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RESUMO

A rinite alérgica é uma condicao crénica prevalente em criancas e adolescentes, caracterizada
por inflamacéo na mucosa nasal em resposta a alérgenos. A adeséo ao tratamento € fundamental
para o controle dos sintomas e melhoria na qualidade de vida dos pacientes. O presente estudo
teve como objetivo monitorar, usando uma estratégia metabondémica baseada em espectroscopia
de RMN de H, criangas e adolescentes em tratamento contra a rinite alérgica. Para o estudo,
foram recrutados pacientes com rinite alérgica, inicialmente, separados em dois grupos com
base na adesdo ao tratamento (boa e ma adesdo), segundo o autorrelato do paciente ou
responsavel. Amostras de soro foram coletadas dos participantes e armazenadas para obter
perfis metabondmicos. Além disso, foram coletados dados das caracteristicas demograficas,
clinicas e laboratoriais dos participantes. Inicialmente, foi realizada uma analise exploratéria
usando Analise de Componentes Principais (PCA) e Andlise Hierarquica de Cluster (HCA). Na
andlise classificatoria, utilizou-se Analise Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados
Parciais (OPLS-DA). Os metabolitos mais relevantes para a construcdo do modelo OPLS-DA
foram identificados por meio da importancia da variavel na projecdo (VIP). Em relacdo aos
participantes do estudo (n=25), a idade média foi igual a 8,8 anos, com predominancia do sexo
masculino. A maioria dos participantes recebeu o diagndstico de rinite alérgica na forma
moderada/grave e asma concomitante. Dos participantes, mais da metade (n=17) relataram
adesdo ao tratamento. A analise exploratoria usando PCA e HCA néo apresentou distin¢do entre
0s grupos, em funcdo da classificacdo de Boa ou Ma& Adesao. No entanto, a HCA identificou
dois grupos distintos. Apés a analise dos prontuarios médicos, verificou-se que a avaliacdo da
hipertrofia do corneto por meio da rinoscopia estava relacionada a tendéncia de resposta
observada nos grupos identificados pela HCA. Assim, os grupos foram nomeados como Grupo
RC, composto por 14 amostras de pacientes que apresentaram resposta clinica ao tratamento
farmacologico, evidenciada pela involugdo ou progressédo da hipertrofia do corneto, e Grupo
RI, composto por 11 amostras de pacientes indiferentes ao tratamento farmacologico, sem
melhora ou piora clinica da hipertrofia do corneto. No modelo OPLS-DA, foram identificados
10 metabdlitos relevantes que contribuiram para a separacdo dos grupos. Os metabolitos
identificados foram L-arginina, lactato, serina, acetoacetato, alanina e glutamato, que
apresentaram niveis séricos mais elevados no grupo que apresentou resposta clinica (RC).
Enquanto, VLDL/LDL, N-acetil D-glucosamina, colina e glicose apresentaram niveis séricos
mais elevados o grupo de voluntarios com resposta indiferente (RI) ao tratamento. Esses

resultados sugerem que no grupo RI, ha envolvimento do metabolismo lipidico e da colina,



enquanto no grupo RC, os processos relacionados a metabolismo de aminoécidos demonstram
maior relevancia. Os achados do estudo indicam que o autorrelato ndo € um bom dado de
entrada para estudos metabondémicos e podem induzir decisdes equivocadas. Também foram
observados indicios de que pacientes do grupo RI apresentam um estado mais avancado da
doenca e estdo sendo precocemente identificados pela modelagem metabondmica. Isso pode

ser Gtil para orientar o tratamento de rinite alérgica em criancas e adolescentes.

Palavras-chave: biomarcadores; modelos preditivos; doencas crénicas; asma; autorrelato.



ABSTRACT

Allergic rhinitis is a prevalent chronic condition in children and adolescents, characterized by
inflammation in the nasal mucosa in response to allergens. Adherence to treatment is crucial
for symptom control and improvement in the quality of life of patients. The present study aimed
to monitor, using a metabolomic strategy based on 1H NMR spectroscopy, children and
adolescents undergoing treatment for allergic rhinitis. For the study, patients with allergic
rhinitis were initially recruited and divided into two groups based on treatment adherence (good
and poor adherence), according to patient or guardian self-report. Serum samples were collected
from the participants and stored to obtain metabolomic profiles. Additionally, demographic,
clinical, and laboratory characteristics of the participants were recorded. Initially, an
exploratory analysis using Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster
Analysis (HCA) was performed. In the classification analysis, Orthogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis (OPLS-DA) was used. The most relevant metabolites for building the
OPLS-DA model were identified through Variable Importance in Projection (VIP). Regarding
the study participants (n=25), the mean age was 8.8 years, with a predominance of males. Most
participants were diagnosed with moderate/severe allergic rhinitis and concomitant asthma.
More than half of the participants (n=17) reported adherence to treatment. Exploratory analysis
using PCA and HCA showed no distinction between groups based on Good or Poor Adherence
classification. However, HCA identified two distinct groups. After reviewing medical records,
it was found that the assessment of turbinate hypertrophy through rhinoscopy was related to the
observed response trend in the groups identified by HCA. Thus, the groups were named the RC
Group, composed of 14 samples from patients who showed a clinical response to
pharmacological treatment, evidenced by the regression or progression of turbinate
hypertrophy, and the RI Group, composed of 11 samples from patients indifferent to
pharmacological treatment, with no clinical improvement or worsening of turbinate
hypertrophy. In the OPLS-DA model, 10 relevant metabolites contributing to the separation of
groups were identified. The identified metabolites were L-arginine, lactate, serine, acetoacetate,
alanine, and glutamate, which showed higher serum levels in the group that exhibited a clinical
response (RC). Meanwhile, VLDL/LDL, N-acetyl D-glucosamine, choline, and glucose
showed higher serum levels in the group of volunteers with an indifferent response (RI) to
treatment. These results suggest that in the RI group, lipid metabolism and choline are involved,
while in the RC group, processes related to amino acid metabolism demonstrate greater

relevance. The study findings indicate that self-reporting is not a reliable input for metabolomic



studies and may lead to erroneous decisions. There were also indications that patients in the RI
group have a more advanced stage of the disease and are being early identified by metabolomic
modeling. This could be useful in guiding the treatment of allergic rhinitis in children and

adolescents.

Keywords: biomarkers; predictive models; chronic disease; asthma; self-reporting.
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1. INTRODUCAO

Acrinite alérgica (RA) é uma doenca inflamatoria crénica ndo infecciosa da mucosa nasal
mediada pela imunoglobulina E (IgE) devido a exposi¢cdo a alérgenos em individuo
sensibilizado (CZECH; OVERHOLSER; SCHULTZ, 2023; WANG et al., 2023). Globalmente,
afeta cerca de 40% da populagéo, sendo uma das doencas cronicas mais comuns na infancia.
Os sintomas clinicos incluem hipersecrecao de muco, congestéo, espirros, prurido da mucosa e
gotejamento pds-nasal, que podem ser reversiveis espontaneamente ou com tratamento (MA et
al., 2020; SCHULER; MONTEJO, 2019).

Os alérgenos envolvidos na resposta alérgica sdo em sua maioria derivados de proteinas
que estdo no ar, como pdlen, acaros da poeira doméstica, pelos de animais e fungos, sendo o
polen a fonte mais provavel de alérgenos externos e os acaros da poeira a fonte mais comum de
alérgenos em ambientes internos (PAYANDEH et al., 2022). As faixas etarias mais afetadas
pela rinite alérgica sdo criangas, adolescentes e adultos jovens (PASSALI et al., 2023;
SCHULER; MONTEJO, 2018). Na populacdo pediatrica, a prevaléncia de RA atinge 8% das
criancas de 6 a 8 anos e aumenta para 35% em 13 a 14 anos (AIT-KHALED et al., 2009; NIETO
et al., 2011). Nesses grupos, a rinite alérgica € uma condicdo multifatorial, resultante da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais (LIU et al., 2023).

Atualmente, a classificacdo baseia-se na duracdo e na gravidade dos sintomas, sendo
categorizada como rinite alérgica intermitente/persistente e leve ou moderada/grave
(BOUSQUET et al., 2020). Essa abordagem proporciona uma compreensdo abrangente da
condicdo alérgica e é util no manejo e tratamento adequados da doenca (WISE et al., 2023).
Apesar da ampla disponibilidade de opcGes de tratamento com antialérgicos e corticoides e
recomendacdes de diretrizes, muitos pacientes ndo cumprem a prescricdo médica de forma
adequada ou interrompem o tratamento, o que pode levar a piora ou ndo melhora dos sintomas
e consequentemente diminuicdo da qualidade de vida (DEL CUVILLO et al., 2017).

Desse modo, a avalia¢do da adesao ao tratamento é fundamental para determinar se a falta
de controle da doenca é resultado de regimes de tratamento ineficazes ou se 0s medicamentos
nédo estdo sendo tomados conforme prescritos (HOLMES; HEANEY, 2021). Avaliar a adeséo
como parte do regime de cuidados clinicos de rotina de um paciente pode, portanto, garantir
que os pacientes obtenham o maximo beneficio de seus medicamentos e pode potencialmente
evitar escalonamentos desnecessarios na terapia (GRAY et al., 2018).

Os métodos de avaliacdo da adesdo frequentemente incluem o autorrelato do paciente

(usado neste estudo), checagem do prontudrio, pesagem do medicamento, contagem de doses,
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monitoramento dos niveis (séricos) de medicamentos e monitoramento eletrénico (BINGHAM
et al., 2020; HOLMES; HEANEY, 2021; HUGTENBURG et al., 2013). Embora ndo haja
universalmente limite acordado para definir uma boa adesdo, um valor de 80% tem sido
frequentemente usado para dicotomizar pacientes aderentes e ndo aderentes (OSTERBERG,;
BLASCHKE, 2005; PAPI et al., 2018).

A descri¢do dos sintomas clinicos e a duracdo séo utilizados para monitorar a adeséo e a
eficacia terapéutica, mas sua sensibilidade é limitada, especialmente em criancgas, 0 que pode
resultar em agravamento da doenca e aumento dos custos na area da saude (AGUERO et al,
2023). Desse modo, entre outros aspectos é necessario identificar biomarcadores que possam
fornecer informacdes sobre o estado de salde dos pacientes, visando melhorar seu manejo e
impulsionar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes (XIE et al., 2021).

Nesse sentido, a metabonémica tem se destacado como uma ferramenta promissora para
investigar doengas complexas (GOSH et al., 2019; HUANG et al., 2022; ZHOU et al. 2019).
Ao analisar os perfis metabdlicos, a metabonémica possibilita a identificacdo de padrdes
especificos de metabdlitos associados as condi¢cdes patologicas, auxiliando no diagnostico,
prognostico e compreensdo dos mecanismos subjacentes as doencas (NOTO et al., 2022). Nesse
contexto, a estratégia metabondmica baseada em espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de H permite a avaliacdo de biofluidos, com preparo minimo de amostra,
sendo também uma técnica ndo destrutiva e de rapida avaliagdo (ZHENG et al., 2021). Além
disso, a técnica de RMN permite detectar simultaneamente centenas de metabdlitos com massas
moleculares menores que 1 kDa que sdo os produtos do metabolismo celular, contribuindo para
eficiéncia e agilidade nos estudos metabondmicos relacionados as doencas alérgicas (HUANG
etal., 2022).

Recentemente, alguns estudos empregaram plataformas metabondmicas para explorar
alteracbes metabolicas em individuos com asma, pneumonia e doenca pulmonar obstrutiva
cronica, identificando alguns potenciais biomarcadores e importantes vias metabdlicas
associadas as doencas (ARAUJO et al., 2020; GOSH et al., 2019; XU et al., 2021). No entanto,
a estratégia metabondmica ainda ndo foi amplamente utilizada para estudar casos de rinite
alérgica (HOLMES; HEANEY, 2021). Ma et al (2020) construiram modelos metabolémicos
para esse fim, usando cromatografia liquida associada a espectrometria de massas. O estudo foi
realizado usando 28 amostras de soro de pacientes diagnosticados com rinite alérgica e 28
voluntarios saudaveis, conseguindo um modelo diagndstico usando o formalismo OPLS-DA.
ZHOU et al (2019) exploraram a metabondmica baseada em RMN de *H para estudar amostras

de soro de pacientes com rinite alérgica induzida por polen. Como resultado, registraram
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alteragBes nos perfis metabdlicos de energia, aminoacidos e lipidios nos pacientes, que podem
ser marcadores de diagndstico e/ou progndstico para pacientes com polinose. A aplicacéo
metabondmica para descobrir novos biomarcadores na rinite alérgica é sugerida tanto para a
caracterizacdo da rinite quanto para 0 monitoramento de pacientes em diferentes estagios da
doenca.

A integracdo entre a metabonémica e a rinite alérgica representa um avanco significativo
na compreensdo da doenca e pode produzir informac6es valiosas para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas personalizadas e aprimoramento do manejo clinico dos pacientes,
principalmente em pacientes pediatricos. Neste estudo, admitisse a hip6tese de que a adesdo
(ou ndo) a terapia para controle da rinite alérgica provoca mudancas no perfil de metabdlitos
enddgenos dos pacientes, que podem ser monitoradas por espectroscopia de RMN de *H e,
portanto, sdo Uteis para monitorar a adesdo do tratamento e o manejo terapéutico da rinite

alérgica em criangas e adolescentes.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo metabondémico baseado em espectroscopia de RMN de *H

para avaliar criangas com rinite alérgica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Obter os espectros de RMN de *H de amostras de soro de participantes diagnosticados
com rinite alérgica e processar os dados espectrais para o estudo metabonémico;

v" Explorar os dados clinicos dos participantes e sua relacdo com a adesao ao tratamento
farmacoldgico (Boa e M& Adesao) para rinite alérgica;

v' Fazer analise exploratoria dos dados espectrais e construir diferentes modelos
metabondmicos para classificacdo correta das amostras;

v"Identificar os principais metabdlitos responsaveis pela discriminacdo dos participantes
do estudo.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. RINITE ALERGICA

Acrinite € a inflamacao crénica da mucosa nasal, clinicamente classificada, de acordo com
a etiologia, em: (a) infecciosa (causadas por virus, e menos frequentemente por bactérias); (b)
ndo alérgica e ndo infecciosa (grupo heterogéneo, individuos sem sinais de infecgdo e de
inflamacdo alérgica); (c) alérgica (desencadeada por inalacdo de alérgeno em individuos
sensibilizados) ou (d) mista (desencadeantes alérgicos e ndo alérgicos) (CZECH;
OVERHOLSER; SCHULTZ, 2023; HELLINGS et al., 2017). Os sintomas classicos da rinite
incluem obstrucéo ou congestdo nasal, secrecéo nasal (anterior e/ou posterior), dor ou presséo
facial e hiposmia, causando impacto significativo na qualidade de vida dos participantes
(SCHULER; MONTEJO, 2019).

