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RESUMO 

A asma é uma doença que acomete aproximadamente 19% da população de 

crianças e adolescentes no Brasil. Este número vai para 16% na América latina e 

14% mundialmente. Há relatos que indicam alta prevalência de broncoespasmo 

induzido por exercício (BIE) entre crianças e adolescentes asmáticos, variando entre 

40 e 90%, mas que existe uma discordância em relação à resposta positiva dos 

asmáticos apresentarem o broncoespasmo em 24%. A metabonômica pode ser 

descrita como uma ferramenta que combina técnicas analíticas e estatísticas 

multivariada para identificar alterações nas concentrações de perfis metabólitos de 

um biofluido em resposta a alguma perturbação sofrida no organismo causado por 

um agente externo. Sendo assim, no presente estudo foram construídos modelos 

metabonômicos baseados nos dados espectrais de ressonância magnética nuclear 

de 1H a partir do condensado do ar exalado fornecido por voluntários, visando 

identificar a asma e BIE em crianças e adolescentes. O estudo contou com 49 

indivíduos, sendo 37 com diagnóstico positivo para asma e 12 negativos. Dentre os 

37 asmáticos, 27 tiveram diagnóstico positivo para o BIE e 10 negativos. Três 

modelos foram construídos para (1) diagnóstico de asma utilizando as 49 amostras; 

(2) diagnóstico de BIE, independente da incidência de asma, com as 49 amostras; e 

(3) diagnóstico de BIE, utilizando apenas amostras de indivíduos asmáticos. Em 

todos os modelos foi utilizado o formalismo Análise Discriminante Linear com cinco 

variáveis discriminantes, com as figuras de mérito extraídas após a validação 

cruzada. Para o diagnóstico de asma, o modelo classificou corretamente 89,9% os 

grupos. Para o diagnóstico de BIE, independente da ocorrência de asma, o modelo 

classificou corretamente 77,5% das amostras. Finalmente, para o diagnóstico BIE, 

em indivíduos asmáticos, o modelo teve uma predição de 83,8%. Assim sendo, a 

estratégia metabonômica mostrou-se promissora para o diagnóstico de asma e de 

BIE entre asmáticos. Também foi possível identificar as regiões espectrais mais 

importantes para a discriminação. 

Palavras-chave: asma; broncoespasmo induzido por exercício; condensado do ar 

exalado; RMN; metabolômica.  



 
 

 
 

ABSTRACT 

Asthma is a disease that affects approximately 19% of the children and adolescents’ 

population in Brazil. This number goes to 16% in Latin America, and it is 14% 

worldwide. There are reports that indicate a high prevalence of exercise-induced 

bronchospasm (EIB) among asthmatic children and adolescents, varying between 40 

and 90%, but there is a disagreement regarding the positive response of asthmatics 

to bronchospasm in 24%. Metabonomics can be described as a tool that combines 

multivariate analytical and statistical techniques to identify changes in the 

concentrations of metabolic profiles of a biofluid in response to some disturbance in 

the body caused by an external agent. Thus, in the present study were constructed 

metabonomic models based on spectral data of 1H nuclear magnetic resonance 

(NMR) from the exhaled breath condensate provided by volunteers to identify asthma 

and EIB in children and adolescents. The study was consisted of 49 individuals, 

whom 37 had positive diagnoses for asthma and 12 negatives. Of the 37 asthmatics, 

27 had a positive diagnosis for EIB and 10 negatives. Three models were 

constructed for (1) diagnosis of asthma using the 49 samples; (2) diagnosis of EIB, 

regardless of the incidence of asthma, with the 49 samples; and (3) diagnosis of EIB, 

using only samples from asthmatic individuals. In all models, the Linear Discriminant 

Analysis formalism was used with five discriminant variables, with the merit figures 

extracted after the cross validation. For the diagnosis of asthma, the model correctly 

classified 89.9% of the groups. For the diagnosis of EIB, regardless of the 

occurrence of asthma, the model correctly classified 77.5% of the samples. Finally, 

for the EIB diagnosis, in asthmatic subjects, the model had an accuracy of 83.8%. 

Thus, the metabonomic strategy was promising for the diagnosis of asthma and EIB 

among asthmatics. It was also possible to identify the most important spectral regions 

for discrimination. 

Keywords: asthma; exercise-induced bronchospasm; exhaled breath condensate; 

NMR; metabolomic.  
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1 INTRODUÇÃO 

Em 2006 a Organização Mundial da Saúde (OMS) fundou a Aliança Global 

Contra Doenças Respiratórias Crônicas (GARD) com o intuito de agregar 

conhecimentos no mundo todo para a melhoria de vida dos milhões de indivíduos 

afetados por estas enfermidades. Dentre as doenças crônicas respiratórias, a asma 

tem sido uma das mais comuns, atingindo 14% das crianças em todo mundo (Forum 

of International Respiratory Societies, 2017). Segundo o Global Asthma Report 

(2018), estima-se que 339.4 milhões de pessoas no mundo são afetadas por alguma 

enfermidade do trato respiratório. 

Como o pulmão é um órgão bastante vulnerável ao ambiente externo, vários 

fatores podem provocar ou até agravar uma crise asmática, tais como exposição à 

poeira, fumaça, pólen e partículas em geral, aos ácaros, fungos, vírus e organismos 

invasores infecciosos, mudanças climáticas, produtos químicos etc. Geneticamente, 

os fatores que podem desencadear a asma são histórico familiar, rinite e obesidade 

(BRASIL, 2019). Pessoas obesas são mais propensas a asma (ARTEAGA-SOLIS, 

2013). 

Em casos muito raros e extremos, a asma pode levar ao óbito. No Brasil, o 

número de mortes tem sido superior a dois mil casos por ano. Este número tem 

caído com o aumento das taxas de internação, exceto em áreas desassistidas na 

região do Nordeste, sendo a quarta maior causa de internamentos hospitalares no 

país (Global Asthma Report, 2018. Ademais, a asma não tem cura, mas o Sistema 

Único de Saúde (SUS) fornece tratamento gratuito desde 2011 para o seu controle 

(BRASIL, 2019). 

Durante a crise asmática, existe a necessidade de ajuda (ventilação), devido 

à dificuldade de respirar e a capacidade reduzida de realizar atividade física 

(BRASIL, 2019). Isto porque os sintomas da asma geralmente estão associados a 

uma broncoconstrição e o exercício físico é um desencadeante conhecido do 

broncoespasmo. Ao realizar um exercício físico, o indivíduo asmático pode 

apresentar um estreitamento transitório das vias aéreas, o Broncoespasmo Induzido 

por Exercício (BIE). 

A ocorrência do BIE é maior em pessoas clinicamente diagnosticadas com 

asma, chegando a 50% de incidência entre jovens asmáticos (CORREIA JR. et al., 

2012). Estudos mostram que tem sido muito relatado em atletas de elite e recrutas 
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militares (RUNDELL et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2012; SINCLAIR, 1995). Isto 

porque o tipo de exercício, intensidade e duração que estas pessoas realizam são 

fatores que influenciam no episódio de BIE. 

Por ser considerado atualmente um grande problema na saúde pública devido 

ao aumento da prevalência, especialmente em crianças, tem-se a importância de um 

diagnóstico e tratamento adequado. O diagnóstico precoce também é importante 

para reduzir a exposição aos elementos estimulantes e agravantes da asma. 

Recentemente, a disponibilidade de técnicas não invasivas, como a análise do 

Condensado do Ar Exalado (CAE) por ressonância magnética nuclear (RMN), cria 

oportunidades de averiguar e monitorar as inflamações das vias respiratórias. O foco 

é o desenvolvimento de um modelo diagnóstico com uma abordagem centrada nos 

metabólitos gerados por um tipo de doença. 

A metabonômica une os dados de uma ferramenta analítica com dados 

clínicos e estatísticas multivariadas para encontrar mudanças nas concentrações de 

metabólitos em um dado biofluido e conectar essas mudanças às perturbações que 

um organismo vivo experimentou, seja essa mudança devido a um estímulo 

fisiopatológico ou alteração genética (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). 

Portanto, desde que o biofluido adequado seja usado e as informações sejam 

extraídas corretamente, ela pode detectar qualquer doença no organismo. O objetivo 

da metabonômica é encontrar padrões de alterações que ocorrem como resultado 

de estímulos ou modificações no sistema em estudo. 

Com o progresso da metabonômica, o interesse por pesquisas de doenças do 

trato respiratório vendo crescendo, podendo-se utilizar a metabonômica para o 

diagnóstico de diversas doenças respiratórias como a fibrose cística pulmonar 

(MONTUSCHI et al., 2011), doenças relacionadas a pessoas fumantes 

(LAURENTIIS et al., 2013), doença pulmonar obstrutiva crônica (NOBANKHT et al., 

2014) e asma (SINHA et al, 2017; CARRARO et al, 2007). Para o BIE ainda não há 

dados na literatura com a metabonômica, sendo este presente trabalho algo inédito. 

