
apresentaram diferencas significativas nas concentragfes entre os grupos, possibilitando a correta
classificacdo das amostras, independentemente da temperatura de condensacao do CAE.

No estudo de Carraro (2007), foi realizada uma analise metabolémica utilizando a técnica
de RMN *H no condensado do ar exalado de vinte e cinco criangas com asma alérgica controlada e
onze criancas saudaveis. A analise das informacGes obtidas a partir dos espectros apresentou uma
taxa de discriminacéo significativa, alcancando acurécia de aproximadamente de 86%. As variaveis
de RMN *H selecionadas revelaram a presenca de compostos acetilados na regido de 1,7 a 2,2 ppm.
Proximo a essa faixa de frequéncia (1,86 a 1,92 ppm), também identificamos diferenca significativa
nos espectros obtidos no CAE dos adolescentes asmaticos com BIE antes e apds 0 HVE, o que sugere
gue os compostos acetilados podem apresentar papel importante no mecanismo da broncocontricdo
nesse grupo de pacientes.

Em outro estudo realizado por Carraro (2013), com 42 criancgas e adolescentes asmaticos e
15 ndo asmaticos, utilizando anélise dos metabolitos atraves da espectrometria de massas no CAE
dos participantes, foram diferenciados vérios fendtipos de asma, com foco especial na asma grave.
Nessa pesquisa, foram identificados compostos associados ao acido retindico, adenosina e vitamina
Do que mostraram relevancia na distingdo dos diferentes grupos.

Maniscalco (2017) investigara o perfil metabdlico, utilizando a RMN *H, de 3 grupos de
individuos: obesos com asma, obesos ndo-asmaticos e asmaticos ndo obesos. Os autores, assim como

em nosso estudo, realizaram a coleta do CAE ap0s o teste de broncoprovocacdo, porém utilizando o
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estimulo direto com metacolina. Foram relatados envolvimento das vias metabdlicas do piruvato,
metano, glioxilato e dicarboxilato em amostras de CAE dos adultos com fendtipo de asma relacionada
a obesidade.

O acetato foi descrito nas possiveis vias metabolicas que discriminam as criangas com asma
no estudo de Chang-Chien (2021). Os autores demonstraram que a assinatura metabolica do CAE,
baseada em RMN H, composta por 4 metabolitos (lactato, formato, &cido butirico e isobutirato), teve
propriedades discriminativas no diagndstico da asma em criancas asiaticas em uma coorte
populacional. Particularmente a associacdo 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 *H nas amostras do CAE coletadas antes
da HVE nos asmaticos com BIE, observamos maior intensidade do sinal relacionado ao acetato
quando comparadas as amostras dos adolescentes sem BIE. Sugerindo a participacdo do acetato nos
mecanismos envolvidos no BIE (Figura 17).

Apoiando essa especulacdo, identificamos que os sinais relacionados aos compostos
acetilados, na comparacdo pré e pés HVE, aumentaram apenas no grupo de asmaticos com BIE,
permanecendo inalterados naqueles que ndo desencadearam a bronconstri¢cdo durante o teste (BIE-).

Observando a figura 16, identificamos que o acetato pode ser produzido a partir da
degradacdo do piruvato em formato e butirato, ambos compostos sd&o mencionados como
moduladores do mecanismo inflamatério e de contracdo do musculo liso das vias aéreas. (CHANG-
CHIEN, 2021; RODUIT, 2019; RON-HARE, 2016; GREENWALD, 2010; GASTON, 1998)

Algumas consideracGes metodoldgicas que podem ser levadas em conta, como a temperatura
da mistura de &gua e gelo maior que 0°C, impossibilitando a coleta de maiores quantidades de
compostos volateis; o processo de limpeza do equipamento que ndo passou por esterilizacdo por
temperatura (HORVATH, HUNT & BARNES, 2005). Também néo realizamos a mensurac¢édo do pH
do CAE no momento da coleta. No entanto, esses fatores nao influenciaram os resultados, pois 0s
procedimentos metodoldgicos foram realizados de maneira igual em todos os pacientes, desde do
teste de funcdo pulmonar, a realizacdo do teste de broncoprovocacdo por HVE, o dispositivo para
coleta do CAE e o processo de limpeza dos equipamentos utilizados.

Além disso, realizamos as analises de 10 amostras de agua destilada que foram introduzidas
no tubo de silicone do condensador ap6s a higienizacdo e ndo foram identificados alteracfes do
espectro da RMN 'H nessas amostras, demonstrando que o processo de limpeza ndo interferiu em
nossos resultados. Observamos também que, mesmo com temperatura no dispositivo condensador
nao atingindo valores abaixo de 0°C, foi possivel identificar alterages dos espectros de RMN H nas

amostras do CAE dos participantes, indicando mudancas nos perfis metabonémicos.
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Outra observacao relacionada aos procedimentos é que sabemos que um maior numero de
repeticbes das manobras de expiracdo forcada para avaliacdo do VEF; basal pode predispor o
brocoespasmo antes mesmo da HVE. Contudo, em todos os participantes do nosso estudo o VEF1

pré teste de broncoprovocacdo foi obtido com 3 ou 4 manobras espirométricas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Utilizamos a hiperventilacdo voluntaria eucapnica como método de diagnostico do BIE,
considerando sua viabilidade, praticidade, reprodutibilidade e auséncia de desconforto significativo
para os participantes, fatores importantes para avaliacdo em adolescentes asmaticos.

Além disso, empregamos a coleta do condensado do ar exalado como método de obtengéo
do biofluido da vias aéreas para analise matabondmica. Visamos as vantagens dessa técnica por ser
segura, relativamente simples e permitir coletas repetidas de forma nédo invasiva e, para tornar viavel,
desenvolvemos a construcdo 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 exercicio (BIE) em adolescentes asmaticos. A
identificacdo do acetato como metabdlito relevante nas vias metabolicas associadas a
broncoconstricdo sugere que essa molécula desempenha papel crucial na resposta inflamatoria das
vias aéreas durante o exercicio fisico. Ao compreender o papel especifico do acetato nessas vias
metabolicas, podemos avancar no entendimento dos mecanismos subjacentes ao BIE em pacientes
asmaticos. Essa descoberta pode orientar futuras pesquisas e o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais direcionadas, proporcionando melhor gerenciamento e tratamento personalizado

para 0 BIE nesse grupo de pacientes asmaticos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

UNIVERSIDADE
FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO E DE PERMAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MAIORES DE 18
ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) vocé para participar como voluntario (a) da pesquisa “Metabondmica e dosagem
de citocinas no condensado do ar exalado — estudo exploratorio para avaliar diferencas entre
individuos asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio”. Esta pesquisa € da
responsabilidade do pesquisador EDIL DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional
de Educacéo Fisica, Mestre em Ciéncias da Saude), residente na Av . Presidente Kennedy, n°®7995,
Candeias, Jaboatdo dos Guararapes/PE — CEP: 54440-480, telefones: (81)997484466, e-mail:
edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientacdo do PROF. DR. JOSE ANGELO RIZZO (Médico
Pneumologista), telefone: (81) 986994098, e-mail: jarizzo@hotlink.com.br

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndao entenda.
Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa que esta Ihe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja
bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apds ser esclarecido (a) sobre as informacdes
a sequir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrigue as folhas e assine ao final deste documento,
que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa
vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que vocé tem o direito de retirar

0 consentimento e desistir da sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
O objetivo do estudo € analisar e comparar os elementos quimicos presentes no condensado
do ar expirado em adolescentes asmaticos apos teste de provocacdo por hiperventilagdo voluntaria
eucapnica. Nesta pesquisa queremos comparar 0S componentes que existem no condensado da

respiracdo, antes e depois dos testes respiratorios.
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Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu médico para
avaliar se seus bronquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas sobre seu tratamento e se
VOCeé teve gripe ou crise de asma nas Ultimas 4 semanas, em seguida voceé sera convidado a participar
da pesquisa e 0 que vocé ira fazer serd explicado para vocé. Vocé s6 continuara na pesquisa se 0S
seus brénquios nédo estiverem apertados, se nao tiver tido crise ou gripe nas ultimas 4 semanas, se hdo
estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas duvidas com o pesquisador vocé deve assinar este
termo concordando em participar da pesquisa (Lembre: vocé pode desistir de participar a qualquer
momento sem nenhum prejuizo para seu atendimento nos ambulatérios). Em seguida vocé ira
responder a um questionario com 7 perguntas, depois fara um teste alérgico em que algumas gotinhas
serdo depositadas no seu brago e uma pequena picada com uma lanceta sera feita na sua pele atraves
das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar alguma dor mas em geral ndo sai sangue.
Depois disso, seré tirado 10ml (1 colher das de sopa) de sangue de uma veia do seu braco para anélise.
A picada da agulha d6i um pouco e as vezes fica arroxeado no local da picada.

Estes exames sdo realizados na avaliacdo inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste
caso, fazem parte da pesquisa também.

Vocé deverd comparecer em um segundo dia ao servico (combinado entre vocé e o
pesquisador) para a realizacdo do restante dos exames.

Neste segundo dia, em primeiro lugar vocé fara um exame respirando pela boca
normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substancia no ar que vocé expira,
chamada Oxido Nitrico. Depois vocé ird novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente,
durante 10 minutos para coletar a &gua que normalmente sai com sua respiracdo. Depois disso vocé
ird fazer nova espirometria (exame do sopro) e sua participacdo vai continuar somente se seus
brénquios ndo estiverem apertados. depois vocé realizard um teste chamado hiperventilacdo. Vocé
ird respirar rapido, pela boca, ar que vem de um baldo através de um bocal. O examinador ird estimular
vocé a manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer sensacdo de aperto
nos brénquios e de falta de ar. Vocé pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se
for detectado que vocé estd com os brénquios apertados e isso estiver lhe causando desconforto, isto
pode ser interrompido com a aplicacdo de uma medicacao que atua rapidamente. Depois desse teste,
voceé ird realizar novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a agua de
sua respiracao.