O fendtipo mais comum e reconhecivel é a rinite alérgica (RA), desencadeada
principalmente por uma resposta de hipersensibilidade do tipo 1, mediada por imunoglobulina
E (IgE), devido a exposi¢do ao alérgeno em individuo sensibilizado (BROZEK et al., 2017). Os
alérgenos envolvidos na resposta alérgica sdo, em sua maioria, derivados de proteinas que estdo
no ar, como polen, acaros da poeira doméstica, pelos de animais e fungos, sendo o pélen a fonte
mais provavel de alérgenos externos e os &caros da poeira a fonte mais comum de alérgenos em
ambientes internos (PAYANDEH et al., 2019). A RA relacionada ao polen segue um padréo
sazonal, uma vez que o pdélen é liberado em estacBes especificas do ano, desencadeando
respostas alérgicas quando entram no nariz e nas vias aéreas bronquicas (ZHOU et al., 2019).

A rinite alérgica representa um desafio para a satde publica em todo o0 mundo, devido a
sua alta prevaléncia e a presenca de comorbidades associadas, como asma e sinusite (CAI-LING
etal., 2023; JI; JANG; 2023; MICHALIK et al., 2020;). Essa condi¢do ndo apenas compromete
a qualidade de vida dos individuos afetados, mas também resulta em significativos gastos
econbmicos diretos e indiretos para o sistema de saide (QUINN et al., 2017). Além disso, a
rinite alérgica tem impactado negativamente na produtividade, uma vez que 0s sintomas
associados a essa condicdo estdo entre as principais razdes para as faltas no trabalho e na escola
(D'AMATO et al., 2020).

3.1.1. Epidemiologia
A rinite alérgica é uma das doengas mais comuns na rea de otorrinolaringologia,
afetando entre 5% e 50% da populacdo mundial e a taxa de prevaléncia tem apresentado

aumento, principalmente em paises desenvolvidos, devido a fatores climaticos e
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ambientais (WISE et al., 2023). A notificacdo da prevaléncia da rinite alérgica pode variar
de acordo com o método de diagndstico utilizado e a faixa etaria dos participantes
estudados, o que pode explicar parte da variabilidade relatada nos indices de prevaléncia
(PAYANDEH et al., 2019). Varias iniciativas tém sido realizadas com o proposito de
estabelecer diretrizes e consensos para padronizar a abordagem e o diagndéstico da rinite
alérgica (WISE et al., 2023). Essas iniciativas contribuem para promover tratamento mais
efetivo dessa condicdo e melhor comparacéo entre estudos.

Estima-se que aproximadamente 20% a 30% dos adultos e até 40% das criancas
sdo afetadas pela rinite alérgica em todo o mundo (MELTZER, 2016). A sensibilizacdo
aos alérgenos e a presenca de sintomas podem se manifestar em criancas a partir dos 12
meses de idade. Um estudo longitudinal multicéntrico que acompanhou criangas desde o
nascimento até os 7 anos de idade na Alemanha, evidenciou que geralmente sdo
necessarios dois periodos de exposicdo sazonal ao alérgeno para desenvolver
clinicamente rinite alérgica. Nessa coorte, nenhuma crianca foi diagnosticada com rinite
sazonal até 12 meses de idade (KULIG et al., 2000).

A prevaléncia de rinite alérgica em criancas tem sido amplamente investigada em
estudos transversais, sendo 0s mais abrangentes o ISAAC (International Study of Asthma
and Allergies in Childhood) nas Fases 1 e 3 (AIT-KHALED et al., 2009; BJORKSTEN
et al., 2008; STRACHAN et al., 1997). Esses estudos envolvem a administracdo de
questionarios sobre sintomas associados a asma, rinite e eczema atdpico em centenas de
milhares de criancas em duas faixas etarias distintas: 6 a 7 anos e 13 a 14 anos,
abrangendo 91 centros de 38 paises, incluindo o Brasil. Considerando todos os centros
analisados, os resultados indicaram prevaléncia de 8,5% de rinite alérgica em criancas de
6 a 7 anos e 14,6% em criancas de 13 a 14 anos,

No contexto brasileiro, os dados da Fase Il do estudo ISAAC realizado entre
2002 e 2003 revelaram variagOes na prevaléncia de rinite entre diferentes regides. As
taxas de prevaléncia de rinite na faixa etaria de 6-7 anos foram mais elevadas na reigéo
sul e nordeste, 27,9% e 26,1% respectivamente (SOLE et al., 2006). Em relacio a faixa
entre 12-13 anos foram observadas maiores taxas de prevaléncia nas regides Nordeste e
Norte, com 32,4% e 32%. Entre os Centros investigados na regido Nordeste, o estado de
Pernambuco foi incluido na avaliacdo da faixa etaria de 12-13 anos com coleta de dados
realizadas em Recife e Caruaru, onde a prevaléncia registrada foi 35,8% e 25,5%
respectivamente (SOLE et al 2006).

Um estudo realizado na regido sul do Brasil, utilizando o método ISAAC para avaliar a
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prevaléncia de asma e rinite em criancas de 6 a 7 anos, comparou dados de 2007, 2012 e 2017.
Os resultados indicaram aumento na prevaléncia de asma ao longo desse periodo e prevaléncia
relativamente alta de rinite alérgica (45,3%, 45,0%, 36,4% em 2007, 2012 e 2017,
respectivamente) (DE OLIVEIRA et al., 2020).

As variagOes regionais na prevaléncia relatada de rinite ressaltam algumas limitagdes nos
estudos “abertos” baseados em questionarios de prevaléncia. Muitos desses estudos podem
estar superestimando ou subestimando a prevaléncia da rinite, devido as disparidades na
educacdo dos respondentes e nas definicdes de rinite alérgica adotada pelos pesquisadores (Van
WONDEREN et al., 2010). Para compreender melhor os efeitos das influéncias geogréficas na
epidemiologia da rinite alérgica e as possiveis associacdes com as mudancas climaticas, tém
sido conduzidas diversas pesquisas nessa area (ZHANG et al., 2021).

A prevaléncia da rinite alérgica variou entre 15% e 25% entre pacientes investigados em
quatro regides geogréficas. As criancas, adolescentes e adultos jovens foram os grupos etarios
mais afetados pela doenca, muitas vezes apresentando comorbidades, como asma, sinusite,
conjuntivite e polipo nasal. Os aeroalérgenos mais comuns foram o polen e os acaros (67,31%),
seguidos por pelos de animais e poluentes (23,08%) e alérgenos fungicos (21,15%) (PASSALI
etal., 2018).

3.1.2. Fatores de risco

ExposicOes ambientais, mudancas climéticas e estilo de vida estdo gradualmente sendo
considerados como fatores de risco para rinite alérgica. Evidéncias crescentes demonstram que
a poluicdo do ar esta associada ao aumento da prevaléncia de rinite alérgica, bem como ao inicio
e a intensificacdo de rinite sensibilizada alérgica desencadeada por p6len transportado pelo ar
(D'AMATO et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Mudancas nos fatores climaticos (temperatura,
velocidade do vento, umidade, trovoadas) podem prolongar a estacdo do pdlen e criar novas
fontes de polen devido a espécies invasoras (D'AMATO et al.,, 2020; FAIRWEATHER,;
HERTIG; TRAIDL-HOFFMANN, 2020).

Fatores de estilo de vida, como maior tempo em ambientes fechados, uso de antibidticos,
menor exposi¢do a animais de fazenda e animais de estimacao, além de exposi¢do limitada a
alérgenos ambientais e infecgdes parasitarias, sdo considerados fatores importantes que podem
influenciar a prevaléncia da rinite alérgica (ALKOTOB et al., 2020). Também é sugerido que
a dieta alimentar desempenha um papel no aumento da prevaléncia de doencas alérgicas e asma.
Uma metanalise com estudos observacionais revelou a associagdo direta entre obesidade ou

sobrepeso e o risco de desenvolver rinite alérgica em criangas (ZHOU et al., 2019).
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Por outro lado, o padrdo alimentar pode atuar como forma de prevencdo de doencas
alérgicas (CHANG-CHIEN et al., 2023). Roduit et al. (2021) relataram que butirato e
propionato, que sao acidos graxos de cadeia curta encontrados em determinados alimentos e
produzidos por microrganismos no intestino por meio da fermentacdo de fibra, apresentaram
altos niveis nas fezes de criancas aos doze meses de idade, as quais apresentaram
significativamente menor sensibilizacdo atopica e menor incidéncia de asma entre 0s 3 e 6 anos
de idade. Além disso, as criangas com niveis mais altos de butirato também demonstraram
menor propensao a serem diagnosticadas com alergia alimentar ou rinite alérgica.

Em estudo conduzido para investigar os alérgenos em criancas e os fatores de influéncia
relacionados com a incidéncia de rinite alérgica, L1U et al (2023) observaram estreita relacdo
com a presenca de asma, exposi¢cdo a fumaca do cigarro, ambiente com grande circulacdo de
pessoas, redecoracdo recente do ambiente (até dois anos), historico familiar de alergia e
presenca de animais domésticos, entre outros fatores. De acordo com os autores, a adogdo de
medidas direcionadas pode prevenir o surgimento e recorréncia da doenca. Paralelamente, a
ventilacdo diaria e a limpeza foram identificadas como fatores protetores para a reducédo da

incidéncia e ocorréncia da rinite alérgica.

3.1.3. Manifestacdes clinicas

A rinite alérgica caracteriza-se por sintomas como rinorreia, paroxismos de espirros,
prurido nasal, tosse, gotejamento pds-nasal, inflamacgéo conjuntival, congestdo das vias aéreas
superiores, principalmente nas fossas nasais e seios maxilares e frontais (BOUSQUET et al.,
2020). Individuos com rinite alérgica podem apresentar uma variedade de achados fisicos,
incluindo linhas matinais de Dennie-Morgan (vincos ou dobras inferiores as palpebras
inferiores), prega nasal horizontal (causada pelo frequente habito de cocar a narina com
movimento para cima), edema infraorbitario e escurecimento conhecido como olheiras
alérgicas (SAKANO et al., 2018).

Consequéncias desfavoraveis também séo relatadas tanto na qualidade de vida quanto no
desempenho cognitivo, as quais sdo predominantemente atribuidas a alteragcbes nos padrbes
respiratdrios. Essas mudancas comprometem a qualidade do sono, impactam negativamente o
desempenho cognitivo e afetam a capacidade de concentracdo, resultando em fadiga
generalizada e sonoléncia diurna (ZHANG et al., 2021). As principais manifestacdes clinicas

da rinite alérgica sdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Manifestacgdes clinicas e caracteristicas associadas a rinite alérgica

Manifestacdes Clinicas Descricéo
Prurido Nasal, ocular, palato, conduto auditivo
Coriza Hialina
Espirros Salvas de espirros
Alteracdo da sensibilidade  Paladar, olfato e audicéo
Obstrucéo nasal Voz anasalada, roncos noturnos, dor de garganta, rouquidao,
respiracdo bucal, palato em ogiva e ma ocluséo dentéria
Odinofagia Sensacéo de dor ao engolir
Fungacao Pigarro
Olheiras alérgicas Vasodilatacdo produzida pela inflamacéo alérgica
Linha de Dennie-Morgan Dobra na péalpebra inferior
Prega nasal Prega no dorso do nariz produzida por esfregar o nariz
Palidez da mucosa nasal Mucosa com coloragéo azulada
Edema dos cornetos Aumento de volume dos cornetos nas cavidades nasais

Além dos sintomas classicos, a rinite alérgica também pode levar a hiposmia, ansiedade,
depressdo e outros sintomas relacionados a funcao cerebral, causando sérios impactos na vida
dos pacientes e familiares (HOYTE; NELSON, 2018). A presenca dos sintomas relacionados a
funcdo cerebral também aumenta a dificuldade e os custos do diagndstico e do tratamento da
rinite alérgica (OZDOGANOGLU et al., 2012; SALIMI et al., 2019). Portanto, a prevencao e
o0 tratamento dos sintomas relacionados a funcéo cerebral na rinite alérgica assumem grande
relevancia.

Associacdes comuns com rinite alérgica incluem dermatite atdpica, asma e alergias
alimentares (LIU et al., 2023). A rinite alérgica é considerada fator de risco para o
desenvolvimento da asma, doenca respiratoria cronica caracterizada pelo estreitamento
reversivel das vias aéreas bronquicas e hiperresponsividade a diversos estimulos biologicos e
ambientais (XU et al., 2022). A asma geralmente coexiste com a rinite e é causa importante de
morbimortalidade cronica no mundo. No Brasil e na Espanha, foi observado que cerca de 75%
das criancas e adolescentes, com idades entre 3 e 18 anos, apresentaram, concomitante, rinite e
asma (LASMAR et al., 2007; PEREZ et al., 2021).