As ferramentas analíticas para classificação e diagnóstico clínico com altos 

valores de predição e minimamente invasivo vêm sendo cada vez mais requisitadas. 

A metabonômica entraria como uma técnica que visa diagnosticar indivíduos de 

possuem uma determinada doença com o mínimo de exposição a riscos e que não 

exige uma periodicidade e muitos retornos do paciente.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 ASMA E BRONCOESPASMO INDUZIDO POR EXERCÍCIO (BIE) 

A asma é uma doença crônica respiratória caracterizada pela inflamação das 

vias aéreas. As principais características são eventos periódicos, chiado no peito, 

dificuldade de respirar, pressão torácica e tosse que são comumente associadas a 

uma broncoconstrição e restrição do fluxo aéreo. Estes sintomas pioram 

particularmente à noite ou nas primeiras horas da manhã. Os episódios podem ser 

desencadeados em resposta à exposição ambiental, mudanças climáticas, à prática 

de atividade física e exposição à alérgenos (HUSAIN, 2010). 

Pessoas com asma apresentam o calibre dos brônquios reduzidos. A Figura 

1 ilustra como são os brônquios de um pulmão saudável e um pulmão com asma. As 

células que atuam na resposta inflamatória são, em particular, linfócitos, eosinófilos, 

mastócitos, macrófagos, neutrófilos e células epiteliais (HUSAIN, 2010). 

 

Figura 1 – Representação da diferença de um pulmão saudável e um com asma. 

 
Fonte: Ministério da Saúde (2019). 

Disponível em: http://www.saude.gov.br/saude-de-a-z/asma. Acesso em: julho de 2019. 

 

O diagnóstico da asma é principalmente o clínico, feito a partir da consulta e 

avaliação do médico, mas também pode ser confirmado por exame físico e de 

função pulmonar (espirometria) (BRASIL, 2019). O teste físico caracteriza-se por 

exercícios controlados, podendo ser corrida em esteira ou livre, ou ainda por 

estímulos substitutivos, como a hiperventilação eucápnica voluntária (HEV) ou por 

meio de inalação de soluções hiperosmolares como técnica de provocação 

alternativa ao exercício. 

Como já citado na introdução, o exercício físico é um desencadeador do 

broncoespasmo. No teste físico, é medido o Volume Expiratório Forçado no primeiro 
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segundo (VEF1). Quando a queda do VEF1 medido após o exercício for superior a 

10% do que antes do teste, o indivíduo é diagnosticado com BIE (PARSONS, et al., 

2013). Isto ocorre porque há ressecamento na superfície das vias aéreas durante a 

hiperventilação devido ao aumento na osmolaridade do muco. Com o desequilíbrio 

osmótico, as células que atuam na resposta inflamatória liberam mediadores que 

induzem o broncoespasmo e secreção do muco (ANDERSON, DAVISKAS, 2000; 

PARSONS, et al., 2013). 

Para um melhor diagnóstico, o teste precisa ser repetido para o caso de falso 

negativo. Levando em consideração que o diagnóstico de BIE pode não ser preciso 

devido aos fatores relacionados ao exercício. O presente trabalho apresenta a 

estratégia Metabonômica como alternativa para o diagnóstico de asma e BIE, 

usando amostras de condensado do ar exalado pelo paciente. Algumas vantagens 

podem ser elencadas com essa estratégia, tais como: ser uma técnica não-invasiva; 

não expor o paciente aos riscos associados a uma atividade física exaustiva; não 

precisar da presença de um profissional da saúde (médico) durante o ensaio; e, com 

uma única medida, ter o diagnóstico para asma e BIE. 

 

2.2 METABONÔMICA 

A metabonômica surgiu no final dos anos 1990, sendo definida como “a 

medida quantitativa da resposta metabólica, multiparamétrica, dinâmica, de sistemas 

vivos a estímulos fisiopatológicos ou modificação genética. Seu princípio se baseia 

na homeostase, ou seja, o processo através do qual um sistema vivo conserva seu 

estado de equilíbrio. Este processo está diretamente ligado â concentração dos 

metabólitos envolvidos no sistema em estudo, o biofluido (LINDON; HOLMES; 

NICHOLSON, 2003; NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). 

Na medicina, esta técnica tem sido bastante empregada para diversos 

sistemas biológicos em estudo (DONA et al, 2014; GRATTON et al, 2016) visando 

diagnósticos, prognósticos e compreensão da fisiopatologia de doenças (GIKA et al, 

2014). Um biofluido que tem se mostrado promissor na Metabonômica, para 

doenças do trato respiratório, é o condensado do ar exalado (CAE) (PRIEGO-

CAPOTE, 2019). Há relatos de estudos com resultados de diagnósticos de doenças 

respiratórias como asma em crianças e jovens via CAE (SINHA et al, 2017; 



17 
 

 
 

CARRARO et al, 2007), doença pulmonar obstrutiva crônica (BERTINI et al, 2014) e 

fibrose cística (MONTUSCHI et al., 2011). 

O CAE é um biofluido constituído essencialmente por água e uma baixa 

concentração de metabólitos, compostos voláteis e não voláteis. É obtido a partir do 

resfriamento da respiração expirada, e a avaliação deste material tem sua 

importância por ser uma avaliação não invasiva das vias aéreas, quando comparado 

com o padrão ouro como o lavado broncoalveolar e a biopsia endobrôquica, 

(BANNIER et al, 2019; Hospital Sírio-Libanês, 2019). 

A Metabonômica busca uma análise global, que visa compreender as 

mudanças em um sistema provocado por um agente externo, associando 

ferramentas analíticas e formalismos de estatística multivariada para um diagnóstico 

(ou prognóstico) clínico. Umas das ferramentas analíticas mais empregadas na 

Metabonômica é a espectroscopia de ressonância magnética nuclear, uma técnica 

não seletiva, pois analisa de forma simultânea os metabólitos endógenos presente 

no biofluido, gerando uma impressão digital, um padrão ou perfil metabólico para 

uma determinada resposta do organismo ao agente externo. 

Na asma, por exemplo, os trabalhos publicados tiveram como objetivo 

discriminar indivíduos com e sem asma, utilizando a espectroscopia de RMN e o 

CAE. Os modelos metabonômicos se mostraram eficazes, com acertos de 

classificação da ordem de 86% para crianças e 80% para adolescentes (SINHA et 

al, 2017; CARRARO et al, 2007). Além disso, com as mesmas ferramentas e 

material de análise, foi possível avaliar os fenótipos envolvidos na discriminação. A 

técnica também não demanda de uma preparação prévia muito elaborada da 

amostra, sendo praticamente analisada in natura, além de não ser destrutiva 

(BARALDI, et al., 2009). 

 

2.3 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) 

A espectroscopia de RMN é uma técnica capaz de fornecer dados a respeito 

da estrutura e dinâmica das moléculas a partir da interação delas, na presença de 

um campo magnético externo, com a radiação eletromagnética. Descoberta por 

Purcell e Bloch, em 1946 (MLYNARIK 2016), a RMN é possível porque se pode 

associar ao núcleo atômico um momento magnético e um número quântico de spin 

(I), que, quando diferente de 0 (zero), permite a observação por RMN. Quando o 
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número de massa (A) e/ou o número atômico é ímpar, o I é diferente de zero. A 

Equação 1 apresenta a relação entre o momento magnético (µ) e o spin nuclear (I). 

𝝁 =
𝒉𝜸

𝟐𝝅
· 𝑰      Equação 1 

Sendo h é a constante de Planck, e γ é a constante magnetogírica, que é uma 

característica física única para cada núcleo, dada pela razão do momento magnético 

nuclear pelo seu momento angular, podendo admitir valores positivos e negativos 

(ATKINS, 2006). 

O momento angular só pode assumir certos valores quantizados, sendo 

expressos em número quântico de momento angular. O número de estados de spin 

possíveis é dependente no número quântico de spin (I), segundo a expressão 2I + 1. 

Portanto, se I for igual a 0 (zero), apenas um estado de spin é possível e, 

consequentemente, não é possível observar esse núcleo por espectroscopia de 

RMN (NASCIMENTO, 2001). A Tabela 1 apresenta exemplos de isótopos 

observáveis por RMN com seus números quânticos de spin, abundância isotópica e 

constante magnetogírica. 

 

Tabela 1 – Isótopos com seus respectivos números 

de spins, I, e abundância isotópica natural. 

Isótopo 1H 2H 13C 

I 1/2 1 1/2 

Abundância (%) 99,8 0,015 1,1 

γ (10-7rad.T-1s-1) 26,752 4,107 6,728 

Fonte: Paiva (2010). 