Os participantes terdo de comparecer ao ambulatorio de espirometria em dois dias diferentes
e os resultados em forma de relatorio serdo entregues para levar para 0 médico assistente que tomara

as medidas que julgar necessarias para melhor tratar voce.
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As informac0es desta pesquisa séo confidenciais e serdo divulgadas apenas em reunides ou
revistas cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo de
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco acima informado, pelo
periodo de minimo 5 anos.

Vocé ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas
para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacdo). Fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Em caso de
duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1°
Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
pesquisa “Metabondmica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado — estudo
exploratério para avaliar diferencas entre individuos asmaticos com e sem broncoespasmo
induzido por exercicio”, como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a)
pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcédo de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impresséo digital

(opcional)
Local e data

Assinatura do Participante
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas nédo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura;
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolug™ 433"~
(LQEE —

DE PERMAMBUCD

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA RESPONSAVEL
LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolugao 466/12)

Solicitamos a sua autorizacdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) {ou participante que esté sob sua
responsabilidade} para participar como voluntario (a) da pesquisa “Metabonémica e dosagem de
citocinas no condensado do ar exalado — estudo exploratdrio para avaliar diferencgas entre
individuos asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio.”. Esta pesquisa é da
responsabilidade do pesquisador EDIL DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional
de Educacéo Fisica, Mestre em Ciéncias da Saude), residente na Av . Presidente Kennedy, n°®7995,
Candeias, Jaboatdo dos Guararapes/PE — CEP: 54440-480, telefones: (8197484466, e-mail:
edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientacdo do PROF. DR. JOSE ANGELO RIZZO (Médico
Pneumologista), telefone: (81) 86994098, e-mail: jarizzo@hotlink.com.br

Este documento se chama Termo de Consentimento e pode conter alguns tépicos que o/a senhor/a
ndo entenda. Caso haja alguma davida, pergunte a pessoa a quem esté lhe solicitando, para que o/a
senhor/a esteja bem esclarecido(a) sobre tudo que serd feito. Apds ser esclarecido (a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar que o (a) menor faca parte do estudo, rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, nem o (a) Sr.(a@) nem o/a voluntario/a que estd sob sua
responsabilidade serdo penalizados (as) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o

consentimento da participacdo do (a) menor a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

INFORMAQ()ES SOBRE A PESQUISA:
O objetivo do estudo € analisar e comparar os elementos quimicos presentes no condensado
do ar expirado em adolescentes asmaticos apds teste de provocacdo por hiperventilagdo voluntaria
eucapnica. Nesta pesquisa queremos comparar 0S componentes que existem no condensado da

respiragédo, antes e depois dos testes respiratorios.
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Depois de fazer a espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo médico para avaliar
se 0s brénquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas ao seu filho (a), sobre o tratamento e
se teve gripe ou crise de asma nas Ultimas 4 semanas, em seguida ele serd convidado a participar da
pesquisa e 0 que ele ird fazer sera explicado para ambos. Ele s6 continuara na pesquisa se 0s seus
brénquios ndo estiverem apertados, se ndo tiver tido crise ou gripe nas Ultimas 4 semanas, se nao
estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas duvidas com o pesquisador vocé deve assinar este
termo concordando na participacdo do seu filho(a) na pesquisa (Lembre: vocé pode desistir de
participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para seu filho (a) no atendimento nos
ambulatorios). Em seguida ele ird responder a um questionario com 7 perguntas, depois fara um teste
alérgico em que algumas gotinhas serdo depositadas em seu braco e uma pequena picada com uma
lanceta seré feita na sua pele através das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar
alguma dor mas em geral ndo sai sangue. Depois disso, serd tirado 10ml (1 colher das de sopa) de
sangue de uma veia do seu braco para analise. A picada da agulha d6i um pouco e as vezes fica
arroxeado no local da picada.

Estes exames sdo realizados na avaliacdo inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste
caso, fazem parte da pesquisa também.

Ele devera comparecer em um segundo dia ao servico (combinado entre vocé e o
pesquisador) para a realizacdo do restante dos exames.

Neste segundo dia, em primeiro lugar ele fara um exame respirando pela boca normalmente
em um tubo durante 30 segundos para medir uma substancia no ar que vocé expira, chamada Oxido
Nitrico. Depois ele ird novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente, durante 10 minutos
para coletar a &gua que normalmente sai com sua respiracdo. Depois disso ele ird fazer nova
espirometria (exame do sopro) e sua participacdo vai continuar somente se seus brénquios néo
estiverem apertados. Depois ele realizard um teste chamado hiperventilacdo. Ele iré respirar réapido,
pela boca, ar que vem de um baldo através de um bocal. O examinador ird estimular ele para manter
o0 ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco € que pode ocorrer sensacao de aperto nos bréngquios e
de falta de ar. Ele pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se for detectado que
vOCé esta com os bronquios apertados e isso estiver causando desconforto, isto pode ser interrompido
com a aplicacdo de uma medicacdo que atua rapidamente. Depois desse teste, ele ira realizar
novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a &gua de sua respiragao.

Os participantes terdo de comparecer ao ambulatorio de espirometria em dois dias diferentes
e os resultados em forma de relatorio serdo entregues para levar para 0 médico assistente que tomara

as medidas que julgar necessarias para melhor tratar vocé.
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As informac0es desta pesquisa séo confidenciais e serdo divulgadas apenas em reunides ou
revistas cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo de
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco acima informado, pelo
periodo de minimo 5 anos.

Vocé ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas
para a participacdo do seu/sua filho(a) {ou participante que esta sob sua responsabilidade} serdo
assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagdo). Fica também garantida a
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme
decisdo judicial ou extrajudicial. Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo,
vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel, autorizo 0 meu/minha filho(a) {ou
participante que esta sob sua responsabilidade} a participar do estudo pesquisa “Metabonémica e
dosagem de citocinas no condensado do ar exalado — estudo exploratorio para avaliar
diferencas entre individuos asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio”, coOmo
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
da participacdo do meu/minha filho(a) {ou participante que esta sob sua responsabilidade}. Foi-me
garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer

penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impresséo digital

(opcional)
Local e data

Assinatura do Participante
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas nédo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura;
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APENDICE C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
MENORES DE 07 A 18 ANOS - Resolucéo 466/12)

UNIVERSIDADE
FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO E DE PERMAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MENORES DE 07 A 18
ANOS - Resolucéo 466/12)

OBS: Este Termo de Assentimento do menor de 07 a 18 anos néo elimina a necessidade da
elaboracdo de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo

responsavel ou representante legal do menor.

Convidamos vocé, apés autorizacdo dos seus pais [ou dos responsaveis legais] para participar como
voluntario (a) da pesquisa “Metabon6mica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado
— estudo exploratério para avaliar diferencas entre individuos asmaticos com e sem
broncoespasmo induzido por exercicio.”. Esta pesquisa é da responsabilidade do pesquisador EDIL
DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO (Profissional de Educacao Fisica, Mestre em Ciéncias
da Saude), residente na Av . Presidente Kennedy, n°7995, Candeias, Jaboatdo dos Guararapes/PE —
CEP: 54440-480, telefones: (8197484466, e-mail: edil.a.r.f@hotmail.com, estando sob a orientacéo
do PROF. DR. JOSE ANGELO RIZZ0 (Médico Pneumologista), telefone: (81) 86994098, e-mail:
jarizzo@hotlink.com.br

Este documento se chama Termo de Assentimento e pode conter algumas palavras que vocé
ndo entenda. Se tiver alguma duvida, pode perguntar a pessoa a quem esta Ihe entrevistando, para
compreender tudo o que vai acontecer. Vocé nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. VVocé sera esclarecido (a) sobre qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar
ou recusar-se. Apos ler as informacdes a seguir, caso aceite participar do estudo, assine ao final deste
documento, que estad em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Caso nao
aceite participar, ndo havera nenhum problema se desistir, € um direito seu. Para participar deste
estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de Consentimento, podendo

retirar esse consentimento ou interromper a sua participagéo a qualquer momento.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
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O objetivo do estudo € analisar e comparar 0s elementos quimicos presentes no condensado
do ar expirado em adolescentes asmaticos apos teste de provocacdo por hiperventilagdo voluntaria
eucapnica. Nesta pesquisa gueremos comparar 0S componentes que existem no condensado da
respiracao, antes e depois dos testes respiratorios.

Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu médico para
avaliar se seus bronquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas sobre seu tratamento e se
VOCé teve gripe ou crise de asma nas Ultimas 4 semanas, em seguida voceé sera convidado a participar
da pesquisa e 0 que vocé ira fazer serd explicado para vocé. Vocé s6 continuara na pesquisa se 0S
seus brénquios nédo estiverem apertados, se nao tiver tido crise ou gripe nas ultimas 4 semanas, se hdo
estiver em tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

No mesmo dia, depois de ler e tirar suas duvidas com o pesquisador vocé deve assinar este
termo concordando em participar da pesquisa (Lembre: vocé pode desistir de participar a qualquer
momento sem nenhum prejuizo para seu atendimento nos ambulatérios). Em seguida vocé ira
responder a um questionario com 7 perguntas, depois fara um teste alérgico em que algumas gotinhas
serdo depositadas no seu brago e uma pequena picada com uma lanceta sera feita na sua pele atraves
das gotinhas (7 picadas). Estas picadinhas podem provocar alguma dor mas em geral ndo sai sangue.
Depois disso, seré tirado 10ml (1 colher das de sopa) de sangue de uma veia do seu braco para anélise.
A picada da agulha doi um pouco e as vezes fica arroxeado no local da picada.

Estes exames sdo realizados na avaliacdo inicial de rotina de pacientes com asma mas, neste
caso, fazem parte da pesquisa também.

Vocé deverd comparecer em um segundo dia ao servico (combinado entre vocé e o
pesquisador) para a realizacdo do restante dos exames.