3.1.4. Diagnostico

O diagndstico da rinite alérgica é estabelecido por meio de avaliacéo clinica detalhada,
que inclui o histérico clinico do paciente e os achados do exame fisico, bem como exames

complementares de diagnostico. Entre esses estdo os testes de sensibilizacdo aos alérgenos, por
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meio de testes cutaneos de pontura e dosagem sérica da IgE, a fim de confirmar a relacéo entre
a historia clinica do paciente e os potenciais alérgenos envolvidos (WANG et al., 2018).

O exame fisico do paciente com rinite alérgica envolve a avaliacdo dos olhos, ouvidos,
nariz e garganta. Inicialmente, a abordagem a ser considerada é a realizacdo da rinoscopia
anterior, que é uma técnica simples, sem necessidade de equipamentos caros e que permite a
visualizagdo da parte frontal da cavidade nasal. Além disso, é Gtil para identificar complicacdes
ou outras condicdes nasais, como polipos nasais ou desvio de septo. Nesse exame,
frequentemente observa-se a mucosa nasal palida, edemaciada e com abundante secrecéo clara
ou mucoide, com sensibilidade de 67% e especificidade de 37%. Em casos crénicos, observa-
se hipertrofia dos cornetos nasais, que apresenta sensibilidade de 90%, mas especificidade de
apenas 2,3% (EREN et al., 2013).

A limitacdo da rinoscopia anterior reside no fato de ndo possibilitar a visualizacéo
completa da cavidade nasal, incluindo o meato médio, onde frequentemente ocorrem drenagens
dos seios maxilar, frontal e etmoidal anterior, que sdo comumente afetados na rinite alérgica.
Para superar essa limitacdo, a realizacdo de uma endoscopia nasal pode ser considerada. Essa
técnica permite uma distingdo mais clara entre patologias estruturais e da mucosa, embora
geralmente seja reservada para pacientes que ndo respondem ao tratamento convencional
(CALDEIRA et al., 2021). Ainda no exame fisico, € realizado o exame dos olhos, sendo
possivel observar lacrimejamento e inflamacdo na conjuntiva, enquanto na orofaringe pode-se
identificar o gotejamento po6s-nasal (SCHULER; MONTEJO, 2019).

Para o diagnostico diferencial da rinite alérgica com outras formas de rinite, como a rinite
eosinofilica ndo alérgica, rinite vasomotora, rinite irritativa, rinite ocupacional e rinites
associadas a doencas sistémicas, o teste cutaneo é frequentemente utilizado (AGNIHOTRI,
MCGRATH; 2019). Em alguns casos, a citologia nasal também pode ser requerida como
método complementar de diagndstico, especialmente para diferenciar entre rinites eosinofilicas
e ndo eosinofilicas, com base na predominancia de eosinéfilos na secrecéo nasal (SAKANO et
al., 2018).

O teste cutdneo de puntura comumente empregado € o Prick Test devido a facilidade de
realizacdo, baixa ocorréncia de efeitos adversos (risco préximo a 0,05%) e por ser pouco
doloroso para o paciente. Alem de desempenhar papel essencial no diagnostico diferencial das
doencgas da mucosa nasal, o teste cutaneo auxilia na determinagdo do padrao de sensibilizacdo
de cada paciente (WANG et al., 2018). Desse modo, a partir dos resultados do teste cutaneo de
puntura, medidas de reducdo de exposi¢do podem ser implementadas para minimizar a o contato

com os alérgenos, bem como para o tratamento adequado da doenca (ZHOU et al., 2019).
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A classificacdo fenotipica atual da rinite alérgica é baseada em critérios como gravidade
(leve, moderada/grave) e duracdo dos sintomas relatados (intermitente e persistente) (Bousquet
et al., 2020). A categoria "leve" indica a auséncia de incébmodos, enquanto "moderado/grave”
indica a presenca de pelo menos um sintoma (BROZEK et al., 2017). A distin¢io da duragio
entre intermitente ou persistente é realizada de acordo com o nimero de dias na semana, e
mesmo no ano, em que o individuo apresenta sintomas (Figura 1). Essa classificacdo
proporciona uma compreensdo mais abrangente da condicdo alérgica contribuindo para o
manejo e tratamento adequados da doenca (SAKANO et al., 2018).

Figura 1 - Classificacdo da rinite alérgica em funcdo da duracdo e gravidade dos sintomas.
Considera-se Persistente quando os sintomas sdo observados em quatro ou mais dias por
semana ou por mais de 4 semanas.

' Rinite Alérgica |

Moderada/Grave

Sono anormal. Interferéncias nas
atividades diarias, esportivas e de
recreacao. Smtomas gue incomodam

Leve

Sono, atividade didrias, esportivas
e de recreagdo normais.
Sem smtomas ou incomodos.

l Intermitente | l Persistente | l Intermitente | lPerS'Ste“tel

Nos altimos anos, observou-se um aumento significativo nos estudos sobre doencas

alérgicas, visando identificar biomarcadores que possam ser aplicados na pratica clinica.
Embora varios marcadores de inflamacdao alérgica (por exemplo, IgE, eosinofilia, 6xido nitrico
exalado fracionado) tenham sido descritos, sua utilidade no diagnostico, prognostico e terapia
ainda é controversa (VILLASENOR et al., 2017).

3.1.5. Tratamento

Medidas farmacolégicas

O manejo da rinite alérgica pode envolver evitar alérgenos, farmacoterapia, imunoterapia

especifica para alérgenos ou uma combinacgdo dos trés (MUSSAP et al., 2021; XIANG et al.,
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2020). As opcBes farmacoldgicas incluem  corticosterdides, anti-histaminicos,
descongestionantes, agentes anticolinérgicos orais e intranasais e antileucotrienos orais
(AGUERO et al., 2023; JI; JANG, 2023) (Quadro 2). O uso desses medicamentos deve ser
realizado sob supervisdo médica, levando em consideracdo as necessidades e caracteristicas
individuais de cada paciente.

Para aliviar sintomas de prurido nasal, espirros e coriza associados a rinite alérgica,
frequentemente sdo prescritos medicamentos antialérgicos, como os anti-histaminicos, que
devem ser adequados para a faixa etaria do paciente (SCHULER; MONTEJO, 2019; ZHANG
et al., 2022). Além dos anti-histaminicos, outros tipos de medicamentos podem ser prescritos
para tratar os sintomas da rinite alérgica, como os corticosteroides nasais.

No caso de rinite alérgica persistente, os corticosteroides ajudam a reduzir a inflamacao
nas vias nasais, aliviando o congestionamento, o prurido e a coriza (SAKANO et al., 2018).
Também podem ser recomendados descongestionantes nasais em casos de obstrucdo nasal
muito intensa, no entanto, seu uso deve ser limitado a curtos periodos, uma vez que 0 USO
prolongado pode causar efeitos colaterais.

Os antileucotrienos apresentam resposta terapéutica semelhante aos anti-histaminicos na
rinite alérgica sazonal (AGUERO et al. 2023). A recomendacdo para 0 uso desses
medicamentos é fundamentada em sua seguranca e tolerabilidade, porém, sua eficacia em
comparagdo com os anti-histaminicos ainda é objeto de debate (LIU et al., 2018). Esses
medicamentos podem ser uma opc¢ao a ser considerada, apds a avalia¢do das contraindicacdes,
em criancas com rinite alérgica e asma concomitante, uma vez que estdo associados a melhora
de ambas as doencas (BROZEK et al., 2017).

Quadro 2 - Medicamentos utilizados no tratamento de rinite alérgica
Medicamentos Tipo Produtos Comerciais

Azelastina,
Fluticasona+Azelastina
Cetirizina, Loratadina, Desloratadina,

Nasal
Antihistaminicos

Oral .
Fexofenadina.
Corticosteroides nasais Nasal Fluticasona, Budesonida, Mometasona
Descongestionantes nasais Nasal Oximetazolina, Xilometazolina
Antileucotrienos Oral Montelucaste
Imunoterania especifica Subcutanea Depende do alérgeno especifico e do
P P sublingual fabricante

Adaptado de Aglero et al. (2023)
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Nos casos de rinite alérgica persistente e com alérgenos identificados, a imunoterapia
especifica pode ser recomendada (XIANG et al., 2020). O tratamento envolve a administragdo
gradual de doses crescentes do alérgeno ao longo do tempo, com o objetivo de reduzir a
sensibilidade do sistema imunoldgico e diminuir a resposta alérgica (BOUSQUET et al., 2020).
A imunoterapia especifica (subcutanea ou sublingual) pode melhorar os sintomas de doencas
alérgicas e reduzir o risco de asma em pacientes com rinite isolada (XIE et al., 2021; ZHENG
etal., 2021).

A recente meta-analise conduzida por JI; JANG (2023) com estudos clinicos
randomizados e controlados, examinou a eficacia e seguranca da imunoterapia sublingual no
tratamento da rinite alérgica. Os resultados revelaram que as intervencdes mais eficazes para o
controle dos sintomas foram as imunoterapias sublingual e subcutanea direcionadas ao
tratamento da rinite alérgica desencadeada por acaros da poeira. Além disso, um ponto
importante destacado € que a imunoterapia sublingual demonstrou menor incidéncia de reacdes
adversas, 0 que a torna uma opgao mais segura para 0s pacientes.

Em criancas e adolescentes o tratamento da rinite alérgica requer uma abordagem
personalizada e deve ser supervisionado por profissional qualificado, como pediatra (menores
de 12 anos), otorrinolaringologista ou alergologista. O medico considerard a gravidade dos
sintomas, a idade do paciente, condicBes de salde preexistentes, além das condicGes
socioecondmicas para determinar a melhor abordagem terapéutica, visando minimizar os
impactos da rinite alérgica e melhor adesdo ao tratamento (SANCHEZ; SANCHEZ;
CARDONA, 2018; SCHULER; MONTEJO, 2019).

A adesdo as medicagBes prescritas € um aspecto negligenciado no manejo da rinite
alérgica, levando, portanto, a resultados insatisfatorios do tratamento. A falta de adeséo ao
tratamento em doencas respiratorias cronicas, como asma e rinite alérgica, esta relacionada a
crises agudas, deterioracdo na qualidade de vida e aumento dos gastos no sistema de saude
(HUGTENBURG et al., 2013). Embora suas consequéncias sejam conhecidas, a adesao
insuficiente ao tratamento continua sendo um problema recorrente para o controle clinico
adequado dessas doengas (BAIARDINI et al., 2019).

Na populacdo pediatrica, a adesdo ao tratamento pode apresentar desafios significativos,
especialmente devido a resisténcia que as criancas podem ter em relacdo a administragdo de
medicamentos, a falta de compreensdo dos beneficios do tratamento ou a presenca de efeitos
colaterais desagradaveis podem influenciar negativamente a adesdo (AGUERO, 2023). As
taxas de adesdo nessa populacdo sdo extremamente varidveis, de 11% a 93%, com média

estimada em torno de 50% (MATSUI, 2007). A adesdo ao tratamento pode ser definida como



28

“a extensdo em que o comportamento de uma pessoa — tomar a medicagao, seguir uma dieta
e/ou executar mudangas no estilo de vida corresponde as recomendagdes acordadas de um
profissional de saude” (WHO, 2003).

A ndo adesdo pediatrica pode resultar em recuperacdo mais lenta e aumento dos custos
para a familia, bem como para o sistema de saude, incluindo visitas médicas, demandando mais
internacGes hospitalares e uso de recursos médicos (SANCHEZ; SANCHEZ; CARDONA,
2018). Além dos custos financeiros, a ndo adesdo ao tratamento também pode ter consequéncias
emocionais e psicossociais para a crianca e a familia (HOYTE; NELSON, 2018). A frustracéo,
a preocupacao e a angustia podem afetar a qualidade de vida e o bem-estar de todos os
envolvidos.

A adesdo ao tratamento da rinite alérgica é influenciada por diversos fatores, a gravidade
da doenca e seu impacto na qualidade de vida desempenham papel crucial na adeséo terapéutica.
As caracteristicas do medicamento, como a frequéncia e via de administracdo, possiveis efeitos
colaterais e custo, também podem afetar significativamente a utilizagdo adequada da terapia
farmacoldgica prescrita (HUGTENBURG et al., 2013; PAPI et al., 2018). Navarro et al. (2011)
realizaram estudo baseado em inquérito em que 20% dos participantes/responsaveis relataram
adesdo as recomendacgfes de tratamento por um curto tempo ou apenas quando os sintomas
estavam presentes e/ou mais intensos. Por sua vez, o nivel intelectual, cultural, estrutura
familiar e caracteristicas psicoldgicas do paciente sdo fatores que podem influenciar sua adesdo
ao tratamento (EL-RACHIDI et al., 2017). No contexto médico, uma boa relacdo médico-
paciente é fundamental para a eficécia clinica de uma estratégia terapéutica. Ressalta-se que o
sucesso do tratamento de uma doenca cronica esta intrinsecamente ligado a soma e interacdo
desses maltiplos e complexos fatores (ROSARIO, 2019).

Embora os medicamentos possam proporcionar alivio temporario da rinite alérgica, é
fundamental ressaltar que esta € uma condicdo crdnica que tem impacto significativo na
qualidade de vida dos individuos afetados (AGNIHOTRI et al., 2019). Nesse sentido, €
essencial aprofundar a compreenséo acerca da fisiopatologia subjacente da rinite alérgica, que
engloba processos complexos relacionados ao sistema imunol6gico e as vias respiratorias.
Melhor compreensdo desses mecanismos possibilitara o desenvolvimento de estratégias de

manejo mais eficazes para controlar a inflamagé&o e aliviar os sintomas associados a doenga.

Medidas ndo farmacoldgicas

O melhor método para controlar a rinite alérgica é a prevencdo, evitando os alérgenos.