 

Quando estes núcleos com I não nulos são imersos em um campo magnético 

externo B0, o momento magnético do núcleo interage com o B0 (interação de 

Zeeman) se alinhando ao sentido do campo de forma paralela ou antiparalela, dando 

origem a 2I +1 estados degenerados de energia. Se, por exemplo, núcleos de 1H 

que possuem spin 1
2ൗ  forem submetidos a um campo magnético externo, dois 

estados de energia são observados: um de mais baixa energia podendo ser 

chamado de α e um de mais alta energia, denominado β. A diferença de energia 

entre estes dois estados do spin depende da força do campo. Quanto maior a 

intensidade do campo, maior será a separação entre os estados e maior será a 

sensibilidade do espectrômetro (PAVIA, 2010). A diferença de energia em função do 



19 
 

 
 

campo aplicado pode ser determinada usando a equação (2), denominada de 

Equação Fundamental da RMN: 

𝚫𝑬 =  𝑬𝜶 − 𝑬𝜷 = 𝒉𝝂 =
𝒉𝜸𝑩𝟎

𝟐𝝅
   Equação 2 

A espectroscopia de RMN é de grande importância para elucidação estrutural, 

sobretudo, na química orgânica. A frequência de ressonância dos núcleos é 

dependente do campo externo, B0. Para evitar problemas ao tentar comparar 

espectros de mesmas espécies obtidos usando diferentes intensidades de campo 

(diferentes aparelhos de RMN), foi criada uma escala independente chamada de 

deslocamento químico (δ). O deslocamento químico é dado pela razão da diferença 

entre as frequências de ressonância do núcleo de interesse e da referência pela 

frequência de ressonância da referência. Como a diferença entre as frequências de 

ressonância é da ordem de Hz e a frequência de ressonância da referência é dada 

em MHz, utiliza-se um fator de 106, obtendo o deslocamento químico em partes por 

milhão (ppm) como mostra a equação (3). Desta forma, o deslocamento químico 

para um dado núcleo será sempre o mesmo, independente do aparelho de 

ressonância (PAVIA, 2010). 

𝜹 =
𝝊𝒊ି𝝊𝒓𝒆𝒇

𝝊𝒓𝒆𝒇
𝒙𝟏𝟎𝟔     Equação 3 

A frequência de ressonância dos núcleos não depende apenas do campo 

externo. O ambiente químico muda, ligeiramente, a frequência de ressonância dos 

núcleos. Essa mudança é chamada de deslocamento químico e está associada à 

maior ou menor densidade eletrônica sobre o núcleo. O deslocamento químico é o 

quanto a frequência de ressonância se afasta, em função do ambiente químico, da 

frequência calculada considerando apenas o campo externo. Para isso, utiliza-se 

sempre um padrão. No caso da RMN de 1H e 13C, utiliza-se, comumente, o TMS 

(tetrametil silano). No espectro de RMN, na horizontal é fornecido o deslocamento 

químico, em partes por milhão (ppm), e na vertical, a intensidade dos sinais (PAVIA, 

2010). 

Os elétrons de valência dos átomos vizinhos ao núcleo de interesse sofrem o 

efeito do campo magnético externo também, sendo forçados a circular, ocasionando 

uma corrente diamagnética local devido a este fluxo de elétrons. Este fluxo de 

corrente gera um campo magnético induzido secundário em direção oposta ao 

campo externo. Este campo causa uma blindagem diamagnética nos núcleos, 

chamada de anisotropia magnética. Quanto maior a densidade eletrônica de grupos 
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vizinhos ao redor do núcleo, mais blindado ele será. Da mesma forma, se o grupo 

vizinho for um substituinte eletronegativo, ele vai retirar densidade eletrônica de 

valência ao redor do núcleo, desblindando-o (PAVIA, 2010). 

No espectro de RMN de 1H, núcleos fortemente blindados apresentam-se 

mais à direita, com um deslocamento químico menor. Enquanto núcleos mais 

desblindados aparecem mais à esquerda do espectro, apresentando um 

deslocamento químico maior (PAVIA, 2010). A Figura 2 apresenta regiões de 

deslocamentos químicos esperados para diferentes núcleos de 1H. 

 

Figura 2 – Regiões espectrais onde são observados os sinais para alguns núcleos (grupos) no 
espectro de RMN de 1H. 

 

Fonte: Pavia (2010). 

 

A espectroscopia de RMN faz-se importante porque nem todos os núcleos de 

uma mesma espécie química possuem exatamente a mesma frequência. Prótons 

que possuem ambientes químicos (e magnéticos) idênticos dentro de uma espécie 

química possuem o mesmo deslocamento químico, pois são quimicamente 

equivalentes. Isto também vale para moléculas simétricas em relação a um eixo. No 

entanto, núcleos que não são quimicamente equivalentes terão deslocamentos 

químicos distintos. O deslocamento químico pode sofrer variação em função tanto 

do ambiente químico, como também devido à concentração, temperatura e solvente 

(PAVIA, 2010). 
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Os sinais no espectro de RMN não fornecem somente os tipos de núcleos 

presentes, mas também a quantidade, pois a área de integração sob cada pico, se 

as condições experimentais forem ajustadas para isso, é proporcional ao número de 

prótons na molécula. Núcleos que possuem spin 1/2 não apresentam momento 

quadrupolar (o que provoca um alargamento dos sinais), o que possibilita obtenção 

de espectros bem resolvidos e largura de linhas discretas (PAVIA, 2010). 

Outra informação importante que pode ser extraída do espectro está 

associada à multiplicidade do sinal. Este fenômeno ocorre porque o núcleo interage 

(acopla) com os núcleos vizinhos a ele. Esses núcleos vizinhos causam uma 

mudança na região espectral onde esse sinal seria observado. Essa mudança 

depende, dentre outros fatores, do spin nuclear, da abundância isotópica natural 

desse núcleo e do número de núcleos vizinhos. Portanto, isto resulta na 

multiplicidade do sinal, que obedece a regra 2nI+1. Ou seja, se o núcleo de 1H está 

vizinho a dois outros núcleos de 1H, seu sinal apresenta-se no espectro como um 

tripleto (2𝑥2(1 2⁄ ) + 1) = 3, e a área de integração deste tripleto terá valor 1 (PAVIA, 

2010). 

O núcleo de 1H apresenta as melhores propriedades para estudos de RMN, 

pois sua abundância natural é quase 100%, seu spin tem valor 1
2ൗ  não 

apresentando momento quadrupolar, tem a maior constante magnetogírica e, 

quando se trata de amostras biológicas, é o núcleo mais encontrado em sistemas 

orgânicos. Essas informações são importantes para identificar os compostos 

presentes nas amostras biológicas analisadas e, em última instância, identificar os 

metabólitos presentes no biofluido analisado e correlacioná-los com o status 

bioquímico dos voluntários que forneceram as amostras. Entretanto, amostras 

biológicas são constituídas principalmente de água, com isso, tem-se um sinal 

bastante intenso e alargado no espectro que pode ir de δ 4 a 6 ppm, fazendo-se 

necessário “suprimir” este sinal (BECKONERT, 2007). 

Como o sinal da água é muito pronunciado quando comparado aos demais 

componentes na amostra, estes últimos têm sua observação dificultada. Assim, 

foram desenvolvidas sequências de pulsos para possibilitar a observação destes 

compostos em menor concentração. Dentre eles temos o PRESAT, WET e 

WATERGATE (BECKONERT, 2007). 
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A WET é uma sequência de pulso de rádio frequência que utiliza pulsos de 

gradiente de campo, que provoca a supressão do sinal de interesse. No caso, o sinal 

atribuído à água (SMALLCOMBE,1995). A Figura 3 apresenta um exemplo de 

espectro de RMN de 1H, utilizando da sequência WET. 

 

Figura 3 – Espectro de RMN de 1H (CAE, 400 MHz) obtido usando a sequência WET para 
supressão do sinal da água 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

Entretanto, apesar da RMN ser eficiente para elucidação estrutural, 

identificação de metabólitos, os espectros obtidos de uma matriz biológica 

geralmente possuem informações sobrepostas, tornando a interpretação confusa. 

Para extrair o máximo de informação química a partir de análise de dados, a 

metabonômica faz uso de ferramentas de análise multivariada, denominada de 

Quimiometria. 

 

2.4 QUIMIOMETRIA 

A quimiometria é um campo na química que se utiliza da matemática e 

estatística para extrair informações a partir de dados químicos. A rigor, são três os 

campos de atuação da Quimiometria: (a) planejamento e otimização de 

experimentos; (b) reconhecimento de padrões; e (c) calibração multivariada (NETO 

et al., 2002). Em sistemas multivariados, o cálculo estatístico multivariado é o que 

fundamenta os modelos metabonômicos. 