Neste segundo dia, em primeiro lugar vocé fara um exame respirando pela boca
normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substancia no ar que vocé expira,
chamada Oxido Nitrico. Depois vocé ird novamente respirar pela boca em outro tubo, normalmente,
durante 10 minutos para coletar a &gua que normalmente sai com sua respiracdo. Depois disso vocé
ird fazer nova espirometria (exame do sopro) e sua participacdo vai continuar somente se seus
bronquios ndo estiverem apertados. depois vocé realizara um teste chamado hiperventilagdo. VVocé
ird respirar rapido, pela boca, ar que vem de um baldo através de um bocal. O examinador ird estimular
VvOCcé a manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco € que pode ocorrer sensacao de aperto
nos brénquios e de falta de ar. Vocé pode interromper ou pedir para parar a qualquer momento. Se
for detectado que vocé estd com os brénquios apertados e isso estiver lhe causando desconforto, isto
pode ser interrompido com a aplicacdo de uma medicacao que atua rapidamente. Depois desse teste,
voceé ird realizar novamente o passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a agua de

sua respiracao.
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Os participantes terdo de comparecer ao ambulatorio de espirometria em dois dias diferentes
e os resultados em forma de relatorio serdo entregues para levar para o médico assistente que tomara
as medidas que julgar necessarias para melhor tratar voce.

As informac0es desta pesquisa séo confidenciais e serdo divulgadas apenas em reunides ou
revistas cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo de
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco acima informado, pelo
periodo de minimo 5 anos.

Vocé ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas
para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Em caso de davidas
relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala
4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
pesquisa “Metabonémica e dosagem de citocinas no condensado do ar exalado — estudo
exploratério para avaliar diferencas entre individuos asmaticos com e sem broncoespasmo
induzido por exercicio”, como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a)
pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcédo de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impresséo digital

(opcional)




Local e data

Assinatura do Participante
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura;
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APENDICE D - PLANILHA DE TABULACAO

DIA 01 - data:
NOME: No (Programa)
Data Nasc: N° Pesquisa Prontuario
IDADE (anos): PESO (ko): Altura (cm): IgE HEMOGRAMA
TOTAL
Hb
ESPIROMETRIA
Ht
VEF, % pred VEF p6s BD | % pred Pt
basal
Eos
Neut
PRICK TEST (mm)
D. B tropicalis . Farinae Fungos do ar (Alternaria SP, Cladosporium SP

Pteronysinus.

e Aspergillus SP)

Controle negativo (sol. Salina Controle positivo (Histamina Epitélios | Epitélios
isotonica) 1mg/ml) de gato de céo
RESULTADO ACT MEDICAMENTOS EM USO

Avaliacao de sintomas respiratorios aos exercicios

1°: VVocé ja sentiu algum desconforto
respiratorio ao praticar exercicios?

2°: Na prética de jogos, brincadeiras ou esportes,
VOCé ou sente algum desconforto ao respirar (falta
de ar, tosse, dispneia, dor no peito, chiado no
peito)?

SIM

SIM
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TESTE DE HIPERVENTILACAO VOLUNTARIA EUCAPNICA (dia 1) DIA 02 - DATA:

FeNO Pré FeNO Po6s - 5 FeNO Pos — 15° FeNO Pos - 30°
1- 1- 1- 1-
2- 2- 2- 2-
3 3- 3- 3-
VENTILACAO |°C:. UR: VVM alvo (21x
TOT. COND. VEF,)
Temp.Cond.
VVm 1’- 2’- 3’- 4’- 5’- 6’-
FUNQAO PULMONAR ANTES E DEPOIS DO TESTE (dia 2)
Basal | %Pred 5 | % 10° % 15° % |30° % Pds
(I/seq) BD

%

VEF:

VOLUME TOTAL CONDENSADO PRE:
VOLUME TOTAL CONDENSADO POS:
FeNO AMBIENTE:

TESTE DE HIPERVENTILACAO VOLUNTARIA EUCAPNICA (dia 2) DIA 03 — DATA:

0CZ:

UR2

VVM alvo (21x VEF1)

VVmin

1°-

28

3’-

4-

5’-

6’-
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FUNCAO PULMONAR ANTES E DEPOIS DO TESTE (dia 2)

HVE

Reducéo no VEF1em % do basal

tempo apds teste (minutos)

Basal
(I/seg)

%

5 |% 10° % |15 % 30° % POs
BD

%

VEF:
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APENDICE E - PATENTE EQUIPAMENTO PARA COLETA DO CONDENSADO DO AR

01/08/2023, 15:55

JOSE ANGELO RIZZO

SIPAC - Sistema Integrado de Patriménio, Administragiio ¢ Contratos

Orgamento: 2023

DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS -... (11.00.05.01)

--- MUDAR DE SISTEMA

Sist. pe ProTocoLos > CapasTrAR Processo > CoMPROVANTE
+ Processo cadastrado com sucesso.

(i =

Dados Gerais

= @ v]

Movimentagéo Inicial

Documentos Interessados Confirmacéo Comprovante

Ne Protocolo: 23076.073092/2023-39
Origem do Processo: Interno
Usuario de Autuagdo: JOSE ANGELO RIZZO
Data de Cadastro: 01/08/2023
Tipo do Processo: REGISTRO DE PATENTE
Assunto do Processo: 251 - REGISTRO DA PROPRIEDADE INTELECTUAL

0O EQUIPAMENTO PARA CONDENSACAO DO AR EXALADO FOI PROJETADO VISANDO A UTILIZACAO DESSE MATERIAL PARA
ESTUDOS A NIVEL MOLECULAR DE ACOMETIMENTOS DO TRATO RESPIRATORIO, TRATA-SE DE UM SISTEMA ONDE O PACIENTE,
COM NARIZ PINCADO, REALIZA A RESPIRAGAO BASAL ATRAVES DE BOCAL ESTERIL E DESCARTAVEL ACOPLADO A UMA
VALVULA UNIDIRECIONAL PERMITINDO QUE INSPIRE AR AMBIENTE E EXPIRE PARA UM TUBO FLEXIVEL ESSE TUBO PENETRA
EM RECIPIENTE TERMICO POSSIBILITANDO UMA MAIOR AREA DE CONTATO DO TUBO COM A SOLUGAO CONTENDO AGUA COM
GELO, ALCOOL E CLORETO DE SODIO PARA MANTER A TEMPERATURA DO BANHO PROXIMA A 10 GRAUS CELSIUS NEGATIVO.

Natureza do processo: OSTENSIVO L

Assunto Detalhado:

Unidade de Origem: DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01)
Observagio: ---
Situagdo: ATIVO

[): visualizar D 41 Vi izar Infor des Gerais

DocuMenTOs INSERIDOS NO PROCESSO

Ordem Tipo de Documento Data de Documento Origem Natureza
1 3 QOFICIO 01/08/2023 DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J (‘“h
2 % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J (7\
3 Q} DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J "«3
hitps:/isipac ufpe brisipac/p T st
01/08/2023,15:55 SIPAC - Sistema Tntegrado de Patriménio, Administragio ¢ Contratos
Ordem Tipo de Documento Data de Decumento  Origem Natureza
4 QB DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO j '&\
5 %) DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J (1}
6 % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO 3 (-%
7 % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO j L\
8 % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO j L‘\
9 % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J (\
10 \\3} DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO J L2
" % DOCUMENTO EXTERNO DIRETORIA DO CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - CCM (11.00.05.01) RESTRITO j an
InTErREssapos DesTe Processo
Identificador Nome E-mail Tipo

20183020922 CLAUDIO GONCALVES DE ALBUQUERQUE ficlaudioalbuquerque@gmail.com Aluno Pés-Graduagdo

MOVIMENTACOES DO PROCESSO

Unidade Destino
DIRETORIA DE INGVAGAO E EMPREENDEDORISMO - PROPESQI (11.00.14)

Enviado Em Enviado Por ido Em ido Por Tempo Esperado Urgente

01/08/2023 15:53 | jarizzo — — -~ Nae

Cadastrar Novo Processo

Protocolo

hitps:#isipac.ufpe.br/sipacrt proce: 4 i
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APENDICE F - ARTIGO ORIGINAL DA TESE

ANALISE METABONOMICA DO CONDENSADO DO AR EXALADO
ANTES E APOS BRONCOPROVOCACAO POR HIPERVENTILACAO
VOLUNTARIA EUCAPNICA EM ADOLESCENTES ASMATICOS.

RESUMO

Introducdo: Este estudo objetivou analisar, por meio da Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN !H), os metabdlitos no condensado do ar exalado (CAE) de adolescentes
asmaticos, antes e apds broncoprovocacdo por hiperventilacdo voluntaria eucapnica (HVE).
Métodos: A pesquisa, transversal e exploratoria, recrutou 44 adolescentes diagnosticados com asma,
de 10 a 20 anos, divididos em dois grupos: asmaticos com BIE (BIE +) e asmaticos sem BIE (BIE -).
As amostras de biofluido foram submetidas a anélise metabondmica por RMN H. Resultados:
Observamos perfis metabondmicos distintos entre os grupos BIE + e BIE - antes da HVE, com
acuracia 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 analise de regressao
multivariada da discriminante ortogonal por minimos quadrados (OPLS-DA) destacou a separacao
entre metabdlitos do CAE antes e apds a HVE (p<0,05). Ndo houve alteracGes nos metabélitos do
CAE ap6s a broncoprovocacéo no grupo BIE -. Além disso, observou-se maior intensidade do pico
de sinal em RMN H a 1,92 ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes com BIE. Conclus&o:
Houve uma discriminacdo no perfil de metabdlicos do CAE entre 0s grupos asmaticos com e sem
BIE antes da HVE. Apenas os asmaticos com BIE apresentaram mudancas significativas nos
metabdlitos do CAE ap06s a broncoprovocacdo. O metabdlito acetato, em maior intensidade nos com
BIE, sugere uma via metabdlica relacionada a resposta asmatica ao exercicio.