Nesse sentido, o paciente/responsavel e o profissional de saide devem elaborar estratégias de
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prevencdo na tentativa de minimizar ou eliminar a exposi¢do aos agentes desencadeadores de
sensibilizagdo (WISE et al.,, 2023). Entretanto, a maioria dos pacientes alérgicos
frequentemente tém maultiplos alérgenos ambientais, tornando dificil evita-los, devido a sua
presenca em diferentes contextos e situacdes do dia a dia. (LIU et al., 2023). Isso destaca a
complexidade do controle ambiental e a necessidade de estratégias de tratamento que
considerem a diversidade de alérgenos aos quais 0s pacientes podem estar expostos.

Desse modo, a primeira linha de defesa no tratamento da rinite alérgica em criancas e
adolescentes € evitar a exposicdo aos alérgenos desencadeantes (AGUERO et al., 2023).
Identificar e eliminar ou reduzir a presenca de acaros, polen, fungos e pelos de animais no
ambiente pode ajudar a prevenir o aparecimento dos sintomas (MELTZER, 2016; ZHOU et al.,
2019). As principais medidas de controle ambiental para prevencéo e controle da rinite alérgica

sdo apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3 - Medidas de Controle Ambiental que atuam no tratamento da rinite alérgica

Medidas de Controle Descricao

Identificar e reduzir a exposi¢do a alérgenos como acaros, mofo,
pelos de animais e polen.

Lavar regularmente roupas de cama em agua quente, usar capas
Controle de acaros impermeaveis em colch@es e travesseiros, aspirar regularmente
0 ambiente.

Prevenir a proliferacdo de fungos por meio do controle da
umidade, ventilacdo adequada e reparo de vazamentos ou
infiltracdes.

Limitar a exposicdo a animais de estimagdo, manter os animais
fora dos quartos, realizar limpeza regular dos espagos.

Fechar as janelas durante os periodos de alta concentracdo de
polen, evitar atividades ao ar livre nesses periodos, tomar banho
e trocar de roupa ao chegar em casa.

Reduzir a exposicao a irritantes nasais como fumaca de cigarro,
Evitar irritantes produtos quimicos irritantes e poluentes do ar.

Reducéo de alérgenos

Controle de fungos

Controle de pelos de animais

Controle de pélen

Estudos anteriores tém indicado que pacientes diagnosticados com doencas alérgicas,
como a rinite, exibem respostas diversas ao mesmo tratamento farmacologico, mesmo quando
adotam medidas para controlar o ambiente (PAPI et al., 2018; ZHOU et al., 2019). Essa
diversidade de respostas é atribuida a modificacGes nas interagdes genéticas, envolvendo um
extenso conjunto de genes (BENSON et al., 2016). Desse modo, a introdugéo de tecnologias
Omicas de alto rendimento, como gendmica, transcriptdmica, epigendmica, protedmica e
metabondmica/metabolomica, tem proporcionado o desenvolvimento de perfis moleculares
mais abrangentes e a compreensdo mais profunda da patogénese dessas doencas (MISRA et al.,
2019).
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3.2 VISAO GERAL DA METABONOMICA

A metabonbémica é uma abordagem abrangente e quantitativa para a analise do
metaboloma de um sistema bioldgico em resposta a estimulos fisiopatolégicos ou modificacbes
genéticas (CANUTO et al., 2018). Embora os termos metabolémica e metabonémica sejam
usados de forma intercambiavel, possuem diferencas sutis em seu escopo. A metabolémica
engloba e define todo o metaboloma em organismos e sistemas multicelulares, enquanto a
metabondmica se concentra nas mudangas metabdlicas no sistema, muitas vezes em resposta a
um fendtipo evocado ou intervencdes (LINDON; NICHOLSON, 2008).

Dentre as abordagens "6micas" que medem mudancas globais em células, a
metabondmica se destaca por caracterizar as alteracdes dindmicas de pequenas moléculas
geradas a partir de diversos processos intracelulares complexos (FIEHN et al., 2000; KAN et
al., 2017). Essa capacidade de analisar e quantificar as mudancas metabdlicas tem tornado a
metabondmica um método promissor para investigar a saude humana, especialmente em
estados de doenca (MISRA et al., 2019). Os avancos recentes na capacidade de alto rendimento,
bem como o progresso na quimica e na analise de dados de metabdlitos, contribuiram para o
crescimento dessa area de pesquisa (XU et al., 2022).

A metabondmica concentra-se no estudo sistematico de compostos quimicos de baixo
peso molecular (até 1500 Da) presentes em amostras bioldgicas, como urina, sangue, residuos
fecais, extratos de tecidos, mucosa sinusal, entre outros (ARAUJO et al., 2022; JOHNSON;
IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016). Esses compostos desempenham funcdes-chave nas vias
metabolicas associadas a processos normais e patoldgicos, atuando como produtos primarios,
intermediarios e/ou finais do metabolismo (ZHENG et al., 2021). No corpo humano, estes
compostos de baixa massa molar podem resultar do metabolismo humano ou microbiano,
ambiente, dieta e interacdes entre esses fatores (MUSSAP et al., 2016). Ao permitir identificar
alteracbes metabdlicas, a metabonémica pode contribuir para a descoberta de metabolitos
expressos diferencialmente, os quais desempenham papel fundamental como biomarcadores no
diagnostico, diferenciacdo entre doencas e monitoramento do progresso da terapia médica
(JIANG; LI, 2023; MICHALIK et al., 2020).

Atualmente, o soro e o plasma sanguineos sdo os fluidos biolégicos predominantemente
examinados em estudos metabondmicos (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2020; XIE et al.,
2021; YUAN et al., 2022; ZHENG et al., 2021). A escolha do soro para analises metabondmica
pode otimizar o diagndstico na pratica clinica, especialmente em pacientes com sensibilizacéo

alérgica, uma vez que geralmente sdo realizadas dosagens de IgE, também avaliadas no soro.
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Outra caracteristica relevante é que amostras do plasma e soro contém compostos
metabolicamente ativos e metabolitos lipossoliveis que ndo estdo presentes na urina (JUNG et
al., 2013).

No entanto, varios fatores pre-analiticos devem ser abordados na metabolémica sérica
ou plasmaética. A coagulacdo sanguinea € um fator importante a ser considerado na selecdo de
amostras entre soro e plasma. Os tubos de coleta e o0 tempo de coleta podem modificar os perfis
metabolicos, incluindo a abundancia de acido araquidénico, arginina, sarcosina e quinurenina
(CRUICKSHANK- QUINN etal., 2018; PAGLIA et al., 2018). Fatores de confuséo adicionais,
como temperatura e centrifugacdo, também podem contribuir para padrées metabdlicos unicos,
devido a metabdlitos liberados de plaquetas ou enzimas (LI1U et al., 2018). Por fim, as condi¢des
de transporte e armazenamento de amostras também devem ser cuidadosamente controladas
para uma reprodutibilidade ideal (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2020; TORELL et al.,
2017).

A metabonbmica utiliza trés estratégias principais: metabonémica direcionada,
impressdo digital metabdlica e perfil metabdlico (MICHALIK et al., 2020). A impresséo digital
metabolica € uma abordagem qualitativa que busca identificar o maior nimero de metabdlitos
em amostras bioldgicas, a fim de detectar alteracGes em seus niveis entre 0s grupos estudados
(FAZLOLLAHI et al., 2016). Essa abordagem pode oferecer insights sobre como a doenca se
desenvolve ou sobre a presenca e progressdo dela. Para explorar maior variedade de metabélitos
com diferentes propriedades fisico-quimicas, € comum utilizar esse tipo de estratégia
metabondmica. Técnicas analiticas como cromatografia gasosa, eletroforese capilar e
cromatografia liquida em conjunto com espectrometria de massa e/ou espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo amplamente utilizadas (JOHNSON; IVANISEVIC;
SIUZDAK et al., 2016).

A analise do perfil metab6lico proporciona uma nova oportunidade para investigar 0s
efeitos metabdlicos globais em sistemas bioldgicos complexos (FAZLOLLAHI et al., 2016;
KELLY et al., 2017; SAITO, MATSUDA, 2010). Para essa finalidade, a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de *H de alta resolucdo (RMN de *H) é amplamente empregada,
devido a sua confiabilidade e a relativa simplicidade na preparacdo da amostra (ZHOU et al.,
2019). A RMN de 'H permite a deteccéo de diversas classes de compostos, como aminoacidos,
acidos graxos, carboidratos, nucleotideos e muitos outros, fornecendo uma viséo abrangente do
estado metabolico de uma amostra bioldgica (JOESTEN et al., 2019).

Os estudos metabonémicos direcionados concentram-se na analise de um conjunto pré-

determinado de metabolitos de interesse, com énfase na sua identificacdo e quantificacdo
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(GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2020). O pré-tratamento das amostras € mais complexo do
que nas abordagens ndo direcionadas (ARAUJO et al., 2022). Desse modo, pode incluir
métodos de extracdo, como extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida e microextracao
em fase sélida, para garantir a limpeza e concentracdo adequadas das amostras.

No processo de desenvolvimento de estudos metabonémicos, é fundamental definir
previamente o problema bioldgico especifico a ser investigado. Essa definicdo requer a
formulacdo de uma ou mais perguntas que serdo abordadas e respondidas no final do estudo,
além da escolha do método mais adequado a ser empregado (CANUTO et al., 2018). Uma
investigacdo metabondmica envolve etapas distintas que sdo pré-analitica, analitica e pos
analitica (GONZALEZ- DOMINGUEZ et al., 2020; PINTO et al., 2017; VILLASENOR et al.,
2017). A fase pré-analitica abrange a coleta, transporte, armazenamento e processamento das
amostras (LIU et al., 2023). A fase analitica compreende a aplicacdo de técnicas, como
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia em fase gasosa ou
liquida acoplada a espectrometria de massas. Na fase poés-analitica, sdo realizados o
processamento dos espectros, analise multivariada de dados, identificacdo dos metabolitos e
interpretacdo bioldgica dos dados obtidos (HUANG et al., 2022) (Figura 2).

Figura 2. Principais etapas do desenvolvimento de um estudo metabonémico
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Fonte: Huang et al. (2022).

A metabondmica estd em constante desenvolvimento e tem se destacado como uma

ferramenta poderosa para o estudo de doencas alérgicas que afetam a infancia e a adolescéncia,
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como rinite e asma. Metabdlitos envolvidos em reacdes alérgicas em resposta & exposicao a
alérgenos tém o potencial de servir como biomarcadores especificos para asma e rinite (ZHOU
et al., 2019). No entanto, poucos estudos abordaram a relacdo entre perfis metabdlicos e
sensibilizacdo alérgica em relacdo a rinite na infancia. Compreender as mudancas metabolicas
dindmicas que ocorrem durante a infancia e inicio da adolescéncia possibilita a exploracdo da
diversidade dos perfis metabolicos nessa faixa etaria e a investigagdo de como essas variacoes
podem estar associadas ao crescimento, desenvolvimento e saude das criancas (FANOS;
ANTONUCCI; ATZORI, 2013).

3.2.1 Abordagens Analiticas em Metabondmica

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de
massas (EM) representam plataformas analiticas amplamente utilizadas em metabonémica
(EMBEDE et al., 2016; GAO et al., 2016; JOESTEN et al., 2019; MA et al., 2020; ZHENG et
al., 2021). A espectrometria de massas € mais difundida e comumente empregada,
provavelmente devido a sua alta sensibilidade, que permite a identificacdo e quantificacdo de
um namero elevado de metabdlitos por meio de abordagens direcionadas e ndo direcionadas
(JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016; VILLASENOR et al., 2017). Os potenciais
fontes de erros na quantificacdo de metabdlitos, usando EM, estdo associadas a extracdo
irreprodutivel, derivatizacdo e degradacdo de metabolitos.

Mais recentemente, a espectroscopia de RMN tem sido amplamente utilizada na
avaliagdo e exploracdo do metaboloma humano como marcadores de estados de doenca e na
compreensdo da diversidade de vias metabdlicas os mais diferentes organismos. Os modelos
metabondmicos baseados em RMN englobam condic¢Ges de doenca como hepatite B crbnica
(GILANY et al.,, 2019), cancer geniturinario (MANZI et al., 2020), fibrose cistica
(MONTUSCHI et al., 2012); asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (GHOSH et al., 2019).

A RMN € uma técnica ndo invasiva, rapida e ndo destrutiva, que permite a deteccao de
metabdlitos in vivo e in vitro com minima intervencdo na preparacdo das amostras. 1sso a torna
especialmente adequada para estudos que envolvem muitas amostras (HUANG et al., 2022;
ZHENG et al.,, 2021). Na RMN, as propriedades magnéticas dos nucleos atdmicos séo
exploradas para fornecer informacdes sobre a estrutura molecular, permitindo a identificacdo
dos metabdlitos presentes nos biofluidos investigados. A identificagdo € baseada em padrdes
de deslocamentos quimicos, multiplicidade do sinal e intensidades de picos caracteristicos de
cada metabolito (SMITH, 1995). Em alguns casos, podem ser utilizados experimentos 2D,

como 0 HSQC H-13C, promovendo uma dupla confirmagéo da atribuic&o.
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Outro ponto relevante em relacdo a RMN € a reprodutibilidade para aquisicdo de dados,
0 que favorece a comparacdo de dados entre os estudos (ZHOU et al., 2019). No entanto, a
interpretacdo dos dados espectrais se constitui numa etapa desafiadora, principalmente devido
a presenca de compostos interferentes, resultando em picos sobrepostos (MISRA et al., 2019).
Alguns trabalhos de revisdo destacam as melhores praticas para a aplicacdo da metabondémica
por RMN e ressaltam a importancia de relatorios padronizados que abordem o0s aspectos da
analise quimica em experimentos metabondmicos, incluindo: preparacdo de amostras, analise
experimental, controle de qualidade, identificacdo de metabdlitos, e pré-processamento de
dados (GONZALEZ- DOMINGUEZ et al., 2020; SPICER; SALEK; STEINBECK, 2017). A
padronizacdo é importante para garantir a consisténcia e a confiabilidade dos resultados obtidos
em diferentes estudos e laboratérios. A falta de padronizacdo pode levar a variacBes nos
resultados e dificultar a comparagéo entre diferentes estudos (PILON et al., 2020).