Como a RMN das amostras são sistemas multivariados, faz-se necessário de 

tratamentos quimiométricos para extrair a informação que é a impressão digital da 
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perturbação sofrida pelo sistema. A análise multivariada voltada para o 

reconhecimento de padrões pode ser dividida em técnicas supervisionadas e não 

supervisionadas. As supervisionadas são as que se utilizam de informações de 

classe para que, através da calibração, predição e validação, possibilite a 

construção de modelos estatísticos para discriminar grupos. (BRERETON, 2013). 

A análise de discriminantes (DA, do inglês Discriminants Analysis) é uma 

ferramenta utilizada quando a variável de resposta é uma variável de classe. Como 

o objetivo deste trabalho trata-se de um diagnóstico, tendo a variável de classe 

sendo positivo ou não para uma determinada doença, a DA é empregada para o 

reconhecimento de padrão no desenvolvimento de modelos de classificação neste 

diagnóstico (FERREIRA, 2015). 

Atualmente, existem vários formalismos disponíveis que permitem a 

identificação das variáveis que mais se sobressaem na discriminação das classes. 

Dentre elas, temos o formalismo adotado no estudo, a LDA (do inglês Linear 

Discriminants Analysis). 

 

2.4.1 Análise Discriminante Linear (LDA) 

A LDA se baseia em buscar uma ou mais funções lineares discriminantes que 

permitam promover uma máxima separação espacial entre os grupos e uma mínima 

separação intra-grupo, projetando os dados de grandes dimensões em planos 

menores, selecionando a direção de máxima separação. No estudo aqui 

apresentado, busca-se promover uma máxima separação entre as classes de 

indivíduos asmáticos e de voluntários sem asma, e minimizar a separação dentro 

das classes, onde as classes seguem uma distribuição normal e são linearmente 

espaçáveis (BRERTON, 2013). 

Para a LDA, a hipótese admitida é que as amostras do grupo doença tenham 

um grau de similaridade que permita uma discriminação de amostras do grupo 

controle, pois a análise presume características intrínsecas ao grupo. Sendo assim, 

as variáveis devem seguir distribuição normal, as matrizes devem apresentar certa 

homogeneidade e devem-se excluir amostras anômalas. A seleção dessas variáveis 

é coordenada por testes estatísticos, como por exemplo, o lambda de Wilks 

(FERREIRA, 2015). 
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A função linear descriminante é matematicamente expressa por: 

𝒌(𝒙) = 𝒂𝟎 + 𝒂𝟏𝒙𝟏 + 𝒂𝟐𝒙𝟐 + 𝒂𝟑𝒙𝟑 + ⋯ + 𝒂𝒏𝒙𝒏 = 𝟎   Equação 4 

Esta função cria um plano de classificação, no qual as amostras de uma 

classe sejam segregadas de um lado da superfície, agrupando as amostras da outra 

classe do outro lado do plano. Na equação, k(x) representa a variável dependente, 

𝑎௡ são os coeficientes discriminantes para cada variável e 𝑥௡ as variáveis 

elucidativas do formalismo LDA (FERREIRA, 2015). 

O valor de k(x) varia entre zero e um. Se para a classe de doentes for 

atribuído o valor 1, resultando em positivo para asma, por exemplo, amostras que 

tiverem valores de k(x) maiores que 0,5 serão classificadas como doentes, sendo 

dispostas acima do plano. Consequentemente, amostras com valores de k(x) menor 

que 0,5 serão classificadas como controle, agrupando-se abaixo do plano. 

(FERREIRA, 2015). 

A Equação 1 que resulta na superfície discriminante é uma consequência da 

combinação linear das variáveis que predizem e melhor delineiam a LDA. Em 

relação à escolha das variáveis, o lambda de Wilks (Λ) é o mais empregado, 

permitindo a investigação da presença da variedade de médias entre as classes 

para cada variável. A Equação 5 expressa o valor do Λ, que pode variar de 0 a1. 

𝚲 =
𝑺𝑸𝒅𝒈

𝑺𝑸𝑻
     Equação 5 

Sendo 𝑆𝑄ௗ௚ é à soma quadrática dos erros dentro do grupo, e 𝑆𝑄𝑇 é a soma 

quadrática residual total. O conjunto de variáveis que predizem o modelo é 

selecionado em função do Λ e deve ser o menor possível, pois se busca minimizar o 

erro dentro do grupo. Isso diminui a razão (o lambda). 

Com isso, a hipótese admitida é que a asma, bem como o broncoespasmo 

induzido por exercício, altera o perfil de metabólitos endógenos presentes no 

condensado do ar exalado, tornando-se possível a discriminação entre amostras 

analisadas por espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H, seguida da 

aplicação de métodos quimiométricos. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 GERAIS 

Construir modelos metabonômicos, a partir de espectros de RMN de 1H, de 

amostras de condensado do ar exalado, para o diagnóstico de asma e de 

broncoespasmo induzido por exercício (BIE), entre aqueles que têm o diagnóstico de 

asma. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 Otimizar as condições analíticas para obtenção de espectros de RMN de 1H 

de amostras de condensado de ar exalado (CAE); 

 Investigar quais formalismos de estatística multivariada são mais adequados 

para a construção dos modelos metabonômicos desejados; 

 Identificar as variáveis discriminantes e fazer atribuição desses sinais; 
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4 METODOLOGIA 

O presente estudo foi realizado numa parceria entre o serviço de pneumologia 

do Hospital das Clínicas onde foram coletadas as informações clínicas, 

antropométricas e realizados os testes de função pulmonar, medidas da fração 

exalada de óxido nítrico, coleta dos condensados do ar exalado e as técnicas de 

broncoprovocação para determinação do BIE, e no Programa de Pós-Graduação em 

Química da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram coletados os dados 

espectrais e construídos os modelos metabonômicos. O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Humanos do Centro de Ciências da 

Saúde da UFPE sob o número do parecer: 2.794.049, 2018 (ANEXO A). 

 

4.1 RECRUTAMENTO DOS PACIENTES 

Foram selecionadas 49 crianças e adolescentes voluntárias de ambos os 

sexos com idade entre 10 e 20 anos (pois seriam capazes de realizar a manobra de 

hiperventilação), diagnosticados por médico assistente especialista, provenientes do 

ambulatório especializado de Pneumologia e de Alergologia do Hospital das Clínicas 

da UFPE e sem tratamento regular nas últimas quatro semanas. 

Para que pudessem participar da pesquisa, os objetivos e procedimentos 

metodológicos foram explicados em linguagem acessível aos pais ou responsáveis e 

voluntários, sendo solicitado, também, o consentimento formalizado na assinatura do 

Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos pais ou responsáveis dos 

indivíduos para menores de 18 anos e pelos indivíduos para maiores de 18 anos, 

disponíveis nos ANEXO B e C, respectivamente. Para os indivíduos com idade de 

10a 20 anos foi solicitada, também, a asinatura do Termo de Assentimento Livre 

Esclarecido (TALE), disponível em ANEXO D. 

 

4.1.1 Critérios de Inclusão e Exclusão 

4.1.1.1 Inclusão 
Participaram do estudo, crianças e adolescentes com diagnóstico de asma 

com idade entre 10 e 20 anos, residentes na Região Metropolitana do Recife. Os 

voluntários estudados tiveram o diagnóstico de asma dado por médicos 

especialistas dos referidos ambulatórios e controle da asma classificado de acordo 

com os critérios do Global Initiative for Asthma (GINA, 2017). 
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4.1.1.2 Exclusão 

Foram excluídos pacientes em tratamento regular para a asma nas últimas 

quatro semanas, aqueles com histórico de exacerbação de asma ou sintomas de 

infecção aguda de vias aéreas no mesmo período. Foram excluídos, também, 

pacientes com asma não controlada com escore no questionário Asthma Control 

Test adaptado para a língua portuguesa (ACT) menor que 16 (ROXO et al., 2010), 

com VEF1 basal menor que 60% do valor teórico previsto, aqueles incapazes de 

realizar as manobras necessárias para a espirometria, a hiperventilação eucápnica 

voluntária ou coleta do condensado do ar exalado. 

 

4.1.2 Intervenções Realizadas 

Após os procedimentos de avaliação inicial dos critérios de inclusão e 

exclusão (inclusive com a execução da espirometria), deu-se prosseguimento à 

coleta da assinatura dos termos de consentimento e assentimento. Na sequencia, os 

voluntários foram submetidos à avaliação antropométrica e responderam ao 

questionário Asthma Control Test (ACT), versão validada para o Brasil (ROXO et al., 

2010) e, em seguida, foram coletados 10 mL de sangue, realizados os testes 

alérgicos cutâneos e agendado um outro dia para realização dos demais 

procedimentos. 