PALAVRAS-CHAVE: Asma; Broncoespasmo Induzido por Exercicio; Condensado do Ar Exalado;
Metabolomica.
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INTRODUCAO

A asma é uma doencga inflamatoria crbnica das vias aéreas, caracterizada por
hiperresponsividade brénquica, obstrucédo das vias aéreas e sintomas respiratorios recorrentes como
dispneia, sibilancia, tosse e aperto no peito. Sua patogénese envolve uma complexa interacdo entre
fatores genéticos e ambientais, que desencadeiam uma resposta inflamatéria mediada por células e
compostos como citocinas, quimiocinas e prostaglandinas. (GINA, 2023; KURUVILLA, 2019;
PAVORD, 2018).

Trata-se de uma afeccdo respiratoria que pode variar em gravidade e frequéncia dos
sintomas, desde formas leves e esporadicas até casos graves e persistentes. Assim, caracteriza-se por
ser heterogénea, apresentando diversos feno6tipos nos quais podemos distinguir grupos de pacientes
com caracteristicas clinicas e fisiologicas semelhantes. A medicina de precisdo busca direcionar o
tratamento de acordo com o fendtipo especifico do paciente, possibilitando uma abordagem mais
personalizada e eficaz. (SCHOETTLER N, 2020; PAVORD, 2018)

Uma andlise direcionada aos componentes da inflamagdo das vias aéreas pode contribuir
para uma melhor compreensdo dos fenotipos da asma, porém essa avaliagdo é desafiadora devido a
dificuldade de realizar testes funcionais e coletar amostras bioldgicas invasivas, como o lavado
broncoalveolar (BAL) e a bidpsia bronquica. Além disso, os marcadores séricos podem néo refletir
adequadamente a inflamacédo local das vias aéreas. O condensado do ar exalado (CAE) tem sido
discutido como uma ferramenta de obtencéo relativamente féacil, ndo invasiva e acessivel para a coleta
de uma ampla variedade de componentes do fluido de revestimento das vias aéreas. (PORPODIS,
2022; POLOMSKA,2021)

A obtencéo segura e facil do CAE tem despertado grande atengdo (KIERBIEDZ-GUZIK e
SOZANSKA, 2023; LIKONSKA, 2023; POLOMSKA e SOZANSKA , 2022; TAHAN, 2016;). Isso
se deve ao desenvolvimento de técnicas sensiveis que permitem avaliar minimas quantidades de
biomarcadores provenientes do sistema respiratdrio, como citocinas, quimiocinas, metabolitos,
leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, microRNAs e L-arginina, entre outras moléculas.
(KIERBIEDZ-GUZIK e SOZANSKA, 2023; LIKONSKA, 2023; POLOMSKA e SOZANSKA,
2022; TAHAN, 2016; STELMACH, 2016; BARRETO, ZAMBARDI, VILLA, 2015; NOBAKHT,
2015; THOMAS, 2013). A analise dessas substancias pode desempenhar um papel crucial na
compreensdo dos mecanismos que envolvem os diferentes fenotipos da asma, como o broncoespasmo
induzido por exercicio (BIE), presente em cerca de 50% das criancas (DE AGUIAR, 2018; SILVA
FILHO, 2015; CORREIA JUNIOR, 2012)

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

exercicio (KLAIN, 2021). Durante o exercicio fisico, ocorre um aumento da ventilagdo pulmonar e,
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consequentemente, do fluxo de ar nas vias aéreas, levando a uma maior perda de 4gua por evaporacao
na superficie das vias respiratérias (ANDERSON, DAVISKAS, 2000). Isso resulta em aumento da
osmolaridade do fluido periciliar da mucosa, liberacdo de mediadores como leucotrienos, histamina
e prostaglandinas que causam contracdo dos musculos lisos dos brénquios, maior produgdo de muco,
aumento da permeabilidade microvascular e ativagdo dos nervos sensoriais, resultando em
broncoconstri¢do e edema das vias aereas. Além disso, fatores neurolégicos também desempenham
um papel na fisiopatologia do BIE, como a ativacdo direta de nervos sensoriais pelos estimulos
osméticos e a influéncia das prostaglandinas na sua ativacdo. (KLAIN, 2021; ANDERSON,
DAVISKAS, 2000; PARSONS, 2013).

Apesar de haver conhecimento sobre 0 mecanismo do BIE (RIZZO et al. 2021; BHATIA,
ABU-HASAN e WEINBERGER, 2019; ANDERSON, 2010), ndo ha clareza sobre as vias
metabdlicas envolvidas na sua fisiopatologia ou sobre as alteracfes dos metabolitos presentes nas
vias aéreas dos asmaticos durante o exercicio. (KLAIN, 2021; DE AGUIAR, 2018; PARSONS, 2013;
SUBBARAO, 2006; PEDERSEN, 1995).

Dada a importancia da investigacdo dos mecanismos do BIE e em busca das respostas a
esses questionamentos, estudos dos metabolitos através das substancias presentes nas vias aéreas
podem contribuir para elucidar as lacunas que persistem. A metabondmica é uma abordagem
analitica de alto rendimento que busca a compreensdo abrangente do perfil metab6lico em material
bioldgico obtido de um organismo em seu estado natural ou em resposta a estimulos fisiol6gicos ou
patoldgicos. Envolve a identificacdo e quantificacdo de pequenas moléculas (metabdlitos) presentes
em fluidos bioldgicos, como o CAE, utilizando técnicas analiticas avancadas, como espectrometria
de massa e ressonancia magnética nuclear. Em pacientes asmaticos, essa abordagem tem fornecido
informacdes valiosas sobre a funcdo metabolica e modificacbes bioguimicas nesse material (KISS,
2023; FERRARO, 2020; STERK, 2019)

Carraro(2013) utilizaram a andlise da metabolémica do condensado do ar exalado para
distinguir diferentes fenotipos da asma em criangas. Foram analisadas 42 criancas asmaticas,
divididas em grupos de asma ndo grave e asma grave, além de um grupo de controle saudavel. A
analise dos metabdlitos presentes no condensado permitiu uma distin¢cdo clara entre 0s grupos,
incluindo a identificacdo precisa do fenotipo de asma grave. Compostos como &cido retindico,
adenosina e vitamina D foram importantes nessa distingao.

Utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para analisar amostras de
CAE em pacientes com asma e voluntarios sem afeccdes respiratorias, Ibrahim (2013) desenvolveu
um modelo de classificagdo que permitiu distinguir os individuos asméticos dos controles saudaveis,

com uma precisdo de 84%. O modelo foi validado externamente, com uma precisdo de 91%. Além
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disso, foram explorados modelos para identificar subgrupos de asméaticos com base na eosinofilia e
neutrofilia no escarro, controle da asma e uso de corticosteroides inalados.

E conhecido que a analise metabondmica do CAE em asmaticos se apresenta diferente dos
ndo asmaticos (MOTTA, 2014; SINHA, 2012; CARRARO, 2007), no entanto ndo se sabe qual
comportamento dos metabolitos presentes no CAE de adolescentes asmaticos que apresentam BIE
durante a hiperventilacdo. Portanto, o objetivo desta pesquisa € analisar o perfil de
metabolitos encontrados no condensado do ar exalado obtido antes e ap6s o teste de
broncoprovocacao por HVE de adolescentes asmaticos com e sem resposta compativel com o
diagnéstico de BIE.

METODO

Foi realizado um estudo transversal e exploratdrio no laboratorio de Fungdo Pulmonar
localizado no servico de pneumologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco. Todos 0s pais e responsaveis, assim como 0s participantes da pesquisa, assinaram o
termo de consentimento de acordo com a regulacéo vigente no pais.

Foram incluidos no estudo os adolescentes com idade entre 10 e 20 anos, de ambos 0s
sexos, com diagnostico de asma, criados a partir da demanda espontanea do proprio hospital, sem
tratamento regular para a asma nas Ultimas 4 semanas que antecederam a realizacdo dos testes. Foram
excluidos os pacientes em tratamento para controle da asma, assim como aqueles com historico de
exacerbacdo de asma ou sintomas de infeccdo aguda de vias aéreas nas Ultimas 4 semanas que
antecederam a realizacdo dos testes. Os participantes com VEF1 basal menor que 60% do valor teérico
previsto, incapazes de realizar as manobras necessarias para a espirometria, a hiperventilacédo
voluntaria eucépnica ou coleta do condensado do ar exalado também foram excluidos.

Foram registrados dados relacionados a idade, altura e peso, além de informacdes sobre 0s
sintomas respiratorios apresentados nas quatros semanas antecedentes a avaliacdo. Apds a avaliacdo
antropomeétrica, foi realizado o teste espirométrico com resposta ao broncodilatador e, encerradas as
avaliacOes do primeiro dia de coleta de dados, os participantes foram convidados para retornar ao
servigo com 48h de intervalo para realizar o teste de broncoprovocacao e coleta do CAE.

A segunda avaliagdo foi realizada a coleta do CAE, durante 15 minutos, através do
dispositivo criado e validado em nosso laboratdrio e solicitado patentes junto ao Instituto Nacional
de Propriedade Industrial. Logo em seguida foi avaliado o VEF; basal e realizado o teste de
broncoprovocacdo por HVE por seis minutos, as medidas espirométricas do VEF; foram repetidas
apos cinco, 10, 15 e 30 minutos do teste.
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Para comparar o estado metabonémico no fluido das vias aéreas dos adolescentes apds as
manobras de broncoprovocacdo, uma nova coleta do CAE foi realizada durante o intervalo das

avaliagdes do VEF; 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 —

80°C em freezer e posteriormente foram realizadas as analises metabondmicas.