O pré-processamento dos dados e a andlise multivariada desempenham um papel
fundamental na interpretacdo e extracdo de conhecimento dos dados metabonémicos obtidos
por meio da RMN e espectrometria de massa (HUANG et al., 2022; MA et al., 2020; ZHOU et
al., 2019). Essas etapas sdo essenciais para proporcionar uma compreensdo mais abrangente
dos processos metabolicos e de suas relacdes com as doencas e condi¢des estudadas. O preé-
processamento dos dados envolve uma série de técnicas, como normalizacdo, remocao de
ruidos e correcdo de deslocamentos quimicos, visando garantir a qualidade e confiabilidade dos
resultados (PINTO, 2017). A analise multivariada, por sua vez, permite identificar padres,
correlacdes e diferencas entre os grupos estudados, contribuindo para a identificacdo de
biomarcadores e de possiveis alteraces metabdlicas associadas as condicBes investigadas
(MUSSAP et al., 2021).

3.2.2 Formalismos quimiometricos

Devido a crescente aplicagdo de modelos mateméticos e principios estatisticos na
Quimica, surgiu o termo Quimiometria, que se caracteriza como um campo interdisciplinar que
relaciona estatistica multivariada, ciéncia da computacéo, quimica analitica e outras areas afins
(FERREIRA, 2015). Podemos considerar trés grandes areas de atuagdo na Quimiometria:
planejamento de experimentos, calibracdo multivariada e reconhecimento de padrfes. Esta
ultima abordagem tem sido amplamente adotada na analise de dados metabonémicos, incluindo
dados obtidos por meio da espectroscopia de RMN. A utilizacdo de dados de RMN como
entrada para tratamentos quimiométricos permite explorar informacges complexas presentes

nos espectros e obter uma andlise mais aprofundada dos metabdlitos presentes nos biofluidos



35

estudados (PINTO, 2017; SMOLINSKA et al., 2012).

A anélise metabondmica pode ser realizada utilizando fluxos de trabalho néo
direcionados ou direcionados. O fluxo de trabalho ndo direcionado adota uma abordagem
holistica, visando obter o maximo de informacdes possivel de um sistema especifico. Ao
analisar uma amostra bioldgica, a primeira abordagem deve ser conduzida com métodos de
reconhecimento de padrdes, com o intuito de identificar assinaturas metabdlicas capazes de
discriminar diferentes estados fisiopatologicos (ARAUJO et al., 2022).

Dentre os métodos ndo-supervisionados, ou seja, sem usar informacdes de classe,
destacam-se a Andlise de Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos
Hierarquicos (HCA) como os mais amplamente utilizados. Essas técnicas contribuem
significativamente na analise de dados metabonémicos, permitindo a identificacdo de padrdes,
similaridades e estruturas intrinsecas nos conjuntos de dados, bem como identificar amostras
andmalas (PINTO, 2017). A anélise de agrupamento ou andlise de cluster geralmente é baseada
no conceito de similaridade, reconhecidamente a maneira mais facil e intuitiva de definir
matematicamente a similaridade entre dois objetos.

Nas analises metabonémicas, a HCA ¢é utilizada para revelar informacdes sobre a
estrutura e organizacdo dos dados, auxiliando na identificacdo de subgrupos ou clusters de
metabdlitos relacionados (SMOLINSKA et al., 2012). Embora seja uma técnica simples e
bastante utilizada, a HCA apresenta uma desvantagem, que é a de ndo agregar informacdes
sobre a composicdo quimica dos agrupamentos, ou seja, ndo revela quais sinais quimicos
(metabdlitos) sdo responsaveis pelo agrupamento de determinadas amostras (PILON et al.,
2020).

A PCA é uma ferramenta quimiométrica de analise multivariada ndo-supervisionada
gue tem como objetivo derivar novas variaveis ndo correlacionadas, conhecidas como
componentes principais, a partir de um conjunto de variaveis originais (PINTO, 2017). As
componentes principais s&o combinacdes lineares das varidveis originais, onde o nimero de
componentes principais (p) € menor que o0 nimero de variaveis originais (m). Cada componente
principal explica parte da variancia dos dados, sendo ordenadas de acordo com a quantidade de
variancia que explicam. A PCA promove a transformacdo do conjunto inicial de varidveis,
possivelmente dependentes entre si, em um conjunto reduzido de variaveis independentes
(LYRA, 2010). Com isso, € possivel projetar as amostras, ou as variaveis originais, no sistema
de coordenadas definido pelas componentes principais construidas. A Figura 3 apresenta um
exemplo de grafico de escores e de pesos de uma analise de PCA. No primeiro caso, tem-se 0

gréfico de escores, que mostra os agrupamentos naturais das amostras. No caso da projecao das
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variaveis originais, tem-se o grafico de pesos (do inglés, loading), que mostra quais variaveis
originais séo importantes para os agrupamentos observados.

Figura 3. Representac@es gréficas resultantes da Analise de Componentes Principais. Escores
t1 vs t2 (esquerda) e pesos pl vs p2 (direita) devem ser examinados simultaneamente, a fim de
compreender as relagdes entre tendéncias e grupos observados nas amostras (score plot) e quais
variaveis (metabdlitos) — sdo responsaveis por essa tendéncia (loadings plot).
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Nos estudos metabondmicos, € comum que o impacto do objeto de estudo sobre a
variancia do conjunto de dados seja muito pequeno e, portanto, ndo seja observada
discriminagdo nas primeiras componentes principais. Nesses casos, a alternativa é usar um
método supervisionado de analise multivariada, ou seja, usar a informacéo de classe. A analise
supervisionada tem sido amplamente utilizada na descoberta de biomarcadores (HUANG et al.,
2022; SMOLINSKA et al., 2012). Nesse processo, a matriz de dados é comparada a um modelo
pré-definido, que deve ser robusto e estatisticamente solido. O objetivo principal dos métodos
supervisionados é obter uma correlacdo entre as variaveis quimicas e o conjunto de dados
usando-o como base para previsao (PILON et al., 2020).

Dependendo dos objetivos do estudo e dos calculos aplicados nas analises
supervisionadas, existem diversas ferramentas disponiveis para a discriminacdo e diferenciacédo
de dados. Essas ferramentas incluem Analise Discriminantes por Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA), Analise discriminante por ProjecGes Ortogonais a estrutura latente (OPLS-DA) e a
Analise Discriminante Linear (LDA) que sdo 0s métodos comumente usados nos estudos
metabondmicos para construcdo de modelos.

A PLS-DA (do inglés, Partial Least Squares Discriminant Analysis) € um método
supervisionado bastante utilizado em quimiometria. Similarmente a PCA, estabelece um novo
conjunto de combinacdes lineares a partir das variaveis originais, essas novas variaveis recebem
0 nome de variaveis latentes. A PLS-DA estabelece uma relacdo entre duas categorias de
variaveis: as variaveis independentes, que representam as medidas experimentais, e a variavel

dependente, que consiste nas classes ou grupos que desejamos identificar ou discriminar
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(BEVILACQUA,; BRO, 2020; EMBADE et al., 2016). O modelo gerado pela PLS-DA tem
como parametros os valores de R2, que permite avaliar a qualidade do ajuste do modelo aos
dados de treinamento, fornecendo informacdes sobre o qudo bem as varidveis independentes
explicam a variabilidade nas classes ou grupos que mede a adequacdo do modelo para o
conjunto de dados de treino; e 0 Q2, que € utilizado para avaliar a capacidade de previsdo do
modelo (PINTO, 2017), bem como a sua capacidade de fazer previsdes precisas em novos
conjuntos de dados.

Em geral, a validacdo dos modelos PLS-DA ocorre a partir de grupo de teste,
representado por um conjunto de amostras separadas antes da construgdo do modelo, que
posteriormente é usado para testar a capacidade preditiva dos modelos construidos. Quando o
numero de amostras disponivel é reduzido, dificultando a separacdo de um grupo de teste, usa-
se a validacdo cruzada e o teste de permutacdo. Na validacdo cruzada, adota-se a préatica de
retirar uma amostra e um modelo € construido com (n-1) amostras restantes. A amostra excluida
tem sua classe predita pelo modelo criado. Esse procedimento € repetido para todas as amostras
do conjunto de dados (SZYMANSKA et al., 2012). Ao fim, verifica-se a taxa de classificagio
correta obtida, a qual fornece uma avalia¢do do desempenho do modelo em relacéo a capacidade
de previsao.

No teste de permutacdo, varios modelos sdo criados com as classes das amostras sendo
aleatoriamente trocadas, sendo avaliada as performances de cada modelo com classes
permutadas construido versus o modelo com as classes corretas. A Figura 4 apresenta um
exemplo de graficos de escores da PLS-DA e da performance do teste de permutacéo.

Figura 4. Gréficos de escores da PLS-DA e performance do teste de permutacdo. a) Grafico de
pontuacao PLS-DA bidimensional (Circulos vermelhos e Circulos verdes: correspondem a dois
grupos distintos); b) Classificacdo PLS-DA usando diferentes nimeros de componentes. O
asterisco vermelho indica o melhor classificador, a tabela inserida resume Q2, R2 e precisdo do
melhor modelo; ¢) Estatisticas do teste de permutacdo para 1000 permuta¢cfes com estatistica
observada p < 0,01.
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Quando a variancia dentro da classe é grande a ponto de dificultar a visualiza¢do dos
elementos de cada classe, pode-se utilizar um recurso matematico para concentrar a variancia
que ndo tem relacdo com o objeto de estudo em componentes ortogonais a componente de
interesse, que representa as classes investigadas ou modeladas. Essa modelagem é chamada de
OPLS-DA, que constitui uma técnica amplamente empregada na anélise metabondmica devido
a sua capacidade de identificar e diferenciar padroes metabolicos entre grupos distintos (YUAN
et al., 2021). O modelo OPLS-DA é particularmente util quando se busca encontrar
biomarcadores ou identificar caracteristicas metabolicas que possam discriminar de forma
eficaz diferentes condi¢fes ou grupos de amostras (GHOSH et al., 2019; MA et al., 2020). A
validacdo do modelo OPLS-DA é uma etapa critica para garantir a robustez e a confiabilidade
dos resultados obtidos e é semelhante a descrita para a PLS-DA.

No modelo OPLS-DA a capacidade preditiva (Q2) é uma medida que indica o qudo bem
0 modelo pode fazer previsdes acuradas em dados néo utilizados durante o treinamento. VValores
mais altos de Q2 indicam uma maior capacidade preditiva e, consequentemente, maior
confiabilidade do modelo. O coeficiente de determinacdo (R2) € um indicador da proporc¢éo da
variabilidade total da varidvel de resposta (classe) que € explicada pelo modelo. Valores mais
altos de R2 indicam que o modelo é capaz de explicar uma maior porcentagem da variabilidade
observada na classe (PINTO, 2007).

O teste de permutacdo é utilizado para verificar o quanto a classificacdo das amostras
nos grupos designados é melhor do que qualquer outra classificacdo aleatoria. Neste teste, as
classes sdo permutadas centenas ou milhares de vezes (PONTES, 2019). O modelo OPLS-DA
é entdo treinado com os dados permutados, e o desempenho resultante € comparado com o
desempenho do modelo original. Essa validagdo permite avaliar se as diferencas observadas
entre 0s grupos sao estatisticamente significativas.

A partir do OPLS-DA, é possivel realizar uma andlise estatisticamente robusta,
destacando as principais variacfes metabdlicas associadas aos grupos de interesse, 0 que
contribui para a compreensdo dos mecanismos subjacentes as condi¢fes estudadas. Ao
empregar essa modelagem, também é possivel encontrar a medida da importancia das variaveis
na construcdo dos modelos (GOSH, et al., 2019). Esta medida pode ser realizada por meio da
importancia da variavel na projecdo (VIP, do inglés Variable Importance in Projection). Os
VIP escores sdo calculados com base na projecdo dos dados nos componentes de variancia e
covariancia discriminantes da OPLS-DA (TRIBA et al., 2015). A Figura 5 apresenta um

exemplo de grafico de escores VIP.
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Figura 5. VIP scores (Variable Importance in Projection) discriminando entre amostras de
dois grupos para identificar as variaveis (ou metabdlitos) que mais contribuem para separagdo

entre dois grupos de amostras. Apenas 0s escores VIP maior que 1 foram incluidos.
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Quanto mais elevado for o VIP score associado a variavel metabélica, maior é sua
contribuicdo para a discriminacdo dos grupos. Comumente, estabelece-se um ponto de corte
para os VIP scores, e valores iguais ou superiores a 1 sdo considerados relevantes. Portanto, as
variaveis com VIP scores maiores que 1 sdo consideradas relevantes para a discriminagdo nos
modelos OPLS-DA (EMBADE et al., 2016). Assim, os VIP scores sdo usados para identificar
as variaveis (deslocamento quimico) mais importantes para a discriminacéo entre 0s grupos e
identificar os metabdlitos.

Destaca-se que uma compreensdo sélida dos métodos estatisticos e das técnicas
qguimiomeétricas utilizadas é fundamental para extrair informacdes valiosas dos dados
metabondmicos. Isso inclui conhecer os principios por tras dos algoritmos empregados, 0s
parametros utilizados, as suposi¢cdes subjacentes e as limitacbes de cada abordagem. Ao
compreender esses aspectos, € possivel realizar uma boa analise, selecionando as ferramentas

mais adequadas para os dados.