No segundo dia de participação, os indivíduos selecionados foram convidados 

para executar a manobra de expiração lenta para a avaliação do óxido nítrico, 

seguindo-se a coleta do condesado do ar exalado (CAE) e depois a espirometria 

para determinação do valor do VEF1 basal que visa evitar possíveis alterações 

produzidas pelas manobras de expiração forçada da espirometria na medida da 

fração exalada de óxido nítrico (ATS/ERS, 2005.) e no CAE (HORVÁTH, et al., 

2017). 

Em seguida, foi realizada a técnica de broncoprovocação por hiperventilação 

eucápnica voluntária (HEV) e medidas de VEF1 em 5, 10, 15 e 30 minutos após a 

broncoprovocação para avaliar a resposta brônquica (BIE). Uma nova coleta do 

óxido nítrico, e do CAE foram realizadas meia hora após a última manobra de 

espirometria. O CAE foi congelado em refrigerador a -40º Celsius. 
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O teste HEV foi repetido entre 24 horas e 72 horas após o primeiro teste para 

os adolescentes que não apresentaram o BIE no primeiro dia, para confirmar a 

resposta negativa ao teste de broncoprovocação. 

 

4.2 COLETA DAS AMOSTAS DE CONDENSADO DO AR EXALADO (CAE) 

A coleta do CAE foi realizada através da respiração do indivíduo pela boca 

(com um clipe no nariz) em uma válvula unidirecional acoplada a uma mangueira 

que passava por um banho de gelo. O ar exalado pelo voluntário foi, então, 

condensado nesta mangueira e coletado, reservando-o em um frasco pequeno de 

plástico. Este material era reservado em um freezer a -40°C. O esquema do 

equipamento utilizado nesta coleta pode ser visualizado na Figura 4 a seguir: 

 

Figura 4 – Ilustração do equipamento utilizado na coleta do CAE. Em A, tem-se a conexão onde 
o voluntário coloca a boca; em B, tem-se uma válvula unidirecional, que evita a passagem de 

saliva e o retorno do ar exalado. O ar passa pelo banho de gelo, onde é condensando. 

 
Fonte: Adaptado (RODRIGUES FILHO, 2019). 

 

4.3 ANÁLISE DAS AMOSTRAS POR RMN 

Inicialmente, foi investigado se a amostra de CAE poderia conter resíduos do 

processo de esterilização do condensador ou do próprio sistema. Nesse sentido, 

foram obtidos espectros de RMN 1H utilizando amostras de água destilada, que 

passou pelo sistema de coleta, funcionando como brancos. 

As amostras foram preparadas utilizando-se 630 μL do CAE, 70 μL de 

solução tampão de fosfato 0,2 mol.L-1 de Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7,0) e uma gota de 

D2O (água deuterada) para um melhor sinal do lock, em um tubo de RMN de 5 mm 

de diâmetro. Os espectros de RMN de 1H foram obtidos usando um espectrômetro 

de RMN com campo externo igual a 9,0 T, operando a 400 MHz para o núcleo de 1H. 

A sequência de pulsos de radiofrequência utilizada para a obtenção dos espectros 

foi a WET, que faz supressão do sinal da água, empregando os seguintes 
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parâmetros: janela espectral de 6.410 Hz (16 ppm), tempo de aquisição igual a 1,40 

s, tempo de espera igual a 3,0s, pulsos de RF de 90° igual a 10.4 µs e 160 

repetições, em 22°C. Após as análises, o restante das amostras foi devolvido para o 

grupo do Hospital das Clínicas. 

 

4.4 TRATAMENTO DOS ESPECTROS 

O sinal atribuído ao grupo metil do lactato (βCH3), δ 1,33 ppm, foi utilizado 

como referência de deslocamento químico (MANISCALCO et al, 2018). Cada 

espectro foi processado com linebroadening igual a 1,0 Hz. Utilizando o Software 

MestReNova 12.0 (MestrelabResearch S.L.), foram utilizadas as regiões entre 0,5-

4,0 ppm e de 6,5-9,0 ppm, excluindo-se a região da água. As linhas de base foram 

corrigidas automaticamente pelo método de Polinômio de Bernstein e as fases dos 

espectros foram corrigidas manualmente. Os espectros foram divididos em regiões 

de mesma largura iguais a 0,04 ppm (bins) (CARRARO et al., 2007), nos intervalos 

compreendidos entre 0,5-4,0 ppm e de 6,5-9,0 ppm, dando um total de 163 bins. 

 

4.5 CONSTRUÇÃO DA MATRIZ E ANÁLISE ESTATÍSTICA MULTIVARIADA 

Uma matriz foi construída com os dados espectrais, de forma que cada linha 

na matriz representa uma amostra, ou seja, um espectro, enquanto cada coluna é 

preenchida com a integral do espectro no bin correspondente. Assim, o estudo foi 

realizado com uma matriz com 49 linhas (número de amostras) e 165 variáveis (163 

bins mais as variáveis de classe – Asma e BIE), que foi submetida ao tratamento 

quimiométrico (Figura 5). 
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Figura 5 – Matriz de bins para construção dos modelos metabonômicos. 

 

Fonte: A autora (2019). 

 

Os dados da matriz acima foram preprocessados usando o Standard Normal 

Variate (SNV) na linha, e o auto escalonamento na coluna, resultando numa matriz 

final. Na linha, isto consiste em subtrair do valor de cada célula de uma mesma 

amostra (linha) a média de todos os bins da determinada amostra em todas as 

variáveis e dividir este valor pelo desvio-padrão da amostra. Na coluna, cada célula 

de uma mesma variável (coluna) é subtraída da média de todos os bins da 

determinada coluna e dividido pelo desvio padrão da mesma variável, conforme 

descrito na Equação 6. 

𝒙 =
(𝒙𝒊ି𝒙ഥ)

𝒔
      Equação 6 

Sendo x é o valor obtido após o SNV (ou auto escalonamento), sendo a intensidade 

do sinal num determinado deslocamento químico, xi é a intensidade no espectro 

original, ou seja, a área de integração da variável i, 𝑥̅ é a média de x para aquela 

amostra (ou variável) e s é o desvio-padrão de x na amostra (ou variável). 

A matriz final foi submetida à análise exploratória – Análise de Componentes 

Principais (PCA, do inglês Principal Component Analysis). Posteriormente, partiu-se 

para os formalismos supervisionados PLS-DA, do inglês Partial Least Squares 

Discriminant Analysis e OPLS-DA do inglês, Orthogonal Partial Least Squares 

Discriminant Analysis. Esses ensaios – PCA, PLS-DA e OPLS-DA - foram realizados 

na plataforma online MetaboAnalyst 4.0. Por fim, os dados foram submetidos ao 

formalismo LDA, por meio do software Statistica 10.0. Na LDA, os modelos foram 

construídos usando cinco variáveis, selecionados a partir do lambda de Wilks. Os 
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modelos foram validados usando o LOOCV (do inglês Leave-One-Out Cross 

Validation). Foram calculados os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), 

sensibilidade e especificidade de cada modelo após validação cruzada. 

O Fluxograma 1 esquematiza a estratégia adotada no estudo. 

 

Fluxograma 1 – Esquema que sintetiza os objetivos deste trabalho. 

 

Fonte: A autora (2019). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Da análise do branco, os resultados indicam que os espectros obtidos 

continham apenas o sinal da água, o que significa que não foram encontrados 

compostos residuais que pudessem estar presentes no equipamento e que 

interferissem nos resultados metabonômicos entre uma coleta e outra, confirmando 

a não contaminação do equipamento e a boa higienização do mesmo. LAURENTIIS 

et al (2008) mostram que espectros de saliva diferem muito dos CAE, como pode ser 

observado na Figura 6: 

 

Figura 6 – Representação de espectros de RMN de 1H da saliva (a) e condensado do ar exalado 
(b) do grupo controle. 

 

Fonte Laurentiis et al. (2008). 

 

Outra questão é que a temperatura e umidade do ar podem influenciar no 

diagnóstico do BIE (CAILLAUD et al., 2014; PARSONS et al., 2013), desta forma, 

durante todas as coletas os indivíduos estavam em local climatizado, permitindo, 

assim, uma padronização destes parâmetros que pudessem influenciar a 

responsividade brônquica. Ademais, a temperatura do banho de gelo para a coleta 

do CAE não obteve valores abaixo de zero grau, o que poderia acarretar numa 

maior coleta de compostos voláteis. Os espectros do CAE obtidos aqui diferem 

daqueles apresentados por LAURENTIIS e colaboradores (2008), uma vez que as 

temperaturas de condensação foram bem diferentes. Porém, estes fatores, como 

serão demonstrados adiante, não interferiram nos resultados, pois as coletas e 

análises foram realizadas de maneira igual para todos. 

Quanto à possível presença de saliva nas amostras, não foram observados 

sinais na região onde são observados sinais atribuídos a grupos carbinólicos, típicos 

de açúcares. Os espectros foram coletados utilizando solução tampão, garantindo 
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assim que o mesmo pH fosse mantido para todas as análises, garantindo as 

mesmas condições experimentais (LAURENTIIS et al, 2008 e AIROLDI et al, 2016). 