Durante o protocolo de pesquisa, as condigdes ambientais no laboratorio 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 Antropometricas e Idade

O peso e a altura foram medidos em quilogramas e centimetros, respectivamente, utilizando
balancas e estadiébmetros calibrados (modelo Welmy W 200, fabricados em Santa Béarbara d'Oeste,
Sdo Paulo - Brasil). A idade foi determinada em anos, com arredondamento para 0 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 protétipo de dispositivo de
condensacdo, que foi construido em nosso laboratorio, 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 flexivel silicone; B: Vélvula unidirecional; C: Bocal para a respiragéo; D: Vélvula unidirecional;

E: Tubo submerso na mistura de agua e gelo; F: Gelo; G: Saida do ar pelo tudo de silicone.

Durante a coleta do CAE, o paciente, com o nariz pingado, realizou a respira¢do com ritmo
basal através de um bocal estéril e descartavel, conectado a uma valvula unidirecional que permitia a
inspiracdo deu ar ambiente e a expiragcdo para um tubo flexivel de silicone atdxico, foi permitido
interromper para deglutir ou expectorar a saliva, se necessario. O tubo flexivel de silicone é submerso
em um recipiente térmico que proporciona uma area maior de contato do tubo com uma solucéo
contendo agua e gelo, mantendo a temperatura proxima de zero grau Celsius. Esse resfriamento faz
com que o liquido 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 broncoprovocacao (pré
HVE) e quinze minutos apos o teste (pds HVE). As amostras foram transportadas em recipientes com
isolamento térmico e armazenadas a -80 graus Celsius no Departamento de Quimica Fundamental até
0 momento da analise metabondmica.

Este equipamento foi validado através das analises metabonémicas no CAE de sete (07)
individuos sem asma e sem historico clinico de sintomas respiratdrios relacionados a pratica de
atividades fisicas, e os resultados foram comparados com os individuos asmaticos. Foi possivel
distinguir esses dois grupos através do modelo metabonémico, em concordancia com achados da
literatura.

O processo de limpeza dos componentes dos dispositivos também foi padronizado e, para
verificar uma possivel interferéncia nos resultados, realizamos analises metabondmicas de 10
amostras de 5ml agua destilada que foram coletadas nos tubos de silicone apds o processo de
higienizacdo. N&o verificamos residuos no perfil metabonémico nos espectros obtidos pela RMN *H

nessas amostras.
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Medida do volume expiratério for¢cado no primeiro segundo (VEF1)

O valor do VEF; foi obtido por meio da espirometria e expresso em litros por segundo.
Utilizamos o espirdmetro MicroQuark (COSMED, Roma, Italia), que foi calibrado diariamente. A
temperatura e umidade do ar no local do teste foram registradas com um termo-higrémetro. Os valores
previstos para a referéncia foram os propostos por Pereira (PEREIRA, 2002).

Os pacientes receberam instrucdes para realizar uma inspiracdo rapida e completa até
atingirem a capacidade pulmonar total, seguida de uma expiracdo no bocal do espirémetro da forma
mais rapida e completa possivel, sendo estimulados verbalmente pelo examinador durante a execugdo
da manobra. Seguimos os critérios de execucgdo e aceitabilidade estabelecidos pelas Diretrizes para
Testes de Fun¢do Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (PEREIRA, 2002),
bem como os padrdes internacionais definidos pela American Thoracic Society (MILLER., 2005).
Para evitar interferéncia das manobras de expiracdo forcada nos resultados do VEF: apds a
broncoprovocacao por HVE, foram aceitas duas manobras semelhantes a manobra basal ou, em caso
de reducdo no VEF;, duas manobras com curvas fluxo-volume semelhantes e com aspecto adequado
na avaliacdo do pico de fluxo (PARSONS, 2013).

O valor do VEF: foi medido antes e aos cinco, 10, 15 e 30 minutos apds a broncoprovocagéo.
O BIE foi diagnosticado quando houve uma reducéo igual ou maior que 10% em relacdo ao valor
basal do VEF:. A intensidade da reducdo no VEF: em rela¢ao aos valores basais foi

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

(>50%) (PARSONS et al., 2013).

Teste de broncoprovocacao por hiperventilacao voluntaria eucapnica (HVE)

O teste foi conduzido através da hiperventilacdo de uma mistura de ar seco contendo 5% de
dioxido de carbono (CO2), a fim de evitar a ocorréncia de alcalose respiratdria. 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
plasticos, dos quais os participantes inalaram o contetdo por meio de um bocal e uma valvula

unidirecional de baixa resisténcia (Laerdal®, Stavanger - Noruega).

Durante o teste, os individuos foram instruidos a manter a taxa de ventilagdo alvo

correspondente a 21 vezes o valor do basal (PARSONS, 2013) por um periodo de seis minutos.
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A taxa de ventilagdo por minuto foi medida utilizando um ventilémetro analégico NSpire
Wright Mark 8 (Nspire® Health Ltda - Reino Unido), e os pacientes foram constantemente
estimulados a manter a taxa de ventilacdo alvo. Se necessario, os adolescentes podiam fazer
pequenas pausas no teste para engolir a saliva acumulada ou tossir. Ndo houve interrupgédo do teste
devido a desconforto respiratorio severo por parte dos participantes durante a realizagéo desse

estudo.
Analise metabonémica do condensado do ar exalado

Todas as aquisicOes de espectros de RMN H foram realizadas em um espectrometro Varian
de 400 MHz a uma frequéncia de *H de 400 MHz (Varian® - Califérnia - EUA). Todas as amostras
do CAE congeladas foram descongeladas a temperatura ambiente e preparadas utilizando 630 pL de
amostra e 70 pL de tampao de fosfato de sodio (0,2M Na2HPO4 em 10% de D20, pH 7,0) e colocadas
em tubos de RMN de 5 mm.

Os procedimentos de aquisicdo seguiram o0s parametros: o0s espectros de RMN
unidimensionais foram adquiridos com a supressao do sinal da agua usando uma sequéncia de pulsos
padrdo (WET), com 14.522 pontos de dados em uma janela espectral de 5.186,7 Hz, tempo de
aquisicdo igual a 1,4 s, 160 transientes, atraso de saturacao igual a 3,0 s e temperatura de 22°C. O
alargamento de linha utilizado foi de 1 Hz.

Analise estatistica

O processamento dos dados espectrais foi realizado utilizando o programa MestReNova 12.0
(MNova® - Califérnia - EUA , a regido entre 31,60 ¢ 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 construida com 92 linhas (casos) e 68 variaveis (bins dos espectros de RMN H mais a
variavel de classe) e, em seguida, foi submetida a analise multivariada, identificando 8 variaveis

(picos de intensidade do sina da RNM) significativos.
A analise multivariada dos dados espectrais foi realizada obedecendo o seguinte:
Primeiramente, trés matrizes foram criadas:

« Uma matriz para todas as amostras coletadas antes o teste de broncoprovocagéo por HVE

(pré HVE), comparacao entre casos positivos e negativos para o diagnéstico de BIE.

« Uma matriz para todos o0s casos positivos de BIE, comparagdo das amostras coletadas antes

e apods o teste de broncoprovocacgéo por HVE.

« Uma matriz para todos os casos negativos de BIE, comparagdo das amostras coletadas

antes e apos o teste de broncoprovocacgdo por HVE.
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Os conjuntos de dados foram pré-processados utilizando normalizac¢éo por soma (em linha)
e escalonamento automatico (variaveis). Em seguida, foram empregados formalismos de PCA
(Analise de Componentes Principais) e Analise Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados
(OPLS-DA), usando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0 (Edmonton - Alberta - Canada). Os
modelos de metabondmica foram validados utilizando Validagdo Cruzada Leave-One-Out (LOOCV)

e teste de permutacdo, com 2000 permutacdes.

O componente principal foi calculado a partir da analise multivariada das intensidades dos
sinais no espectro que melhor representaram as distingdo (maior variancia) entre as amostras, 0
objetivo foi transformar matematicamente os diversos sinais para uma Unica representacéo,
permitindo uma melhor visualizacdo dos padrdes de cada amostra no grafico. Cada circulo do grafico
representa uma amostra do CAE antes (circulos abertos) ou apos (circulos sélidos) a HVE dos
adolescentes avaliados. A proximidade da amostra com o componente principal, sugere semelhancas
nos perfis de metabolitos presentes no CAE, enquanto a distancia sugere diferencas.

Os dados gerais foram processados e analisados utilizando o programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS), versdo 20.0. Inicialmente, os dados foram inseridos no pacote
estatistico SPSS por meio de digitacdo dupla, e foram verificadas possiveis inconsisténcias. Para
caracterizar a amostra, os dados passaram por teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
distribuicdo normal e, na comparacgdo das varidveis independentes continuas, foi utilizado o teste t de
Student

Para comparacdo entre 0s grupos dos pacientes com e sem BIE foi utilizado o diagndstico
clinico (VEF1 < 10% no teste de broncoprovocacgdo) e 0 modelo metabonémico desenvolvido através
da Andlise Discriminante Linear (LDA) dos metabolitos presentes nas amostras do CAE obtidas antes
da HVE.

O modelo metabondmico da LDA foi desenvolvido através software Statistica 10.0 e
validado por meio da Validacdo Cruzada Leave-One-Out (LOOCV), identificando 8 picos de sinais
do espectro da RMN *H discriminantes dos 44 participantes, identificando aqueles com BIE e sem
BIE.

Foi realizada a comparacdo do perfil metabondmico das amostras do CAE coletas antes e
apos o HVE (analise intragrupo) a partir da analise exploratéria através da Analise dos componentes
principais (PCA). Em seguida, foi utilizada a regressdo multivariada por Analise Discriminante
Ortogonal por Minimos Quadrados (OPLS-DA). Para realizar as analises PCA e OPLS-DA, foi

utilizada a plataforma online MetaboAnalyst 4.0.
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A validacdo estatistica foi obtida pelo teste de permutacdo, com 2000 permutacdes. Esse
teste foi utilizado para avaliar se a classificacdo especifica dos individuos em dois grupos designados
é significativamente melhor do que qualquer outra classificacdo aleatoria em dois grupos arbitrarios.
Nesse teste, os rotulos de classe de BIE positivo e BIE negativo foram permutados, ou seja,
aleatoriamente designados para diferentes individuos. Com os rétulos de classe “errados”, um novo
modelo de classificacdo foi calculado. A ideia por tras do teste de permutacdo é que, com os rétulos
de classe errados, 0 modelo de classificacdo recém-calculado ndo deve ser capaz de prever as classes

com preciséo.

