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RESUMO

A asma é uma doenca que acomete aproximadamente 19% da populagdo de
criangas e adolescentes no Brasil. Este numero vai para 16% na América latina e
14% mundialmente. Ha relatos que indicam alta prevaléncia de broncoespasmo
induzido por exercicio (BIE) entre criangas e adolescentes asmaticos, variando entre
40 e 90%, mas que existe uma discordancia em relagdo a resposta positiva dos
asmaticos apresentarem o broncoespasmo em 24%. A metabonémica pode ser
descrita como uma ferramenta que combina técnicas analiticas e estatisticas
multivariada para identificar alteracbes nas concentracdes de perfis metabdlitos de
um biofluido em resposta a alguma perturbagao sofrida no organismo causado por
um agente externo. Sendo assim, no presente estudo foram construidos modelos
metabondémicos baseados nos dados espectrais de ressonéncia magnética nuclear
de 'H a partir do condensado do ar exalado fornecido por voluntarios, visando
identificar a asma e BIE em criancas e adolescentes. O estudo contou com 49
individuos, sendo 37 com diagnostico positivo para asma e 12 negativos. Dentre os
37 asmaticos, 27 tiveram diagnostico positivo para o BIE e 10 negativos. Trés
modelos foram construidos para (1) diagndstico de asma utilizando as 49 amostras;
(2) diagnéstico de BIE, independente da incidéncia de asma, com as 49 amostras; e
(3) diagndstico de BIE, utilizando apenas amostras de individuos asmaticos. Em
todos os modelos foi utilizado o formalismo Analise Discriminante Linear com cinco
variaveis discriminantes, com as figuras de mérito extraidas apdés a validagao
cruzada. Para o diagnostico de asma, o modelo classificou corretamente 89,9% os
grupos. Para o diagndstico de BIE, independente da ocorréncia de asma, o modelo
classificou corretamente 77,5% das amostras. Finalmente, para o diagndstico BIE,
em individuos asmaticos, o modelo teve uma predicdo de 83,8%. Assim sendo, a
estratégia metabondmica mostrou-se promissora para o diagnéstico de asma e de
BIE entre asmaticos. Também foi possivel identificar as regides espectrais mais

importantes para a discriminagao.

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

exalado; RMN; metaboldémica.



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 'H 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 INTRODUGAO

Em 2006 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) fundou a Alianga Global
Contra Doengas Respiratorias Cronicas (GARD) com o intuito de agregar
conhecimentos no mundo todo para a melhoria de vida dos milhdes de individuos
afetados por estas enfermidades. Dentre as doencgas cronicas respiratorias, a asma
tem sido uma das mais comuns, atingindo 14% das criangas em todo mundo (Forum
of International Respiratory Societies, 2017). Segundo o Global Asthma Report
(2018), estima-se que 339.4 milhdes de pessoas no mundo sao afetadas por alguma
enfermidade do trato respiratorio.

Como o pulmao é um 6rgao bastante vulneravel ao ambiente externo, varios
fatores podem provocar ou até agravar uma crise asmatica, tais como exposigéo a
poeira, fumaca, polen e particulas em geral, aos acaros, fungos, virus e organismos
invasores infecciosos, mudancas climaticas, produtos quimicos etc. Geneticamente,
os fatores que podem desencadear a asma s&o historico familiar, rinite e obesidade
(BRASIL, 2019). Pessoas obesas s&o mais propensas a asma (ARTEAGA-SOLIS,
2013).

Em casos muito raros e extremos, a asma pode levar ao 6bito. No Brasil, o
numero de mortes tem sido superior a dois mil casos por ano. Este numero tem
caido com o aumento das taxas de internacido, exceto em areas desassistidas na
regidao do Nordeste, sendo a quarta maior causa de internamentos hospitalares no
pais (Global Asthma Report, 2018. Ademais, a asma nao tem cura, mas o Sistema
Unico de Saude (SUS) fornece tratamento gratuito desde 2011 para o seu controle
(BRASIL, 2019).