Ainda não existe um padrão para qual sequência de pulso utilizar, bem como 

os parâmetros de aquisição para a coleta dos dados espectrais de RMN 1H para o 

CAE. AIROLDI et al., (2016), IZQUIERDO-GARCÍA et al., (2012) e BERTINI et al. 

(2014) utilizam uma sequência a base do efeito nuclear Overhauser (NOESY), 

enquanto SOFIA et al., (2011) e MANISCALCO et al. (2018) não especificam qual 

pulso utilizaram, apenas relatam que foi um pulso específico designado para 

suprimir o sinal da água, possivelmente a sequência WET ou WATERGATE. A 

Figura 7 apresenta um exemplo de espectro de RMN 1H de CAE obtido neste 

estudo nas condições de análise mencionadas anteriormente com a sequência de 

pulsos WET. 

 

Figura 7 – Espectro de RMN 1H (400 MHz D2O) excluída a região entre 4 e 6,5 ppm da amostra 
01. 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

O CAE é um material que é constituído essencialmente por água, contendo 

concentrações baixas de metabólitos. Assim, é necessário ter uma sequência de 

pulsos eficiente para a supressão do sinal da água. Foram testadas as sequências 

PRESAT e WET. Os melhores resultados foram alcançados usando a sequência de 

pulsos WET, com tempo de análise igual a 12 minutos por amostra. Na literatura, os 

dados espectrais são coletados com pelo menos 30 minutos para cada amostra 

(AIROLDI et al., 2016). 

A Figura 8 exemplifica como ficam os espectros após os processamentos no 

software MestReNova 12.0. A análise visual dos espectros não permite uma 

discriminação dos indivíduos de pesquisa - grupo asmático e grupo controle, 

tampouco os que apresentaram BIE dos que foram negativos ao teste, pois os 
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espectros são semelhantes. Podem-se observar diferenças pontuais entre os 

espectros das amostras, individualmente, mas busca-se uma diferença sistemática 

entre os grupos. 

 

Figura 8 – Espectro de RMN 1H obtido a 400 MHz das amostras 01 e 03 de asmáticos positivo e 
negativo para BIE, respectivamente, após passar por processamento manual no MestReNova 

12.0. 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

Descrição do universo da pesquisa 

Foram utilizadas 49 amostras, sendo 37 de indivíduos asmáticos e 12 de sem 

asma. Quando consideramos o diagnóstico de BIE, temos 30 indivíduos com BIE e 

19 com diagnóstico negativo de BIE. O diagnóstico negativo para as duas doenças 

foi observado em 09 casos, enquanto o diagnóstico positivo para as duas doenças 

foi observado em 27 casos. A Figura 9 abaixo apresenta, de forma esquemática, a 

distribuição das amostras utilizadas no estudo preliminar. 
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Figura 9 – Distribuição das amostras em cada grupo. BIE - Broncoespasmo Induzido por 

Exercício 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

Ao se realizar a PCA, utilizando a matriz de covariância, observou-se que não 

houve um agrupamento natural nas classes de interesse, que pode ser observado 

na Figura 10. Isto sugere um cenário bioquímico no qual a variância no conjunto de 

dados associada ao objeto de investigação é muito pequena, indicando que a 

abordagem de métodos supervisionados para a modelagem seja recomendável. As 

duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) reuniram 82,9% da variância 

total dos dados para Asma, e 84,6% para o BIE  

 

Figura 10 – Panorama das duas primeiras PCs, reunindo 82,9% da variância para Asma (à 
esquerda), e 84,6% para BIE (à direita). Legenda: Bolinhas verdes, positivo para asma/BIE; 

bolinhas vermelhas, negativo para asma/BIE. 

 
Fonte: A autora (2019). 
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Quando seguimos para os modelos utilizando os formalismos PLS-DA 

(Figura 11) e OPLS-DA (Figura 12), observamos que também não foram obtidos 

resultados satisfatórios, pois não houve separação significativa. 

 

Figura 11 – Panorama PLSA-DA para Asma (à esquerda) e para BIE (à direita). Legenda: 
Bolinhas verdes, positivo para asma/BIE; bolinhas vermelhas, negativos para asma/BIE. 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

 

Figura 12 – Panorama OPLSA-DA para Asma (à esquerda) e para BIE (à direita). Legenda: 
Bolinhas verdes, positivo para asma/BIE; bolinhas vermelhas, negativos para asma/BIE. 

 
Fonte: A autora (2019). 
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Sendo assim, partiu-se para o formalismo LDA, que apresentou resultados 

significativos, tornando-se o formalismo adotado neste estudo para a construção dos 

modelos, como descritos a seguir: 

Foram construídos 03 modelos metabonômicos, usando o formalismo LDA: 

• Modelo I – Diagnóstico de asma (37 positivos versus 12 negativos); 

• Modelo II – Diagnóstico de BIE (30 positivos versus 19 negativos) e; 

• Modelo III – Diagnóstico de BIE em pacientes com diagnóstico positivo para 

asma (27 positivos versus 10 negativos). 

Todos os modelos foram validados por LOOCV (Leave-One-Out Cross 

Validation), sendo os valores de predição, sensibilidade, especificidade, Valor 

Preditivo positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN) extraídos da matriz de 

classificação após validação cruzada. 

 

5.1 MODELO I 

Foram selecionadas 05 variáveis para a construção do modelo, que resultou 

na seguinte função discriminante (FD1): 

𝐹𝐷1 = −5,13457. 𝛿ଵ,ହ଺ + 3,92318. 𝛿ଵ,଻ଶ + 1,73280. 𝛿ଶ,ହଶ − 2,05329. 𝛿଻,ସ଴ + 2,78747. 𝛿଻,ସସ − 3,35504 

As variáveis importantes para a discriminação deste modelo foram: 1,56 ppm, 

1,72 ppm, 2,52 ppm, 7,40 ppm e 7,44 ppm. Valores de FD1 superiores a 0,5 

resultam em classificação positiva para asma; amostras com valores menores que 

0,5 são classificadas como oriundas de voluntários sem asma. 

A Tabela 2 apresenta a matriz de classificação, após validação cruzada, para 

o diagnóstico de asma. 

 

Tabela 2 – Matriz de classificação do modelo metabonômico I (LDA, 5 variáveis, 49 amostras). 
 

  Diagnóstico Clínico 

  Asma Controle 

M
M

1
 Asma 35 3 

Controle 2 9 

MM1 = modelo metabonômico 1 

Fonte: a autora (2019). 
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A Figura 13 apresenta o gráfico de valores preditos pelo modelo 

metabonômico LDA versus os valores observados para cada amostra (0 = Controle; 

1 = Asma). 

 

Figura 13 – Modelo LDA – gráfico de valores preditos versus valores observados. Em 
vermelho, as amostras que foram classificadas no grupo errado. 
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Fonte: A autora (2019). 

 

O modelo apresentou um poder de predição de 89,8%, ou seja, classificou 

corretamente 44 amostras das 49 investigadas. A sensibilidade indica o número de 

classificações corretas entre aqueles que, de fato, apresentam a doença. No caso, o 

modelo metabonômico MM1 classificou como positivos 35 das 37 (35+2) amostras, 

resultando numa sensibilidade de 94,6% (35/37). A especificidade diz que entre os 

que são negativos para a doença, quantos o modelo classificou como negativo para 

asma. MM1 apresentou especificidade de 75,0% (9/12). O valor preditivo positivo 

(VPP) indica a probabilidade de classificação correta quando o modelo classifica 

uma amostra como positiva. MM1 classificou 38 (35+3) amostras como positivas 
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para asma, sendo que 35, de fato, foram fornecidas por pacientes diagnosticados 

com asma. Assim, o modelo apresentou VPP igual a 92,1% (35/38). Por fim, o valor 

preditivo negativo (VPN) diz a probabilidade de o modelo não indicar a presença da 

doença quando de fato não existe, e foi igual a 81,8% (9/11). Foi realizado o teste F 

de Fischer para investigar se o modelo tem significância estatística. Foram utilizados 

cinco e 43 graus de liberdade, resultando em F5,43 = 11,33 (p < 0.001). 

O valor de F calculado pelo modelo foi significativo, sendo muito maior que o 

valor F5,43 tabelado (2,43), apresentando p < 0,001. Observamos que o modelo 

desenvolvido na validação cruzada continuou classificando erradas as amostras 07, 

17, 10, 36 e 37 que o modelo original já tinha errado. Analisaram-se os dados 

espectrais e pré-processamentos dessas amostras, mas não foram conferidas falhas 

que explicassem o equívoco do modelo. Os dados clínicos destes indivíduos com 

classificação equivocada serão investigados posteriormente. 