RESULTADOS

Foram recrutados quarenta e cinco adolescentes asmaticos de ambos os sexos, com idades
entre 10 e 20 anos, que ndo estavam em tratamento regular nas quatro semanas anteriores aos testes.
Contudo, apos a triagem inicial, um dos adolescentes foi excluido da amostra por apresentar um valor
de VEF basal inferior a 60% do valor tedrico previsto e, por esse motivo, foi excluido do grupo de
amostra.

Dos 44 pacientes, vinte e trés (54,73%) apresentaram resultado positivo para BIE apos a
broncoprovocagéo por HVE (BIE+).

Os dados gerais desses participantes estdo apresentados na tabela 01. A amostra foi
homogénea 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 asmaticos com BIE
apresentaram uma reducdo média de 25,13 + 14,9 no VEF: ap6s a manobra de hiperventilacao
voluntaria eucdpnica. Na Ultima avaliacdo espirométrica, 30 minutos apds o teste de

broncoprovocacao, todos os participantes apresentaram um VEF:1 proximo (< 10% de diferencga) ao

valor basal.
Grupo BIE + BIE - N
(n= 25) (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
VEF; basal (I/seg) 2,38+ 0,7 3,33+0,9 0,77
VEF, basal (% do predito) 91,6 +15,3 99,0+ 159 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 +: Asméticos com broncoconstric¢éo induzida por exercicio. BIE -: Asmaticos
sem broncospasmo induzido por exercicio; ACT: Asthma Control Test (Teste de Controle da Asma); VEF1:Volume
expiratério forcado no primeiro segundo; VEF; HVE: Reducdo do volume expiratorio forcado no primeiro segundo apés
broncoprovocacdo por hiperventilagdo voluntaria eucépnica. * teste t de Student.

Em relacdo aos resultados obtidos no teste de espirometria e HVE, a agua de banho do
equipamento condensador teve uma temperatura média de 2,95 + 1,35°C e o volume médio de
biofluido coletado foi de 5,26 + 3,06ml.

A andlise do perfil metabondmico desenvolvido através da Andlise Discriminante Linear

(LDA) antes do HVE foi capaz de discriminar BIE com bons valores psicométricos (Tabela 02).

Tabela 02 - Anélise da acuracia do modelo metabonémico antes do teste de hiperventilacdo voluntaria
eucapnica em adolescentes asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio.

Diagndstico Clinico

BIE + BIE -
Modelo BIE + 23 5
Metabonémico
BIE - 2 14
Acuracia: 82.7% Sensibilidade: 82,1% Valor preditivo positivo: 83,72%
Especificidade: 83,3% Valor preditivo negativo:

82,22%.
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BIE +: Asmaéticos com broncoespasmo induzido por exercicio. BIE -:Asmaticos sem broncoespasmo induzido por

exercicio.

A partir dos modelos desenvolvidos realizamos a comparagdo do perfil de metabdlitos
presentes no CAE antes a apés o HVE tanto nos pacientes asmaticos com BIE (figura 02A) como
aqueles que ndo apresentaram broncoespasmo durante o teste (figura 02B). Os pacientes com BIE
apresentaram diferencas no perfil de metabolitos em comparacdo ao basal considerando 0 mesmo
grupo. Nao houve diferencas entre os asméticos sem BIE em relacdo ao basal no mesmo grupo
(figuras 02A e 02B)

Figura 02 - Comparacao do perfil de metabdlitos presentes no CAE antes e ap0s o teste da

A ASMATICOS COM BIE s B ASMATICOS SEM BIE
O Pré HVE O Pré HVE
® P6s HVE ® P6s HVE
. ..... ®% © Q2009 .
. ° ." LA 29 &8&%0(3 ® . &

TR, .

p<0,113

. p <0,001

Componente Principal Componente Principal

BIE +: Asmaticos com broncoespasmo induzido por exercicio. BIE -:Asmaticos sem broncoespasmo induzido por
exercicio. HVE: Hiperventilagdo eucdpnica voluntéria. Analise por OPLS, a linha central refere-se ao componente
principal, uma representagdo matematica dos sinais do espectro da RMN 1H dos metabdlitos que melhor discriminam os

metabolitos presentes no CAE pré e p6s HVE.
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No grafico da figura 02A a linha central refere-se ao componente principal, uma
representacio matematica dos sinais do espectro da RMN H dos metabolitos que melhor

discriminam os metabolitos presentes no CAE pré e pés HVE.

Desta forma, analisando apenas os adolescentes asmaticos com BIE, observamos na figura
02A que a maior parte das amostras do CAE obtidas antes da HVE est4 deslocada para a direita,
enquanto aquelas amostras obtidas pds HVE estdo agrupadas a esquerda do grafico. A analise de
regressao multivariada por OPLS mostrou que o perfil de metabdlitos presentes no CAE pré HVE ¢

significativamente diferente daqueles p6s HVE (p<0,001).

Por outro lado, nos pacientes asmaticos sem BIE, tanto as amostras coletadas pré HVE como
aquelas obtidas pds HVE estdo agrupadas proximas ao componentes, ndo sendo possivel identificar
uma separacao entre elas (Figura 04B). Realizando a mesma analise por OPLS-DA, ndo houve
diferencas significativas nos perfis de metabolitos presentes no CAE antes ou apés a HVE nos

asmaticos sem BIE (p = 113).

Esses resultados foram validados através do teste de permutacdo nos dois grupos de
pacientes. O teste confirmou que ha diferencas (p<0,001) no perfil de metabdlitos do CAE pré e pos
HVE nos asmaéticos com BIE e que ndo foi possivel discriminar (p=0,195) as amostras pré e ps HVE

dos asmaticos sem BIE.

Foi observada uma maior intensidade do pico do sinal na RMN *H no deslocamento
quimico 1,92ppm, relacionado ao acetato, nos adolescentes que apresentaram BIE, sugerindo a

participacdo desse composto nas vias metaboélicas envolvidas no mecanismo da broncocontricdo .

DISCUSSAO

Esse estudo investigou a potencial aplicacdo da analise metabondmica por RMN *H para
identificar alteracfes no perfil de metabdlitos presentes no condensado do ar exalado antes e apds a
broncoprovocacdo por hiperventilagdo voluntaria eucapnica em 44 adolescentes asmaticos, 25 deles
com BIE. Até onde é do nosso conhecimento, esse € o0 primeiro estudo com esse objetivo a ser
realizado.

Nossos resultados demonstraram diferencas dos metabolitos presentes no CAE de
adolescentes asmaticos com e sem broncoespasmo induzido por exercicio (BIE) antes mesmo da
realizacdo da HVE. Adicionalmente, observamos que as alteracdes nos metabdlitos presentes do CAE
apos a manobra de HVE ocorreram apenas no grupo de pacientes com asma que desenvolveram BIE.

A analise 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 expiracdo, atraves de
uma técnica nao invasiva. Esse método permite a obtencdo de amostras do ar exalado pelos pacientes
para analise. O CAE tem sido utilizado para avaliar a presenca de biomarcadores, como substancias
inflamatorias e moléculas especificas, que podem fornecer informagdes importantes sobre a condi¢cdo
respiratdria do individuo. Essa técnica tem se mostrado promissora em diversas areas da medicina,
especialmente no estudo de doencas respiratorias, como a asma, proporcionando uma forma mais
facil e menos desconfortavel de avaliar a saide pulmonar dos pacientes (KIERBIEDZ-GUZIK e
SOZANSKA, 2023; POLOMSKA e SOZANSKA, 2022; POLOMSKA, BAR e SOZANSKA, 2021)

Os biomarcadores mais frequentemente estudados no CAE séo pH, citocinas e eicosandides,
incluindo 8-isoprostanos, cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs) e lipoxinas (Bannier, 2019). No estudo de
coorte realizado por Kreif3l (2021), acompanhando 135 criancas, observaram que o pH do CAE foi
altamente sensivel para identificar aquelas com maior risco de desenvolver asma na idade escolar.
Outro estudo, que investigou o efeito do tratamento com corticosterdide inalado e prednisona oral,
observou uma reducdo significativa de Cys-LTs no CAE de noventa e quatro criangcas com
exacerbacdo moderada a grave de asma. Esses achados demonstram o potencial do estudo dos
componentes do CAE para avaliagdo, acompanhamento e compreensdo dos mecanismos envolvidos
nos processos inflamatorios e respostas ao tratamento da asma.

Os Cys-LTs sdo mediadores inflamatdrios produzidos por diversas células do sistema
imunoldgico. Estudos mostraram que criangas asmaticas tém niveis elevados de Cys-LTs no CAE
em comparaco com criancas ndo asmaticas (POLOMSKA, BAR e SOZANSKA, 2021; LINARES
SEGOVIA, 2014) . Além disso, em casos de asma persistente, os niveis de Cys-LTs no CAE sdo mais
altos do que na asma intermitente (KESKIN, 2016). Outros mediadores inflamatérios, como o
leucotrieno B4 (LTB4), também tém sido investigados, e estudos mostraram que criancas asmaticas
tém niveis mais elevados de LTB4 no CAE em comparac¢do com criangas saudaveis (GELFAND,
2017). Ademais, pacientes atopicos tendem a apresentar concentracdes mais altas de LTB4 em ambos
os tipos de CAE coletados (TRISCHLER, 2015).