40

4. MATERIAIS E METODOS
41. TIPO DE ESTUDO E PARTICIPANTES

Trata-se de um estudo prospectivo com pacientes recrutados no ambulatério de Alergia
e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE).
Foram incluidos no estudo pacientes com rinite alérgica, confirmada por histérico médico e
teste cutaneo de puntura positivo, com idades entre 6 e 12 anos e ambos 0s sexos. Importante
destacar que uma parcela significativa desses individuos também apresentava diagnostico de
asma, seja controlada ou néo, durante o periodo de pesquisa.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes que estavam em tratamento regular para
doencas crénicas, uma vez que a medicacdo usada no tratamento dessas doencas provoca
mudanca no perfil de metabolitos enddgenos. Apds anamnese, 0s pais ou responsaveis das
criancas elegiveis para o estudo foram convidados a participar da pesquisa e assinar 0 Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A). Cabe ressaltar que a rotina clinica
dos pacientes néo foi alterada em fungéo da pesquisa.

Inicialmente, os participantes foram separados em pacientes aderentes (boa adesao) e
ndo aderentes (ma adesdo) ao tratamento farmacoldgico com corticoides nasais, levando em
consideracdo o relato do paciente ou responsavel durante as consultas de acompanhamento no
ambulatorio de Alergologia. A adesdo foi considerada satisfatoria quando os pacientes
comunicaram seguir aproximadamente 80% (sem esquecer de usar a medicacéo e aplicando-a
com a técnica correta) da prescricdo medicamentosa, conforme indicado durante a consulta de
acompanhamento. Os participantes sdo atendidos, em média, a cada trés meses, por uma equipe
de médicos e profissionais da area da satde. Os medicamentos frequentemente receitados para
0 tratamento dos pacientes com rinite, como 0s corticoides furoato de mometasona e
budesonida, estdo inclusos na lista de disponibilidade do Sistema Unico de Satde (SUS) e sio
fornecidos diretamente no hospital, assegurando o0 acesso regular aos pacientes que necessitam.

Além do relato dos pacientes, informagfes sobre sintomas clinicos, exame fisico
incluindo rinoscopia (palidez da mucosa e hipertrofia dos cornetos), gravidade, duragdo da
rinite alérgica, controle da rinite (controlada — paciente sem incémodo no dia da consulta; ndo
controlada — paciente com sintomas e incbmodo no dia da consulta), controle da asma (teste de
controle de asma — ACT), caracteristicas demogréaficas, incluindo sexo e idade dos participantes

recrutados também foram coletados.
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4.2. COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS DE SORO

Amostras de sangue foram coletadas de pacientes com rinite alérgica (2,0 mL) e o soro
foi separado por centrifugacdo, sendo armazenado a —40°C até o momento da analise de
espectroscopia de RMN no Laboratério de Metabonémica e Quimiometria (LabMeQ),
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. As amostras foram preparadas para andlise,
utilizando 400 pL de soro e 200 pL de agua deuterada e em seguida, foram transferidas para

tubos de analise de RMN com 5 mm de diametro.

4.3. ENSAIO METABONOMICO E PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os espectros de RMN de 'H das amostras de soro foram obtidos usando um
espectrometro VNMRS400 operando a 400 MHz. Os parametros utilizados na aquisicdo dos
espectros foram os seguintes: o filtro T2 associado a sequéncia de pulsos de pré-saturagdo do
sinal de agua (Pressat- CPMG) com janela espectral de 4006,4 Hz, tempo de aquisi¢do 2,556
segundos, 128 transientes, tempo de espera e de saturacdo do sinal da agua iguais a 2,0
segundos, tempo entre os pulsos (tau) igual a 400 us, 88 ciclos, dando um tempo de eco total
(bigtau) igual a 70,4 ms a 25°C (BECKONERT, 2007). O sinal do grupo foi utilizado como
referéncia de deslocamento quimico (BATISTA, 2018).

Para o processamento dos espectros de RMN, foi utilizado o software MestReNova
12.0.0, a linha de base foi corrigida manualmente. Em seguida, a regido de 0,5 a 4,5 ppm dos
espectros foi selecionada e utilizou-se bins de 0,04 ppm. Foi construida uma matriz de dados,
na qual cada linha corresponde a uma amostra, enquanto cada coluna corresponde a uma
variavel (deslocamento quimico). Portanto, a matriz construida tem 25 linhas e 101 colunas,
sendo 100 bins (deslocamento quimico, variavel continua) e uma variavel de classe. A matriz
de dados foi pré-processada utilizando normalizacdo na linha (espectros das amostras) e
autoescalonamento na coluna (deslocamento quimico), o que permite ajustar as intensidades
dos metabdlitos para uma comparagao mais precisa.

O estudo metabonémico foi realizado utilizando a plataforma online e gratuita
MetaboAnalyst 5.0. Todos os metabolitos identificados foram comparados com os bancos de
dados KEGG (Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes, www.genome.jp) e HMDB
(Human Metabolome Database), que fornecem informacdes sobre as vias metabolicas e as

propriedades quimicas dos compostos.
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4.4, ANALISE ESTATISTICA

Para a analise do metaboloma, foram empregados formalismos nao-supervisionados e
supervisionados. Na fase de analise exploratéria, foram utilizados a técnica ndo supervisionada
de Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise Hierarquica de Cluster (HCA), para
observar a distribuicdo dos dados e identificar possiveis padrées ou agrupamentos. Para a
andlise classificatoria, utilizou-se a Analise Discriminante Ortogonal de Minimos Quadrados
(OPLS-DA), que € um método supervisionado para identificar sinais espectrais que contribuem
significativamente para diferenciacdo dos grupos (GAO et al., 2016).

Para detectar a robustez do modelo OPLS-DA, utilizou-se a Validacdo Cruzada
(Leaving- One Out Cross Validation-LOOCV) e o teste de permutagcdo com 2000 permutacGes
(PONTES, 2000). Os metabolitos mais relevantes para a construcdo do modelo foram
identificados por meio da importancia variavel na projecéo (VIP).

Os dados da rinoscopia (palidez da mucosa e hipertrofia dos cornetos), gravidade da
RA, controle da rinite e da asma, caracteristicas demogréficas, incluindo sexo e idade dos
participantes recrutados também foram coletados e submetidos a analise estatistica pelo teste

Qui quadrado com nivel de significancia de 5% (p< 0,05).

45. ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco, sob o Nimero do Parecer: 5.242.885 (Anexo B). Antes de iniciar a pesquisa, todos
0s responsaveis pelos participantes assinaram de forma voluntéria o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. DADOS DOS PACIENTES

A amostra de estudo foi composta por 25 individuos que atenderam os critérios de
elegibilidade. A idade média dos participantes foi de 8,8 anos, com 56% do sexo masculino. A
maioria dos participantes recebeu o diagndstico de rinite alérgica na forma moderada/grave
(Tabela 1). Além disso, observou-se que parte expressiva dos participantes (76%) apresentava
rinite alérgica e asma de forma concomitante (Tabela 4).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas quanto as doengas alérgicas dos participantes
do estudo.

Variavel n (%)
Idade (média £ DP) 8,8 (x 1,9) anos
Sexo

Feminino 11 (44%)

Masculino 14 (56%)
Diagnostico

Apenas Rinite alérgica (RA) 6 (24%)

Rinite alérgica e asma 19 (76%)
Classificacdo da RA quanto a frequéncia

Intermitente 0

Persistente 25 (100%)
Classificacdo da RA quanto a gravidade

Leve 6 (24%)

Moderada/grave 19 (76%)
Categoria da RA quanto ao controle

Controlada 19 (76%)

N&o controlada 6 (24%)
Categoria da asma quanto ao controle (n=19)

Controlada 12 (63%)

N&o controlada 7 (37%)
Autorelato quanto ao tratamento

Adeséo 17 (68%)

N&o adesao 8 (32%)

RA= Rinite Alérgica

Em relagdo ao controle da rinite alérgica, foi constatado que 76% dos participantes
apresentavam rinite ndo controlada, ou seja, manifestavam pelo menos um sintoma no momento
da consulta (Tabela 1). Entre os sintomas relatados, coriza, obstrucdo e prurido nasal foram
frequentemente mencionados como 0s que mais interferiram nas atividades diarias. Nesse
contexto, € importante destacar que doencas respiratorias como a rinite alérgica podem ter

efeitos adversos na educacdo de criancas e adolescentes, o que pode ocasionar baixo
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desempenho escolar e alto indice de absenteismo (SANCHEZ et al., 2018). Além de afetar a
qualidade de vida e a satde psicolégica (XIANG et al., 2020).

Outro aspecto relevante observado € que, ao analisar 0s casos em que a rinite alérgica
estava associada a asma (n=19), constatou-se que 63% dos pacientes apresentavam asma
controlada. Esse resultado aponta que mesmo em pacientes com controle adequado da asma, a
rinite alérgica pode persistir de forma ndo controlada, possivelmente devido a exposicéo
continua aos alérgenos desencadeantes e as caracteristicas individuais do paciente, como fatores
genéticos, historico familiar, alergia alimentar e doencas atopicas (LIU et al., 2023).

No presente estudo, constatou-se que 68% dos responsaveis pelos participantes
relataram aderir corretamente e de forma regular as prescricbes médicas de corticoides nasais.
A adesdo a terapia prescrita € fundamental para o sucesso do tratamento em pacientes
pediatricos e adolescentes. Estudos anteriores tém demonstrado que a taxa de adesao nesses
grupos é variavel, com estimativas entre 30% e 70% (WANG et al., 2014; NAVARRO et al.,
2011). A complexidade do tratamento, a compreensdo das informacg6es fornecidas, o suporte
social e as caracteristicas individuais dos pacientes sdo alguns dos fatores que podem afetar a
adesdo terapéutica em criancas e adolescentes (HOLMES; HEANEY, 2021). Além disso, a
amplitude da variabilidade nos dados de adeséo observados na literatura pode ser atribuida, em
parte, a utilizacdo de diferentes métodos para medir a adesdo, incluindo questionarios
autorreferidos, monitoramento eletronico e registros de prescricdo médica (MODI et al., 2006).

Cada método possui limitacdes especificas e pode levar a estimativas diferentes da adesao.
5.2.  ABORDAGEM QUIMIOMETRICA

No contexto da avaliacdo da adesdo, o autorrelato do paciente, como empregado no
presente estudo, € uma medida comumente utilizada devido ao seu baixo custo e facilidade de
aplicagdo no ambiente clinico (HOLMES; HEANEY, 2021). No entanto, estudos tém revelado
gue os pacientes tendem a superestimar sua adesdo quando solicitados a relata-la. Essa
superestimacao pode ocorrer devido a diferentes motivos, como constrangimento ou vergonha
de admitir a ndo adesdo ao tratamento, bem como dificuldades em lembrar com precisdo os
detalnes do uso da medicacdo ou de compreender o modo correto de utilizacdo
(HUGTENBURG et al., 2013). Desse modo, os relatos dos pacientes podem nao refletir com
precisdo a realidade da adesdo ao tratamento. Para avaliar a acurdcia das informacGes
autoreferidas sobre a adesdo, este estudo empregou uma andlise exploratéria com dados
metabondmicos obtidos por espectroscopia de RMN de H gerados pela analise das amostras

de soro dos participantes.
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A andlise de componentes principais (PCA) foi usada para verificar a presenca de agrupamentos
naturais relacionados a adesdo autorrelatada dos participantes. A PC1 explicou 39,8% da
variacdo total dos dados, enquanto a PC2 explicou 31,3% (Figura 6). Ao analisar o grafico 2D
da PCA, no qual cada ponto representa uma amostra e a distancia entre eles reflete as diferencas
metabdlicas, ndo foi observada nenhuma tendéncia de agrupamento ndo supervisionada das
amostras com base na adesédo autorreferida pelos participantes (Figura 6).

Figura 6 - Anlise de componentes principais (PCA) usando dados espectrais de RMN de ‘H
do soro de criangas e adolescentes com rinite alérgica (RA). Os triangulos em vermelho
representam as amostras de pacientes aderentes ao tratamento da rinite alérgica e em verde as
amostras de pacientes ndo aderentes.
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Diante da auséncia de agrupamento das amostras com base na adesdo ao tratamento,
optou-se por utilizar a Andlise Hierarquica de Cluster (HCA) para investigar a estrutura das
amostras e buscar uma nova forma de classificagdo. A HCA indicou o arranjo natural de dois
grupos distintos com 14 e 11 amostras em cada grupo, como apresentado na Figura 7, utilizando

a distancia de corte de 45.
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Figura 7 - Andlise Hierarquica de Cluster (HCA) usando dados espectrais de RMN. BA = Boa
adesdo (pacientes aderentes); MA = Ma adesao (pacientes ndo aderentes)
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Para melhor interpretacdo da HCA, realizou-se uma avaliagdo aprofundada dos
prontuarios médicos. Ao analisar o historico médico dos pacientes, considerando a avaliacdo
da hipertrofia do corneto e da palidez da mucosa por meio da rinoscopia realizada na consulta
anterior a coleta das amostras de soro dos pacientes (geralmente realizada entre trés e quatro
meses antes) e durante o préprio procedimento de coleta, identificou-se que esta indicava
tendéncia de resposta ao tratamento.

Assim, os dois grupos identificados pela HCA foram denominados: Grupo RC,
composto por 14 amostras de soro de pacientes que demonstraram resposta clinica ao
tratamento farmacoldgico (involugcdo ou progressdo) baseada no acompanhamento da
hipertrofia do corneto e palidez da mucosa; e Grupo RI: composto por 11 amostras de pacientes
que foram indiferentes (ndo respondentes) ao tratamento, sem melhora ou piora clinica da
hipertrofia do corneto e da palidez.

O uso do acompanhamento dos achados na rinoscopia (hipertrofia do corneto e palidez)

como uma variavel de resposta ao tratamento clinico foi definido ap6s observagdo minuciosa
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dos prontuérios e analise estatistica dos dados (p=0,048) (Tabela 2). Cabe destacar que a
maioria dos estudos anteriores se concentrou apenas em descrever as caracteristicas e avaliar a
eficacia do tratamento em relag@o aos participantes que apresentaram resposta ao tratamento,
enquanto negligenciaram a analise dos que ndo responderam. O presente estudo busca

preencher essa lacuna, abordando também a avaliagdo dos ndo respondedores.