No presente estudo, por LDA utilizando a seleção dos cinco melhores 

subconjuntos para discriminar os dois grupos, obteve-se uma taxa de 89,8% de 

confiança após a validação LOOCV. CARRARO et al., (2007), utilizando o mesmo 

material biológico, demonstram que fazendo a LDA com sinais selecionados de 

RMN obtiveram sucesso de discriminação de 86%, porém utilizando uma faixa de 

0,5 a 4,5 ppm (excluindo o sinal do lactato, um quarteto em 4,12 ppm e um dupleto 

em 1,33 ppm). SINHA et al (2017) reportaram que espectros de RMN do CAE 

podem diferenciar indivíduos asmáticos de grupo controle sem asma com 

sensibilidade de 80% e especificidade de 75%, também utilizando uma região 

reduzida, de 1 a 4,7 ppm. Embora estes autores tiverem utilizado um CAE diferente 

do nosso (muito mais rico em sinais), pois utilizaram um condensador comercial e, 

portanto, temperaturas bem inferiores às nossas, nós conseguimos resultados 

classificatórios semelhantes, usando um sistema de condensação mais simples. 

Para a análise estatística multivariada, IBRAHIM et al. (2013) foram os únicos 

que usaram a região após 7 ppm. Eles diagnosticaram asma em casos e controles 

com idade entre 30 e 69 anos com as regiões de 0,16–0,18 ppm, 0,78–0,84 ppm, 

0,88–0,94 ppm, 7,36–7,42 ppm e 7,44–7,52 ppm. Eles obtiveram uma exatidão geral 

de 82,3% relatando que as regiões de 7,53-7,59 e 7,86-7,90 ppm foram significativas 

para a diferença entre as pessoas com asma que usavam corticosteroides. 
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Neste estudo, a região utilizada foi de 0,5 a 9 ppm, excluindo a região da 

água de 4 a 6,5 ppm. De acordo com as funções discriminantes, as variáveis 

selecionadas por LDA derivadas da região com sinais em δ 7,4 e de 1 a 3 ppm são 

as mais relevantes na discriminação da asma. A região de 7.4 ppm pode ser um 

fator determinante para que o nosso estudo apresente melhores resultados. 

Ao se investigar os possíveis metabólitos presentes no CAE, SANTINI et al., 

(2016) utilizaram o nariz eletrônico (sensores artificiais que permitem uma descrição 

qualitativa e/ou quantitativa de misturas de compostos orgânicos voláteis) e a 

cromatografia gasosa acoplada a um espectrômetro de massas (GC/MS) para 

detectar semivoláteis ou compostos voláteis na fase gasosa do ar exalado, enquanto 

utilizaram a espectroscopia de RMN ou cromatografia líquida acoplada a um 

espectrômetro de massas (LC/MS) para identificar e fornecer uma avaliação 

quantitativa de não voláteis ou compostos semivoláteis nas partículas de aerossol 

que são coletados pela fase condensada (CAE). 

SANTINI et al., (2016) demonstraram que se pode encontrar compostos 

voláteis, não voláteis ou semivoláteis que podem ser distribuídos em dois grupos 

biológicos: a fase gasosa e a fase condensada. Para a fase gasosa estão os 

compostos: etano, etanol, acetona, 1,2-pentadieno, pentano, isopreno, 2-propanol e 

limoneno. Enquanto na fase condensada, temos a acetona, formato, 2-propanol, 

etanol, ácidos graxos saturados, L-fenilalanina, acetato, propionato e treonina. 

Para caracterizar estas moléculas de forma mais adequada, seriam 

necessários experimentos mais complexos de RMN tais como experimentos 

bidimensionais homo e heteronuclear, porém estes procedimentos não estavam 

previstos para este estudo. No entanto, MOTTA et al., (2012) fizeram as atribuições 

dos sinais de RMN presentes no espectro do CAE obtido a temperaturas mais 

baixas, realizando espectros de RMN 2D, confirmando alguns com os metabólitos 

associados previamente por LAURENTIIS et al., (2008). 

Buscando caracterizar qual metabólito estaria associado ao deslocamento 

químico que se mostrou relevante para o diagnóstico de asma, diferenciando-se dos 

outros relatos na literatura, o único que poderia ser associado seria a fenilalanina 

endógena que possui sinais em 7,3-7,0 ppm. Para os sinais das regiões de 1,7-2,2 e 

3,2-3,4 ppm, são descritos a presença de acetato e compostos oxidados (SANTINI 

et al., 2016). No entanto, a multiplicidade dos sinais da fenilalanina não corresponde 
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a multiplicidade observada (singleto) no espectro em questão, necessitando ampliar 

esta investigação. 

Utilizamos o banco de dados Human Metabolome Database (HMDB) para 

investigar os deslocamentos químicos destes compostos presentes no CAE. A L-

fenilalanina em H2O possui sinais em 7,3-7,4 ppm devido aos prótons de seu anel 

aromático e o próton vizinho a este anel, e sinais em 3,9-4,0 ppm para os demais 

prótons da cadeia linear, grupo amina e hidroxila. Porém, estes últimos, saíram 

sobrepostos com o sinal da água, região que foi cortada. 

No espectro da amostra 01 (Figura 14), de um indivíduo com asma, por 

exemplo, observamos dois sinais na região atribuída a núcleos aromáticos. O sinal 

em δ 7,4 ppm foi selecionado como relevante para a discriminação entre os grupos. 

Nesse sentido, é importante atribuir esse sinal. Como mencionado, estamos 

investigando a possibilidade de ser fenilalanina.  

 

Figura 14 – Espectro de RMN de 1H (CAE, 400 MHz) da amostra 01. 

Fenilalanina 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

Os sinais referentes às regiões de baixo deslocamento químico, de 1 a 3 ppm, 

serão atribuídos posteriormente, com a realização de mais experimentos. 

O segundo modelo visa diferenciar indivíduos com diagnóstico positivo para o 

BIE dos que não apresentaram a doença. 
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5.2  MODELO II 

Foram selecionadas 05 variáveis para a construção do modelo, que resultou 

na seguinte função discriminante (FD1): 

𝐹𝐷1 = 0,70327. 𝛿ଵ,଼ସ − 0,48425. 𝛿ଷ,଴ସ + 0,44806. 𝛿ଷ,ଶ଼ − 1,60313. 𝛿ଷ,଺଼ + 1,42245. 𝛿ଷ,଻ଶ − 0,62424 

As variáveis importantes para a discriminação deste modelo foram: 1,84 ppm, 

3,04 ppm, 3,28 ppm, 3,68 ppm e 3,72 ppm. Valores de FD1 superiores a 0,5 

resultam em classificação positiva para BIE; amostras com valores menores que 0,5 

são classificadas como voluntários sem BIE (podendo ser asmáticos ou não). 

A Tabela 3 apresenta a matriz de classificação, após validação cruzada, para 

o diagnóstico de BIE. 

 

Tabela 3 – Matriz de classificação do modelo metabonômico II (LDA, 5 variáveis, 49 amostras). 
 

  Diagnóstico Clínico 

  BIE Controle 

M
M

2
 BIE 25 6 

Controle 5 13 

MM2 = modelo metabonômico 2 

Fonte: a autora (2019). 

 

O modelo apresentou um poder de predição de 77,5% (38/49), sensibilidade 

de 83,3% (25/30), especificidade de 68,4% (13/19), VPP igual a 80,6% (25/31) e 

VPN igual a 72,2% (13/18). Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o 

modelo tem significância estatística. Foram utilizados 5 e 43 graus de liberdade, 

resultando em F5,43 = 5,13 (p = 0,000879). 

A Figura 15 apresenta o gráfico de valores preditos pelo modelo 

metabonômicos versus os valores observados para cada amostra (0 = Controle; 1 = 

BIE). 
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Figura 15 – LDA – gráfico de valores preditos versus valores observados para o MM2 
(diagnóstico de BIE), independente da presença de asma. 

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: SIM

(Analysis sample)
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Fonte: A autora (2019). 

 

Embora o valor de F calculado pelo modelo tenha significância estatística, 

sendo duas vezes maior que o valor F5,43 tabelado, apresentando p < 0,0008, os 

resultados foram inferiores, em relação ao modelo para o diagnóstico de asma, 

errando 11 amostras após a LOOCV. No entanto, o conjunto de amostras utilizado 

incluiu pacientes com diagnóstico positivo para BIE que não tem asma e pacientes 

do grupo controle do modelo I. Isso pode ser um viés que está dificultando a 

modelagem. 