S80 necessarias mais pesquisas para entender melhor o papel destes mediadores
inflamatdrios na asma, assim como a identificacdo dos mecanismos que precedem as suas formacdes,
descrevendo, por exemplo, as vias metabolicas relacionadas. Contribuindo, por exemplo, para
entender porque apenas uma parte dos pacientes asmaticos apresentam BIE, e se as diferencas nos
metabolitos presentes nas vias aéreas podem explicar as diferentes respostas ao exercicio.

Ainda ndo ha uma padronizacdo metodologica estabelecida para coleta do CAE nos
pacientes asmaticos, apesar de dois abrangentes relatorios do Grupo de Trabalho da European
Respiratory Society (ERS) e da American Thoracic Society (ATS) em 2005 e 2017, respectivamente
(HORVATH, 2017; HORVATH, HUNT e BARNES, 2005).
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Embora diversos estudos tenham avaliado os componentes do CAE em pacientes asmaticos
através da RMN 'H (IBRAHIM, 2013; SINHA, 2012; CARRARO, 2007), n4o encontramos estudos
com esse perfil de andlise especificamente no fenétipo com BIE.

Amostras de condensado do ar exalado de 82 adultos com asma e 35 voluntérios saudaveis
foram analisadas no estudo de lbrahim (2013) usando RMN *H. Os autores desenvolveram um
modelo discriminatdrio baseado em cinco regides espectrais, que conseguiu distinguir com sucesso
0s asmaticos dos controles saudaveis. Além disso, foi possivel discriminar subgrupos dos pacientes
asmaticos com base em caracteristicas como eosinofilia, neutrofilia, controle da asma e uso de
corticosteroides inalatorios.

Motta (2014) coletaram amostras do CAE de um grupo de 35 pacientes asmaticos e 35
individuos saudaveis 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
andlise espectral, classificaram corretamente os pacientes asmaticos e saudaveis. Os metabolitos que
melhor distinguem os dois grupos de participantes foram: succinato, hippurato, piruvato, metanol,
acido graxo saturado, valina, fenilalanina, trimetilamina, acetato, acido urocéanico, etanol, 4-
hidroxifenilacetato, adenosina, propionato, formato, colina/fosforilcolina e lactato. Esses metabolitos
apresentaram diferencas significativas nas concentragfes entre os grupos, possibilitando a correta
classificacdo das amostras, independentemente da temperatura de condensacao do CAE.

No estudo de Carraro (2007), foi realizada uma analise metabolémica utilizando a técnica
de RMN *H no condensado do ar exalado de vinte e cinco criangas com asma alérgica controlada e
onze criancas saudaveis. A analise das informacGes obtidas a partir dos espectros apresentou uma
taxa de discriminacdo significativa, alcancando uma acurécia de aproximadamente de 86%. As
variaveis de RMN *H selecionadas revelaram a presenca de compostos acetilados na regido de 1,7 a
2,2 ppm. Préximo a essa faixa de frequéncia (1,86 a 1,92 ppm), também identificamos uma diferenca
significativa nos espectros obtidos no CAE dos adolescentes asmaticos com BIE antes e ap6s o HVE,
0 gue sugere que os compostos acetilados podem apresentar um papel importante no mecanismo da
broncocontricdo nesse grupo de pacientes.

Em outro estudo realizado por Carraro (2013), com 42 criancgas e adolescentes asmaticos e
15 ndo asmaticos, utilizando anélise dos metabolitos atraves da espectrometria de massas no CAE
dos participantes, foram diferenciados vérios fendtipos de asma, com foco especial na asma grave.
Nessa pesquisa, foram identificados compostos associados ao acido retindico, adenosina e vitamina
D que mostraram relevancia na distin¢do dos diferentes grupos.

Maniscalco (2017) investigaram o perfil metabdlico, utilizando a RMN H, de 3 grupos de
individuos: obesos com asma, obesos ndo-asmaticos e asmaticos ndo obesos. Os autores, assim como

em nosso estudo, realizaram a coleta do CAE ap0s o teste de broncoprovocacdo, porém utilizando o
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estimulo direto com metacolina. Foram relatados envolvimento das vias metabdlicas do piruvato,
metano, glicoxilato e dicarboxilato em amostras de CAE dos adultos com fendtipo de asma
relacionada a obesidade.

O piruvato foi descrito nas possiveis vias metabolicas (Figura 05) que discriminam as
criancas com asma no estudo de Chang-Chien (2021). Os autores demonstraram que a assinatura
metabdlica do CAE, baseada em RMN H, composta por 4 metabolitos (lactato, formato, acido
butirico e isobutirato), teve propriedades discriminativas no diagnostico da asma em criancas asiaticas
em uma coorte populacional.

Em nosso estudo, analisando os espectros da RMN *H nas amostras do CAE coletadas antes
da HVE nos asmaéticos com BIE, observamos uma maior intensidade do sinal relacionado ao acetato
guando comparadas as amostras do adolescentes sem BIE. Sugerindo a participacdo do acetato nos
mecanismos envolvidos BIE.

Apoiando essa especulacdo, identificamos que os sinais relacionados aos compostos
acetilados, na comparacdo pré e pés HVE, aumentaram apenas no grupo de asmaticos com BIE,
permanecendo inalterados naqueles que ndo desencadearam a bronconstricdo durante o teste (BIE-).

Observando a figura 05, identificamos que o acetato pode ser produzido a partir da
degradacdo do piruvato em formato e butirato, ambos compostos s&o mencionados como
moduladores do mecanismo inflamatério e de contracdo do musculo liso das vias aéreas. (CHANG-
CHIEN, 2021; RODUIT, 2019; RON-HARE, 2016; GREENWALD, 2010; GASTON, 1998)

Algumas consideracGes metodoldgicas que podem ser levadas em conta, como a temperatura
da mistura de agua e gelo maior que 0°C, impossibilitando a coleta de maiores quantidades de
compostos Vvolateis; o processo de limpeza do equipamento que ndo passou por esterilizacdo por
temperatura (HORVATH, HUNT & BARNES, 2005). Também néo realizamos a mensura¢do do pH
do CAE no momento da coleta. No entanto, esses fatores ndo influenciaram os resultados, pois 0s
procedimentos metodoldgicos foram realizados de maneira igual em todos os pacientes, desde do
teste de funcdo pulmonar, a realizacdo do teste de broncoprovocacéo por HVE, o dispositivo para
coleta do CAE e o processo de limpeza dos equipamentos utilizados.

Além disso, realizamos as analises de 10 amostras de agua destilada que foram introduzidas
no tubo de silicone do condensador apds a higienizacdo e ndo foram identificados alteracdes do
espectro da RMN 'H nessas amostras, demonstrando que o processo de limpeza ndo interferiu em
nossos resultados. Observamos também que, mesmo com temperatura no dispositivo condensador
n&o atingir valores abaixo de 0°C, foi possivel identificar alteracdes dos espectros de RMN H nas
amostras do CAE dos participantes, indicando mudancas nos perfis metabonémicos.

Outra observagdo relacionada aos procedimentos € sabemos que um maior nimero de

repeticbes das manobras de expiracdo forcada para avaliagdo do VEF: 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 broncoprovocacéo foi obtido com 3 ou 4 manobras espirométricas.

CONCLUSAO

Os perfis metabondmicos analisados no CAE antes do HVE foram capaz de discriminar a
presenca de BIE nos asmaticos com bons valores psicométricos. Os asmaticos com BIE apresentam
alteracOes significativas nos metabolitos do CAE quando submetidos ao teste de broncoprovocacéo,
em relagdo ao basal. A identificacdo do metabdlito acetato, com maior intensidade nos adolescentes

com BIE, pode indicar uma potencial via metabolica associada a resposta asmatica ao exercicio.
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Induzido per EsforgoiBIE} apos teste de broncoprovecagdo por Hiperventilagao Eucapnica Voluntaria.
Trata-se de um estudo transversal, Explnratn:'rrin, comparative, aberta e com amosfra per conveniencia que
sera realizade no servigo de pneumoclogia da Universidade Federal de Pemambuco-Hospital das Clinicas
[UFFE-HC), onde serdo colstadas as informagdes clinicas e antropometricas e realizados os tesies de
fungdo pulmonar, medidas do FeNMQ (Fragdo exalada do Acido Mitrico}, coleta dos cendensados do ar
exalade|CAE) & as técnicas de broncoprovocacdc para determinagio do BIE. A anilise dos metabdlitos no
condensade do ar exalado sera realizada no Departamento de Quimica Fundamenial, da Universidade
Federal de Pernambuce. A anilise das citocinas no condensade do ar exalads serd realizada no

Departamenta de Imunclegia do Centro
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de Pesguisa Aggeu Magalhaes/FIQCRUZ.

Serao selecionadas 40 criangas e adolescentes asmaticos diagnosticados por medice assistente
especialista & provenientss do ambulatorio especializados de Pneumalogia & de Alergologia do Hospital das
Clinicas da UFPE, sem fratamemnto regular nas (itimas 4 semanas, com idade entre 10 & 20 anos & de
ambos os sexos. Os voluntarios residem na cidade do Recife = Regido Metropolitana com diagnostico de
asma dado por médicos especialistas dos referidos ambulatdnios & classificados de acordo com os critérics
do Global Initiative for Asthma (GINA, 2017).

0= pesquisadores, mediante aplicagao de tecnicas minuciosamenis detalhadas ne projeto & com ample
embasamenia cientifico, esperam verificar se existem diferengas no especiro metabonamica e de citosinas
do condensado do ar exalado entre criangas & adolescentes asméaticos com & sem broncoespasmo induzido
por exercicio, possibilitando um melher entendimento na fisiopatologia do bronesespasmo induzido por

exercicio em individuos asmiaticos.

Objetive da Pesguisa:

OBJETIVDS GERAL

Analisar & comparar o perfil metabondmico & de citocinas inflamatorias presentes no condensado do ar
exalado em adolescenies asmaticos com e sem BIE apos teste de broncoprovocagio por Hiperventilagao
Eucipnica Volumtiria.