Tabela 2. Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos participantes do estudo de acordo
com os grupos de resposta clinica ao tratamento (RC) e resposta indiferente (RI).

Grupo RC Grupo RI p-valor

NUmero de voluntarios 14 11 -
Idade (média = DP) 9 £+ 2 anos 8 £ 2 anos 0,967
Sexo (M/F) 6/8 8/3 0,135
Exames fisico

Rinite Moderada/Grave 10 10 0,226
Resposta P/M da rinoscopia 8 2 0,048
Boa adesédo (autorrelato) 10 7 0,678

DP — Desvio-padrdo. Resposta P/M da rinoscopia = resposta de piora ou melhora da rinoscopia

Visando investigar as alteracGes nos metabdlitos em pacientes com rinite alérgica em
relacdo ao tipo de resposta ao tratamento, utilizou-se o modelo supervisionado OPLS-DA, que
permitiu a diferenciacdo mais precisa entre as amostras analisadas. A Figura 8 apresenta o
grafico de escores da OPLS-DA, usando a classificacdo definida na Analise Hierarquica de
Clusters como matriz resposta.

Figura 8. A esquerda, grafico de escores, e a direita, resultado do teste de permutacéo da OPLS-
DA, usando como output a classificacdo feita a partir da HCA. Os circulos em vermelho
representam pacientes do grupo RC (resposta clinica) e em verde os do grupo RI (indiferenca
ao tratamento).
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O OPLS-DA é uma ferramenta robusta na analise de dados metabondmicos,
possibilitando a identificacdo de padroes metabolicos relevantes e a discriminagéo entre grupos
de interesse (YUAN et al., 2021). O modelo que apresentou a melhor performance foi
identificado pela validacdo cruzada Leave-One-Out (LOOCV). Assim, um teste de 2000
permutacgdes foi aplicado e apresentou valor de Q2 igual a 0,738 (Figura 8). Os valores de p
observados no teste de permutagdo indicam que o modelo tem significancia estatistica.

O valor de Q2 é uma medida de validacéo cruzada que avalia a capacidade do modelo
em prever os resultados corretamente (GAO et al., 2016; TRIBA et al., 2015). Considerando a
andlise realizada utilizando o modelo OPLS-DA, é possivel assumir que as informacGes
discriminatorias entre os grupos de interesse estdo presentes nos dados avaliados. No entanto,
devido a variacdo tanto dentro como entre 0s grupos, a distingdo das caracteristicas das amostras
que diferenciam os grupos apresentou uma capacidade preditiva de 73%. Para melhorar os
resultados dessa classificacdo, é importante considerar o aumento do tamanho da amostra e a
robustez do modelo. A ampliacdo do numero de amostra permitira a representacdo mais
abrangente e representativa das caracteristicas dos grupos, enquanto aprimorar a robustez do
modelo pode contribuir para uma discriminacdo mais precisa e confiavel (YUAN et al., 2021).

Ma et al. (2020) realizaram um estudo metabondmico para caracterizar as diferengas em
amostras de soro de pacientes com rinite alérgica e voluntarios saudaveis, utilizando o método
supervisionado OPLS-DA. Os valores de Q2 usado para avaliar a qualidade dos modelos
discriminantes foi de 0,957 para o grupos com rinite alérgica e controle. Os indices de predi¢édo
relatados sugerem acuracia de classificagao extremamente boa (> 95%), principalmente ao
diferenciar casos de rinite alérgiica do controle. No estudo realizado por CHANG-CHIEN et al.
(2020), que investigaram o perfil metabondmico de criangas com e sem asma usando modelo
OPLS-DA foi observado um valor de Q2 de 0,813. Os valores de Q2 nos dois estudos citados
foram superiores ao encontrado no modelo OPLS-DA utilizado neste estudo. Isto deve-se a
diferenga do quadro clinico dos voluntarios. Nos casos citados, os estudos foram conduzidos
com controles saudaveis, o que facilita a modelagem. Por outro lado, no presente estudo todos
os participantes compartilham uma condi¢éo clinica semelhante (rinite alérgica e rinite alérgica
com asma concomitante), tornando a diferenca mais sutil, dificultando a modelagem. Cabe
destacar que cada estudo tem suas particularidades e que os resultados podem variar de acordo

com as condigdes experimentais.
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5.3 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

As frequéncias espectrais obtidas das amostras de soro de pacientes com rinite alérgica
e rinite alérgica com asma concomitante foram comparadas com frequéncias conhecidas
(GOWDA etal., 2014; HTUN et al., 2021) para identificar as variaveis (deslocamento quimico)
relevantes para a separacdo dos grupos. A contribuicéo relativa de cada variavel foi mensurada
com base no grafico de VIP scores (Figura 9). Variaveis com VIP scores superiores a 1 foram
selecionadas como potenciais biomarcadores (MA et al., 2020), correspondendo a quinze
deslocamentos (Figura 9). Na escala de cores ao lado do gréafico (azul e vermelha), é possivel
observar em que grupo aquela regido espectral é mais intensa (vermelho) (Figura 9). Assim, 0s
sinais de RMN com deslocamento (0) 3,20 ppm; 0,81ppm; 0,85 ppm; 1,21ppm; 1,25 ppm e
3,40 ppm tém sinais mais intensos no grupo com resposta indiferente ao tratamento (RI). Por
outro lado, os deslocamentos (8) 1,53 ppm; 4,15 ppm; 1,77 ppm; 3,95 ppm; 2,20 ppm; 1,45
ppm; 2,08 ppm sdo mais intensos no grupo com participantes que apresentaram resposta clinica
ao tratamento (RC) (Figura 9).

Figura 9. VIP scores dos metabolitos para a discriminacdo entre os grupos de resposta clinica
(RC) e resposta indiferente (RI) ao tratamento da rinite alérgica.
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Fonte: Metaboanalyst 5.0

Na tabela 6, sdo apresentados os 10 metabdlitos identificados. De modo geral, as

mudancas nos perfis metabdlicos do soro estdo relacionadas a ativacdo ou perturbacdo de
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diversas vias bioldgicas, sobretudo no metabolismo energético, corpos cetdnicos e lipidios.

No grupo de participantes com resposta clinica ao tratamento (RC) (piora ou melhora),
0 aminoacido L-arginina (1,53 ppm), apresentou 0 maior score entre 0s metabdlitos
identificados (Figura 9, Tabela 3). Além de sua funcdo na sintese de proteinas, a L-arginina
também possui papel significativo como substrato para a atividade de enzimas especificas, tais
como as arginases. A atividade dessas enzimas, conhecidas como arginases, costuma ser
induzida em situacGes inflamatorias, constituindo um fator fundamental na regulacdo do
metabolismo da L-arginina (JUNG et al., 2013).

Tabela 3. Atribui¢do dos metabdlitos (6/ppm) no soro de criangas ¢ adolescentes com rinite
alérgica e asma

Metabdlitos mais intensos no Grupo | — Resposta Clinica (RC)

L-arginina 1,53 ppm
Lactato 4,15 ppm
Né&o identificado 1,77 ppm
Serina 3,95 ppm
Acetoacetato 2,20 ppm
Alanina 1,45 ppm
Glutamato 2,08 ppm
Metabolitos mais intensos no Grupo 11— Resposta Indiferente (RI)
VLDL/LDL 0,81-0,85; 1,21-1,25 ppm
N-acetil D-Glucosamina 2,01-2,05 ppm
Colina 3,20 ppm
Glicose 3,40 ppm

Além da L-arginina, aminoacidos glicogénicos como a alanina, serina e glutamato
(&cido glutamico) também foram encontrados com sinais mais elevados no Grupo RC. Os
aminoacidos glicogénicos podem contribuir para a producdo de glicose durante a
gliconeogénese, entretanto, a sintese de glicose a partir de aminoacidos é uma estratégia usada
quando os estoques de glicogénio estao esgotados (MOTTA et al., 2014). Durante a inflamacéo,
as demandas metabolicas aumentadas podem levar a mobilizagdo de aminoécidos armazenados.
Essa mobilizagcdo ocorre para fornecer os substratos necessérios a sintese de proteinas
envolvidas na resposta imunolodgica.

Em consonéancia com esses achados, Zhou et al. (2019) investigando o perfil metabdlico
na polinose, uma condicdo alérgica caracterizada pela rinite alérgica em resposta ao pdlen,
identificaram uma variedade de aminoécidos sendo mobilizados durante os estagios de crise da
doenca. Segundo os autores, durante as reacBes de estresse imunoldgico, ocorre uma

redistribuicdo dos aminoacidos, que sdo utilizados principalmente na sintese de proteinas
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envolvidas na inflamagéo e na resposta imune.

O lactato, como um produto metabo6lico gerado durante a via glicolitica, esta envolvido
no metabolismo energético e tem sido objeto de estudo em relagédo a doencas alérgicas, como a
asma e a rinite (GAO et al., 2016; VILLASENOR et al., 2017). Assim, durante condicbes de
alta demanda energética e/ou baixa disponibilidade de oxigénio, as células podem ativar a
glictlise anaerdbica como forma de produzir energia rapidamente.

No contexto da rinite alérgica, principalmente na forma persistente da doenca, as células
da mucosa nasal estdo em estado de atividade metabolica elevada, o que leva as células a
aumentarem a captacdo de glicose e a metaboliza-la por meio da via glicolitica (KELLY et al.,
2017). Alem disso, a presenga de lactato na mucosa nasal inflamada pode influenciar a
comunicacdo e a ativacdo células envolvidas na resposta inflamatéria como histamina e
citocinas (XIE et al., 2021). Essa sinalizacdo mediada pelo lactato pode amplificar a resposta
inflamatoria na rinite alérgica, contribuindo para a persisténcia da inflamacdo e ndo melhora
dos sintomas, 0 que possivelmente ocorre nos participantes que apresentaram piora do quadro
clinico durante o tratamento.

Além disso, os soros dos pacientes do grupo RC apresentam sinais mais elevados de
acetoacetato, que é a principal substancia dos corpos cetdnicos. Esses corpos cetbnicos sdo
produzidos na matriz mitocondrial das células hepéaticas em resposta a escassez de carboidratos,
com o objetivo de fornecer energia ao organismo (HUANG et al., 2022). Portanto, esse achado
sugere que o acetoacetato esta atuando no fornecimento geral de energia, indicando possiveis
problemas na utilizacdo eficiente de glicose por parte do organismo.

A partir dos metabdlitos identificados, observou-se que os participantes com resposta
indiferente ao tratamento (RI) apresentaram alteragdes metabdlicas mais pronunciadas para
VLDL/LDL, N-acetil D-Glucosamina, colina e glicose. Esses metabolitos demonstraram
pontuacbes VIP mais elevadas, indicando sua relevancia na diferenciacdo entre os grupos de
resposta ao tratamento (Figura 9; Tabela 6). Os sinais mais intensos das lipoproteinas
VLDL/LDL no grupo RI, sugere a mobilizacdo de lipidios como uma estratégia para suprir a
demanda energética. Durante periodos em que o0 organismo requer maior quantidade de energia,
os lipideos desempenham papel importante, fornecendo uma fonte de energia mais abundante
em comparacdo aos carboidratos (FARRAIA et al., 2019). A mobilizacéo lipidica, também
pode estar associada ao estresse oxidativo. Durante a oxidacdo dos acidos graxos, ocorre a
producdo de espécies reativas de oxigénio que podem danificar células e tecidos, levando ao
estresse oxidativo (KELLY et al., 2017; MICHALIK et al., 2020).

No contexto das doencas respiratdrias, as moléculas oxidantes podem comprometer as
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funcdes ciliares do epitélio respiratdrio, aumentar a produgdo de muco, promover a contragcdo
do masculo liso e atuar como moléculas de quimiotaxia para células inflamatérias. Cabe
destacar que disturbios no metabolismo lipidico podem levar ao acumulo de lipidios nas células,
incluindo células imunes, que podem influenciar processos inflamatorios (SAGDIC et al.,
2010).

A colina é um nutriente essencial a estrutura e metabolismo celular, estando envolvida
na modulacdo da resposta inflamatdéria e desempenha papel essencial na biossintese da
fosfatidilcolina, que é um fosfolipidio que compde as bicamadas lipidicas das membranas
celulares (COMHAIR et al., 2015). Durante o processo inflamatério, a fosfatidilcolina pode ser
convertida em &cido araquidénico, precursor de mediadores inflamatorios, como as
prostaglandinas, leucotrienos e esfingomilelina (ROLIM et al., 2015). Estes mediadores estdo
envolvidos na broncoconstricdo, inflamacéo das vias aéreas, e producdo de muco associada a
asma e arinite (HANG et al., 2021; VILLASENOR et al., 2017). O desequilibrio ou a producio
excessiva de mediadores inflamatorios, a partir do &cido araquiddnico, pode contribuir para
processos inflamatorios cronicos. Ainda sobre a colina destaca-se a sua participacdo na
promocdo do transporte e da utilizacdo dos lipidios. Assim, a desregulacdo dos niveis de colina
observada em vaérios estudos pode estar relacionada a alteragdes nos metabdlitos lipidicos
(BORGES HAUBERT et al., 2015).

Os glicanos, como o N-acetil D-Glucosamina, sdo aclcares biologicamente importantes
que, em particular, estdo envolvidos na resposta inflamatéria e na funcdo do sistema
imunoldgico. Os N-glicanos podem atuar na ativacdo e a funcdo de células imunes como
mastdcitos e eosindfilos, que sdo centrais nas respostas alérgicas e inflamatdrias das vias aéreas
(RADOVANI; GUDELJ, 2022). Também podem interferir no processo de sinalizacao,
dependendo do tipo de N-glicano e do receptor envolvido, essa sinalizacdo pode ter diversos
efeitos (GUDELJ; LAUC; PEZER, 2018). Pesquisadores estdo explorando como a modificagéo
dos padrdes de N-glicanos nas células imunes pode ser usada para modular a resposta
inflamatoria na asma, potencialmente desenvolvendo tratamentos mais direcionados e eficazes
para a doenca.