MOTTA et al (2014) reportaram a influência da temperatura na coleta dos 

CAE dos indivíduos sem asma. MOTTA mostrou que para CAE coletados à -4,8°C e 

-27,3°C, devido à temperatura de condensação mais alta, os espectros de RMN são 

menos intensos. Porém, a redução da intensidade influencia numa diferenciação 

maior no grupo controle do que nos asmáticos. Isto porque os metabólitos presentes 

no CAE no grupo controle são mais sensíveis à temperatura do que os metabólitos 
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presentes no CAE dos asmáticos. Já para os asmáticos, a coleta feita para ambas 

as temperaturas não altera significativamente os metabólitos. Sendo assim, para 

testar essa hipótese, partimos para o modelo III, utilizando apenas amostras de 

pacientes diagnosticados com asma. 

 

5.3  MODELO III 

Excluindo todos os indivíduos que tiveram diagnóstico negativo para asma, 

foram selecionadas 05 variáveis para a construção do modelo, que resultou na 

seguinte função discriminante (FD1): 

𝐹𝐷1 = −1,43801. 𝛿଴,଼଴ − 0,62515. 𝛿ଵ,ହଶ + 2,47724. 𝛿ଵ,଼ସ − 2,74462. 𝛿ଷ,଺଼ + 1,32055. 𝛿ଷ,଻ଶ − 0,57356 

As variáveis importantes para a discriminação deste modelo foram: 0,80 ppm, 

1,52 ppm, 1,84 ppm, 3,68 ppm e 3,72 ppm. Valores de FD1 superiores a 0,5 

resultam em classificação de asmáticos positivos para BIE; amostras com valores 

menores que 0,5 são classificadas como asmáticos negativos para BIE. 

Diferentemente, dos modelos anteriores, aqui foram utilizadas 37 amostras 

(apenas voluntários asmáticos), sendo 27 de pacientes asmáticos com diagnóstico 

positivo para BIE e 10 de pacientes asmáticos com diagnóstico negativo para BIE 

(ver figura 10 da página 34). A Tabela 4 apresenta a matriz de classificação, após 

validação cruzada, para o diagnóstico de BIE entre indivíduos asmáticos. 

 

Tabela 4 – Matriz de classificação do modelo metabonômico III (LDA, 5 variáveis, 37 amostras). 
 

  Diagnóstico Clínico 

  BIE Controle 

M
M

3
 BIE 23 2 

Controle 4 8 

MM3 = modelo metabonômico 3 

Fonte: a autora (2019). 

 

O modelo apresentou um poder de predição de 83,8% (31/37), sensibilidade 

de 85,2% (23/27), especificidade de 80% (8/10), VPP igual a 92% (23/25) e VPN 

igual a 66,7% (8/12). Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o modelo 

tem significância estatística. Foram utilizados 5 e 31 graus de liberdade, resultando 

em F5,31 = 6,54 (p< 0,001). 
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A Figura 16 apresenta o gráfico de valores preditos pelo modelo 

metabonômicos versus os valores observados para cada amostra (0 = Asma sem 

BIE; 1 = Asma e BIE). 

 

Figura 16 – LDA – gráfico de valores preditos versus valores observados - diagnóstico de BIE 
entre asmáticos. 

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: SIM

(Analysis sample)
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Fonte: A autora (2019). 

 

Observamos que o modelo desenvolvido na validação cruzada continuou 

classificando erradas as mesmas amostras 06, 09, 19, 20 e 104 que o modelo 

original. As amostras aqui classificadas erradas diferem das do modelo I, pois se 

trata de classificação para o BIE, e não para asma. 

Ao se observar as funções discriminantes, as variáveis mais relevantes na 

discriminação foram da região com sinais entre δ 0,8 a 3,72ppm. A região de 1,7 a 

2,2 ppm pode ser atribuído a produtos acetilados (CARRARO et al, 2007). Buscando 

novamente no banco de dados HMDB, o sinal atribuído ao grupo metil do acetato 

em água a um pH 7,0 é 1.91 ppm. Um experimento simples foi feito para 
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comprovação deste sinal que se deu por adicionar à amostra uma gota de uma 

solução muito diluída de ácido acético (uma gota de ácido acético em 10 mL de 

água) para observar o aumento da concentração desta espécie e, 

consequentemente, aumento do sinal esperado para este composto. Este aumento 

pôde ser observado na comparação dos espectros da amostra 50 na Figura 17. 

 

Figura 17 - Zoom dos espectros de RMN de 1H da Amostra 50 sem e com a adição do ácido 
acético, respectivamente, comparando o aumento da intensidade do sinal do acetato em δ 1.91 

ppm. 

 
Fonte: A autora (2019). 

 

Com isso, está comprovada a atribuição do acetato como variável importante 

para a classificação/discriminação entre portadores de BIE no grupo de asmáticos. 

Estudos mostram que a frequência do BIE em indivíduos asmáticos varia de 40 a 

90% (JONES et al., 1962, KAWABORI et al., 1976, MELLIS et al., 1978, POPPIUS 

et al., 1970) e no Brasil a prevalência entre crianças foi de 45% (CABRAL et al., 

1999). Para brasileiros obesos, a prevalência é de 50% (LOPES et al., 2010). No 

estudo, aqui apresentado, temos uma frequência de 75,7% (28/37) de BIE em 

asmáticos com idade entre 10 e 20 anos. 

Apesar de ser um estudo piloto, os valores de predição de 83,8%, 

sensibilidade de 82,1%, especificidade de 80% obtidos a partir da LDA indica que a 

estratégia metabonômica tem potencial como ferramenta no emprego para 

diagnóstico do BIE, sendo uma técnica não invasivo visto que é utilizado um material 
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que já comumente expelido pelo ser humano sem esforços adicionais e que provém 

diretamente das vias aéreas. Ademais, o valor do F calculado tem significância 

estatística, pois foi duas vezes maior que o F tabelado F5,31 = 2,54. 

O modelo ainda classificou três amostras como falso positivo e duas amostras 

como falso negativo. Estudos mostram que existe uma discordância de 24% dos 

casos em serem positivos ou negativos para os dois dias de teste do BIE 

(ANDERSON, et at., 2010). 
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6 CONCLUSÃO 

Foram construídos três modelos metabonômicos, usando o formalismo LDA 

aplicados a dados espectrais de RMN de 1H obtidos de condensados de ar exalado 

por voluntários participantes da pesquisa. A partir dos resultados obtidos, conclui-se 

que o formalismo LDA mostrou-se uma estratégia metabonômica promissora para o 

diagnóstico de doenças do trato respiratório como a asma e o BIE, pois, mesmo com 

o número reduzido de amostras para o estudo, os valores de predição, sensibilidade, 

especificidade, VPP e VPN descritos pelo modelo metabonômico foram bastante 

significativos, indicando grande potencial no emprego para diagnóstico destas 

doenças como ferramenta investigativa. 

Em relação ao diagnóstico de asma, vimos que a variável com deslocamento 

em 7.40 ppm é relevante na discriminação entre os grupos, variável que 

possivelmente está atribuída a estrutura da L-fenilalanina endógena. Com esta 

variável, o modelo conseguiu ter um desempenho de aproximadamente 90%, 

semelhante em um caso, e superior em outro, aos encontrados na literatura usando 

um CAE obtido de forma mais simples, no caso aqui apresentado. 

Quanto aos modelos para o BIE, este estudo é pioneiro, uma vez que não 

encontramos relatos de emprego da espectroscopia de RMN associada à 

quimiometria para diagnosticar BIE e identificar metabólitos associados. Os 

resultados alcançados até o momento são bastante expressivos, pois o modelo 

conseguiu uma classificação de aproximadamente 84% entre indivíduos asmáticos e 

de aproximadamente 78% em todo o universo amostral. Porém, precisa-se ampliar a 

base de dados e fazer experimentos que melhor atribuam às variáveis 

discriminantes para baixos deslocamentos químicos. 

Por fim, a questão de nosso estudo estar lidando com um analito 

completamente não invasivo para a investigação de uma doença causa entusiasmo. 

Até então, o diagnóstico da asma é feito através da espirometria, que busca 

identificar o estreitamento dos brônquios. Um exame relativamente simples e rápido, 

mas como os valores do VEF1 e FEV1 variam com a idade, sexo e o tamanho da 

pessoa, os resultados necessitam de um profissional experiente para uma boa 

interpretação médica. 

Para o BIE, o diagnóstico é um pouco mais complicado, pois o indivíduo 

precisa ser submetido a um esforço físico e ainda assim faz-se necessário que ele 
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retorne ao laboratório para a confirmação da doença e conclusão do diagnóstico. 

Assim, o modelo metabonômico seria um elemento a mais para fechar o diagnóstico 

de broncoespasmo induzido por exercício.  
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO 

 



56 
 

 
 

 

 



57 
 

 
 

 

 



58 
 

 
 

 

 



59 
 

 
 

 

 



60 
 

 
 

 

 



61 
 

 
 

 

  



62 
 

 
 

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
(TCLE) 
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
(TCLE) 
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ANEXO D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
(TALE) 
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