ESPECIFICOS —

1- Construir modelos metabondmicos, usando dados espectrais de RMMN cbtidos no CAE de adolescentes
asmaticas com e sem BIE, comparands dados cbtidos pré e pos testes de broncoprovocacdo;

2- ldentificar os metabdlitos endogenos associados com a discriminagdo entre oz grupos de eswdo &
imeestigar as rotas metabdlicas envalvidas no processo.

3 - Analisar e comparar as c:jn{:enlra?BEE de citocinas inflamatarios (-4, IL-5, IL-8, IL8, IL-13, IL-15, IL-16,
IL1TA, MCP-1, MIG & TNF-} mo condensado do ar exalads em adolescentes asmaticos com e sem BIE;

4 -Medir e comparar os niveis de fragio de dxido nitrico exalado (FeMO) antes e apos a broncoprovocagio
am adolescentes asmaticos com e sem BIE Verificar as -::::\rrela?:':es entre a FelNO, o modelo metabondmico

espectral & 3 concentragio de citocinas no CAE de pacientss com e

Endersgo:  Av. da Engennana &n" - 1° andar, 533 4, Frédio do CenTo de Clenclas da Falde
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sem BIE.

A- Comelacionar modelo metabolomico especiral € a cuncenlragiu de ciiocinas em pacientes com e sem
BIE com a eosinofilia sanguinea, IgE total & atopia. - Estudar a aEEDl:iag:.iD enfre a intemsidade da rEdug::'il::
do WVEF1 apds a broncoprovocagio com a concentracio e tipo de metabdlitos & de citocinas no GAE -
Verifizar as associagio entre o estado de contrale da asma pela pontuagio no Teste da Controle da Asma

[ACT) e concenfragies de metabdlitos e citocimas mo CAE.

Awaliagao dos Riscos e Beneficios:

Rizcos: Dior & sangraments discretas por ocasifo da punc3o venosa para realizagio do hemograma &
dosagem de IgE total. Os testes alérgicos cutdneons ja fazem pare da roting de avaliagio de pacientes
asmaticos e tem como principal evento adverso discreto sangramentn no loeal das puncturas. A espirometria
& também exame de rotina ma avaliagde de paciantas asmaticos e tem como possibilidade de riseos o
desencadeamento de episodio de asma (rarc)d ou a fadiga do paciente. O teste de Hiper\renr.rilaqin
Eucapnica Voluntana para diagndstico de BIE € realizado rotineiramente na investigagao de gueixas de
dispneia associa & exercicio em individuos com histora clinica sugestiva de asma. Tem sido utilizado seja
na elinica assistencial como em diversas outras pesquisas anteriormentze aprovadas pelo CER/CCSUFFE
sem que tenham sido registrados evantos adverses considerados graves (necassidade de internagdo por
crises de asma ou guedas com fraumafismos). O risco inerenie ao ieste & o desencadeamento de sintormas
de dispneia associados a hiper'-.ren'tilagi-u ou a0 broncoespasmo desencadeade. A mensu r.a-;.'a::- do FeMO
nao apresenta riscos para os pacientes, de acordo com a literatura , Mao sao relatados efeitos adversos
durants a coleta do condensado do ar exalado.

Bemeficios: Os parficipantes poderao se beneficiar diretamente dos resultades dos exames pelo diagnostico
de BIE e do seu tratamento pelo medico assisiente. A populagdo em geral sera beneficiada pelos
conhecimentos advindos dos resultados da pesguisa e pelas perspectivas de novos conhecimenios a serem
gerados pelas duvidas suscitadas. Todos os resultados serac disponibilizados aos pacientes = a seus

meédicos assistentes para um melhar tratamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se d= um projeto de pesquisa muito bem definide & com metodologia fundamentada em ampla revisao
bibliografica. Os eriterios de inclusao e exclus3o estao claros e bem definides assim some as tecnicas a

serem wtilizadas minuciosamente apresentadas mediante descrigio e

Enderagor  Av. 33 Engeninana &m° - 1° 3niar, 533 4, Pramo of Cento 08 ChEnclias 03 F3u0e
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representacdo grafica & com fotos dos procedimentos. Os documentos anexados ao projeto atendem s

exigencias necessanas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagac obrigatoria:

Cronograma: Coleta de dados programada para o pericdo de agoste a dezembro de 2018;

Orgamento: estimado no total em R3S 14.107,00 referente a aquisigdo de Cilindros de gases & matenal de
escrtorio;

Folha de Rosto preenchida de forma adequada;

TCLE redigido de forma clara € acessivel aos voluntarios maiores € meneres de 18 anos;

Cumculum vitae dos pesquisadores anexados, plataforma lattes;

Cartas de anwéncia do Laboratirio Aggeu Magalhdes, Departamento de quimica, Senvico de Pneumologia e
Semiico de Alergia & Imunclegia do HC anexadas,

Termo de confidencialidade.

Recomendagoes:

Sem recomendacoes

Conclustes ou Pemdéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

O Protocols foi avaliado na reunido do CEP 2 estd APROVADD para iniciar a coleta de dados. Informamas
que a AF‘HOUM;.ELD DEFINITIVA do projefo 50 serad dada apés o envio da Motificagio com o Relatéric Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modele de Relatorie Final para envia-le via
“Motificaga”, pala Plataforma Brasil. Siga as instrugfes do link “Para enviar Relatdro Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciagcio desse relatdrio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado definitive
pelo sisiema Plataforma Brasil

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada naste
protocolo aprovado, exceto guando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resclugio CHSMS N® 486/12).

Eventuais modifizagies nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA ao projeto, identificando
& pane do protoczle & ser modificada & suas justificativas.

Para projetos com mais deum anc de exscugdo, & obrigatdrio gque o pesquisader responsivel pelo

Enderago:  Awv. da Engenhada em® - 1° anidar, sala 4, Prégio do Centro de Clenclss da Salds
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Protosole de Pesquisa apresents a este Comite de Etica, relatdrics parciais das atvidades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprowac3o (tem X.1.3.b.. da Resolugic CNS/MS N° 488/12).

O CEPVUFPE deve ser informade de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso

normal do estude {item V.5., da Resolugao CNSIMS N° 486112). E papel doia pesquisador’a assegurar

todas as medidas imediaias e adequadas frente & svente adverso grave ocomids (mesmao que fenha sido

em outre centre) @ ainda. enviar notificagio 3 ANVISA — Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria. junte com

s&U posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documeantos abaixe relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagso
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | DSMD&/2018 Aceito
do Projeto ROJETD 1138982 pdf 08.22:40
Cuitros SIGA jpa D5ADE2018 (EDIL DE Aceito

12:35:33 [ALBUQUERQGQUE
RODRIGUES FILHO
Cufras Termo_Confidencialidade. pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:33:24  [ALBUQUERGQUE
RODRIGUES FILHO
Qutras ROMALDO pdf D5M&2018 |EDIL DE Aceito
12:26:46 (ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Quiras RICARDD. pdf D5/0e2018 (EDIL DE Aceito
12:26:20 [(ALBUGUERGUE
RODRIGUES FILHO
Quiros MARCO. pdf Do/0ew2018 (EDIL DE Aceito
12:26:12 [(ALBUQUERGQUE
RODRIGUES FILHO
Cuiros EMANUEL. pdf DS0E2018 (EDIL DE Aceito
12:25:51 ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Cutros EDIL.pdf D3/0E2018 (EDIL DE Aceite
1226536 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Quiras DECIO. pdf D3ADE2018 (EDIL DE Aceito
12:26:17 [ALBUGUERGQUE
RODRIGUES FILHO
Quiros CLAUDIO. pdf Do/0Ew2018 (EDIL DE Aceite
12:24:50 (ALBUGQUERQUE
RODRIGUES FILHO
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Qlutros ANGELD. pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
122441 |ALBUQUERQUE
RODRISGUES FILHO
Qlutros ANDERSOMN.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:24:20 ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Projeto Detalhado/ | METABONOMICA_E DOSAGEM_DE_ | 02062018 |EDIL DE Aceito
Brochura CITOCINAS_NO_COMDENSADO DO_ 1210:11  |ALBUQUERQUE
Investinsdor AR EXALADOD pdf RODRIGUES FILHO
TCLE /! Termos de | TCLE_responsavel_legal pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Accentimants 120848 |ALBUQUERQUE
Justficativa de RODRIGUES FILHC
Auséncia
TCLE /! Termos de | TCLE_maiores_de_ 18.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Ascentimento | 120732 |ALBUQUERGUE
Justficativa de RODRIGUES FILHO
AusEncia
TCLE/ Termos de | TALE. pdf 05/0&/2018 |EDIL DE Aneito
Assentiments f 12:07:18 |ALBUQUERZUE
Justificativa de RODRIGUES FILHO
Auséncia
Folha de Rosto folha de rosto pronta.pdf 04/06/2018 |EDIL DE Aceito
21:268:42 |ALBUQUERZUE
RODRIGUES FILHO
Dieclaracio de CARTAS_LABORATORIO_HC_AGGEU| 16052018 |EDIL DE Aceito
Instituigao e pdf 1145848 |ALBUGQUERGQUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO
Declaracio de CARTA_PHEUMOLOGIA. pdf 16052018 |EDIL DE Acaito
Instituigio e 1148:22 |ALBUQUERGUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO
Dieclaragac de CARTA_DEFPARTAMENTO_DE_QUIMI | 16/05/2018 |EDIL DE Aceito
Instituigio e CA.pdf 11:48:07 |ALBUQUERQUE
J_u,lf[.]gstu_]:ura RODRIGUES FILHO :
Declaracao de CARTA_ALERGIA_E_IMUMOLOGIA. pdff 160052018 |EDIL DE Aceito
Instituigio & 11:45:25 |ALBUQUERGQUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMNEP:

Nio
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RECIFE, 02 de Agosto de 2012

Assinado por:

LUCIAND TAVARES MONTENEGRO
{Coordenador)
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