Ressalta-se que a relacdo especifica entre os metabolitos identificados e a rinite alérgica
requer investigacOes adicionais. No entanto, os resultados obtidos sugerem que os metabolitos
séricos identificados tém o potencial de distinguir os pacientes com base nas respostas
inflamatdrias agudas com maior ou menor intensidade. O Grupo RI, no qual a maioria dos
participantes ndo responderam ao tratamento, apresentou um perfil metabdlico com presenca

marcante de lipoprotepinas e colina que em condicdes de inflamacéo podem se tornar particulas
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pro-inflamatorias.

Por outro lado, os pacientes do grupo RC também apresentaram caracteristicas
inflamatdrias, mas com a presenca de metabolitos que sugerem uma condicdo inflamatdria com
caracteristicas comumente relatadas em pacientes com rinite alérgica. Isso pode sugerir,
dependendo de confirmag&o com um espacgo amostral maior, que a modelagem aqui apresentada
consegue identificar os pacientes com diferentes caracteristicas inflamatdrias. Assim, 0s
pacientes ndo respondentes ao tratamento preconizado, possivelmente necessitam de tratamento
individualizado.

Uma vantagem significativa do presente estudo é que se trata de um estudo pioneiro na
andlise das alteracGes metabdlicas em criancas e adolescentes com rinite alérgica usando RMN
de 'H, que é uma técnica ndo-invasiva, que praticamente ndo precisa elaborar a amostra e com
tempo de andlise reduzido em relagdo a outras técnicas analiticas. No entanto, vérias limitacoes
foram evidenciadas, como o nimero de pacientes estudados; a metodologia autorrelatada para
medir adesdo; o fato de o estudo ndo contar com uma populacdo controle, constituida por
individuos saudaveis. A falta de validacdo externa em uma nova coorte pode limitar a
aplicabilidade dos resultados encontrados no estudo, pois ndo ha garantias que 0S mesmos
padrBes ou conclusdes seriam observados em diferentes grupos de individuos. Portanto, esse é
um estudo que indica que a informacdo estd contida no conjunto de dados. Assim, sdo
necessarios estudos adicionais com maior nimero de participantes, validacdo externa, bem
como diferentes instrumentos para mensuracdo da adesdo que apresenta diversas peculiaridades

devido a complexidade do tratamento e ao carater crénico da doenca.
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6. CONCLUSOES

O objetivo inicial de monitorar, por meio da metabondmica baseada em RMN, a
adesdo dos pacientes a terapia para a rinite alérgica ficou prejudicada em funcéo da incerteza
quanto a definicdo de boa e ma adesdo, a partir de autorrelato ou indicagdes clinicas. Todavia,
as amostras apresentaram agrupamento natural na analise exploratéria e esse agrupamento
tem relacdo com a resposta a terapia para tratar rinite alérgica. Foram identificados dois
grupos, reunindo pacientes que se mostraram indiferente ao tratamento; e aqueles que
apresentaram alguma resposta ao tratamento. A espectroscopia RMN de *H de amostras de
soro de pacientes com rinite alérgica, combinada com técnicas de analise multivariada, sugere
respostas inflamatorias agudas que variam em intensidade entre os grupos. No grupo
indiferente, observam-se evidéncias do envolvimento do metabolismo lipidico e da colina,
enguanto no grupo de resposta, 0s processos relacionados a aminoacidos demonstram maior
relevancia. Isso sugere que o modelo metabonémico, inicialmente projetado para atestar a
adesdo a terapia para controle da rinite alérgica, estd discriminando os pacientes com
diferentes respostas inflamatorias.

Além disso, a auséncia de diferenca metabonémica entre os pacientes com boa e méa
adesdo ao tratamento, com base na adesdo autorreferida pelos participantes, destaca a
necessidade de utilizar abordagens combinadas, que englobam tanto métodos subjetivos
quanto objetivos, para avaliar de forma abrangente a adeséo dos pacientes ao tratamento da
rinite alérgica. Portanto, os achados do presente estudo contribuem para o avanco, a partir da
estratégia metabondmica, na caracterizacdo do paciente e na definicdo da terapia para

controlar a rinite alérgica, em cada caso.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS - UFPE

Centro de Pesquisas em Alergia e Imunologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS)

Solicitamos a sua autorizago para convidar o (a) seu/sua filho (a) Ou menor que esta
sob sua responsabilidade} para participar, como voluntario (a), da pesquisa (DESENVOLVIMENTO DE MODELQOS
METABONOMICOS PARA IDENTIFICAR ADESAO DE CRIANCAS E ADOLESCENTES AO
TRATAMENTO DE RINITE ALERGICA).

Esta pesquisa é da responsabilidade da pesquisadora Denise Maiara da Silva Carneiro, Rua Nossa Senhora do Perpétuo Socorro,
700, Jardim Jordao, Jaboatéo dos Guararapes, Cep- 54320-550/ 81-996394304/denise.carneiro@ufpe.br.

Esta sob a orientagdo de Dr. Ricardo Oliveira Silva Telefone: 81-994494065, e-mail (ricardo.silva@ufpe.br).

Ola Senhor/a sera esclarecido(a) sobre qualquer duvida a respeito da participagdo dele/a na pesquisa. Apenas quando todos 0s
esclarecimentos forem dados e o/a Senhor/a concordar que o(a) menor faga parte do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que esta em duas vias.

Uma via deste termo de consentimento Ihe sera entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel. O/a Senhor/a estara
livre para decidir que ele/a participe ou ndo desta pesquisa. Caso ndo aceite que ele/a participe, ndo havera nenhum problema,
pois desistir que seu filho/a participe é um direito seu. Caso ndo concorde, ndo havera penalizacéo para ele/a, bem como sera
possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa tem como objetivo estudar pacientes com Rinite alérgica, que estdo em tratamento medicamentoso e identificar
através da técnica de ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio (RMN de 1 H), que visa avaliar os metabélitos presentes
No corpo, se 0s pacientes estdo aderindo ao tratamento através do exame laboratorial de sangue. Quando dos exames de rotina
do ambulatdrio de alergia HC UFPE sera separado uma parte (2ml de soro) para a realizacdo da pesquisa. Os materiais que
serdo utilizados na coleta de sangue sdo estéreis e descartaveis, para que nao haja risco de contaminago.

Serd necessaria apenas uma coleta de sangue. No entanto, caso haja problemas com a amostra de sangue coletada, como material
insuficiente ou quebra de tubos, o/a menor sera convidado a participar de uma nova coleta. A coleta de sangue no brago podera
acarretar uma leve dor e pequenos hematomas, contudo, ndo comprometera a sua satde. Para amenizar os riscos, a coleta sera
realizada por profissionais experientes que tomardo os cuidados necessarios para diminuir o risco de que o local onde a veia
for mexida fique arroxeado e/ou dolorido. Ainda assim, como a coleta se dard apds a consulta com o médico alergologista, todo
0 apoio serd dado pelo mesmo e do corpo de enfermagem de apoio ao ambulatdrio de alergia, caso haja necessidade.

Os beneficios diretos que os participantes terdo sera a estimativa de adesdo ao tratamento para rinite alérgica utilizando a
metabondmica como técnica promissora na avaliacdo dos metabdlitos existentes no organismo humano, em uma Unica coleta
de sangue.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicag@es cientificas, ndo
havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. O material coletado nesta pesquisa ficardo armazenados no Laboratério de Metabondmica e Quimiometria
(LABMEQ) no Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, podendo ser utilizado em pesquisas futuras utilizando
técnicas de espectrometria de massas e cromatografia, e os dados de prontudrio coletados ficardo armazenados em pastas de
arquivo e no computador pessoal dos pesquisadores, sob a responsabilidade da pesquisadora Denise Maiara da Silva Carneiro,
no endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é voluntaria, mas fica também garantida
a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou
extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participa¢do serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentacéo).

O Sr./Sra. podera solicitar, se assim quiser, o relatdrio final da pesquisa que o menor sob sua responsabilidade fez parte, e
também copias de todos os resultados dos exames complementares realizados nesta pesquisa poderdo ser solicitadas ao
pesquisador

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do HC/UFPE no endereco: (Avenida Prof. Moraes Rego n° 1235, Cidade Universitaria, 3°
andar, Bloco C, Recife- PE, Brasil CEP: 50670-901, Tel.: (81) 2126.3743 — e-mail: cep.hcpe@ebserh.gov.br).

Assinatura do pesquisador (a)

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DO/A VOLUNTARIO
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Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavelpor

, autorizo a sua participacdo no estudo DESENVOLVIMENTO DE
MODELOS METABONOMICOS PARA IDENTIFICAR ADESAO DE CRIANCAS E ADOLESCENTES AO
TRATAMENTO DE
RINITE ALERGICA, como voluntério(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisadora sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacdo dele (a).
Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcdo de seu acompanhamento, para mim ou para o (a) menor em questéo.
Local e data
Assinatura do (da) responsavel:

Presenciamos a solicitacéo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do voluntario em participar. 02
testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

IAssinatura: IAssinatura:
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TRulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE MODELOS METASBONOMICOS PARA IDENTIFICAR
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Area Tematica:

Versdo: 2
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Patrocinador Principal: Financamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 5242 885

Apresentacdo do Projto:

Trata-se de uma pesquisa clinica que serd desenvolvida por uma mestranda do Programa de Pos-
graduagdo em Sadde Translacional da Universidade Federal de Pernambuco, sob onentagdo dos
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NOOMaG MWONCas @ CoOMPOod um Danco e SO0 Para PESQUIRAS DO UM PANOd0 3¢ GNCO aNos.

Objetive da Pesquisa.
Otyetvo gerad

MUMMM“WWQMWW‘
Pdrogineo-1 (RMN de 1H) para stentficar 0 grau 8¢ adesdo de Criangas ¢ a0Xkescentes 20 Mratamentd de

fnite akbrgica
Especificos:

* Oboer 0% e3pecros G8 RMIN de "H d¢ amosiras de Sor0 3¢ Criangas ¢ adolescentes Que ¢sido sendo
acompanhadas no ambulaidrio de Imunciogia e Akrgologia do Hospital das Clinicas.

* Estudiar 0 perfil metabolico das riangas ¢ adoscenies, Assodandd a0 grau de atesldo descrio pelos
profasionais G0 52000 Que atendem O packnte,

* IenifNcar an rofas MEtabCEs e wolAdas Na CHRCrmnaclo 306 grupis 40 estudo.

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos. As cokitas 00 3angue Serdo realadas por profEsionais reiNados @ Orenlados Para eduli o6 recos
@ desconfonos. Pode 0comer do procedimenio delrar O DIAgO UM POUCO GO0 @ Apresentar hamaloma.
Para amenizar 06 r600e da Manipuiaglo do material DIOQICo, 10das as CLapas SegUIFSo um protocolo de
Doas praticas de laborattno ¢ VIS0 eqUPaMeNios 38 Protegdo NAMAual Gesde @ Manipulaclo do o
#é o descarne dos materian. HA anda 0 rsco de perda de dados quando 4o armazenamento das
nformagies dos padentes. Os dados serd0 AMAazenados NO COMPUlador pesscal da pesqusadora ¢
haverd um Dackup em pen drive devidamente quardado no Depanamenio de Quimica Fundamenial UFPE
Polo periodo de GNCo ands.

Beneficios. A metabondmica ¢ uma WCcnica Que Kentifica em uma Unica andise varos metaboltos
NdOQENcs Atravis 48 SINiS GSPACrals, Preftende-se qUe COM A ASCeNado da pesquisa sotve O tema no
4U0 3 LOCNICE 503 SMOIOQAda NOG dversos RDOEANNCG € CONIos 3¢ Saude PAra Que a popudacdo possa
e A0S0 20 BAPNOSECO COs ANersos dstirbios de mansia 3gi ¢ eficaz.
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Comentirios ¢ Consideracdes sobre 2 Pesquisa:

Projeto bem Selineado. com oljetives @ metodologa adequadamente Cconstruidos, de forma & dhegar acs
esulados esperados. A metabondmica ¢ uma téonica que Kentifica em uma Gnica andlse varos
mtabOiios endOgencs alravés 0 SINAL CILOUYAS € A5G POsQuisas Que poasam utliza-la servird de
DONeficios 206 profSS0nais, SONvigos de 5000 ¢ & Populaclo Que terd acesso 20 Gagndslco de forma agl
e eficaz.

Consideragdes sobre 08 Tormos de apresentacdo obrigatéria:

Vide "Conclusles ou Pendinda ¢ Lsha de nadequagies *

Recomendaides:

Vide "Conclusdes ou Pendinda ¢ Lista de nadequaglies *

Conciusdes ou Pendincias ¢ Lista de Inadegquacdes.

APROVADO

Este parecer 101 ¢1abOrado DISeICO NS JOCUMENOS AAIXO relacionados.

. LT m
faccas|PE INFORMALDES BASICAS DO P [ 2avinas VT

0 Frosto AN e HES 440 ot - S
NEM - 8 00 MUV AL

=100 LUtaNaC0 FTORID_Celanado Brochura Nvestipad 7 '.'l;.;w . s a o8 G610

Brochura or_com_dec docx 165006 |Siva Camero

“dl' ' : mm_mu_ oozl 240V22 |0 Maira ca oo |

Assentmento / 21.00x 164035 |Siva Camero

Justficadva de

Ausinga

Foiha de Rosto foiha_rosto paf 011272021 |Dense Maara ca Aceito

. e

Cronogama CRONOGRAMA doc 201112021 [Oense Mara da | Aceio

193712 |Siva Camero
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Snuacdo do Parecer.

Necessita Apreciacdo da CONEP.

RECIFE, 14 d¢ Feverevo de 2022

Assinado por:
Givaneide Okveira de Andrade Luz
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