Durante a crise asmatica, existe a necessidade de ajuda (ventilagdo), devido
a dificuldade de respirar e a capacidade reduzida de realizar atividade fisica
(BRASIL, 2019). Isto porque os sintomas da asma geralmente estdo associados a
uma broncoconstricdo e o exercicio fisico € um desencadeante conhecido do
broncoespasmo. Ao realizar um exercicio fisico, o individuo asmatico pode
apresentar um estreitamento transitorio das vias aéreas, o Broncoespasmo Induzido
por Exercicio (BIE).

A ocorréncia do BIE & maior em pessoas clinicamente diagnosticadas com
asma, chegando a 50% de incidéncia entre jovens asmaticos (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 exercicio, intensidade e duracdo que estas pessoas realizam sao
fatores que influenciam no episédio de BIE.

Por ser considerado atualmente um grande problema na saude publica devido
ao aumento da prevaléncia, especialmente em criangas, tem-se a importancia de um
diagndstico e tratamento adequado. O diagndstico precoce também é importante
para reduzir a exposicdo aos elementos estimulantes e agravantes da asma.
Recentemente, a disponibilidade de técnicas n&o invasivas, como a analise do
Condensado do Ar Exalado (CAE) por ressonancia magnética nuclear (RMN), cria
oportunidades de averiguar e monitorar as inflamagdes das vias respiratérias. O foco
€ o desenvolvimento de um modelo diagndstico com uma abordagem centrada nos
metabalitos gerados por um tipo de doenga.

A metabonémica une os dados de uma ferramenta analitica com dados
clinicos e estatisticas multivariadas para encontrar mudangas nas concentracoes de
metabdlitos em um dado biofluido e conectar essas mudancgas as perturbagdes que
um organismo vivo experimentou, seja essa mudanga devido a um estimulo
fisiopatoldégico ou alteracdo genética (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999).
Portanto, desde que o biofluido adequado seja usado e as informacgdes sejam
extraidas corretamente, ela pode detectar qualquer doenga no organismo. O objetivo
da metabonémica é encontrar padrées de alteragdes que ocorrem como resultado
de estimulos ou modificagdes no sistema em estudo.

Com o progresso da metabondmica, o interesse por pesquisas de doengas do
trato respiratério vendo crescendo, podendo-se utilizar a metabonémica para o
diagnostico de diversas doengas respiratorias como a fibrose cistica pulmonar
(MONTUSCHI et al., 2011), doengas relacionadas a pessoas fumantes
(LAURENTIIS et al., 2013), doenga pulmonar obstrutiva crénica (NOBANKHT et al.,
2014) e asma (SINHA et al, 2017; CARRARO et al, 2007). Para o BIE ainda nao ha
dados na literatura com a metabondmica, sendo este presente trabalho algo inédito.

As ferramentas analiticas para classificagdo e diagnostico clinico com altos
valores de predicdo e minimamente invasivo vém sendo cada vez mais requisitadas.
A metabondmica entraria como uma técnica que visa diagnosticar individuos de
possuem uma determinada doenca com o minimo de exposi¢cao a riscos e que nao

exige uma periodicidade e muitos retornos do paciente.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 ASMA E BRONCOESPASMO INDUZIDO POR EXERCICIO (BIE)

A asma é uma doencga crbnica respiratoria caracterizada pela inflamagao das
vias aéreas. As principais caracteristicas sao eventos periédicos, chiado no peito,
dificuldade de respirar, pressao toracica e tosse que sdo comumente associadas a
uma broncoconstricdo e restricdo do fluxo aéreo. Estes sintomas pioram
particularmente a noite ou nas primeiras horas da manha. Os episédios podem ser
desencadeados em resposta a exposicdo ambiental, mudancgas climaticas, a pratica
de atividade fisica e exposigao a alérgenos (HUSAIN, 2010).

Pessoas com asma apresentam o calibre dos bronquios reduzidos. A Figura
1 ilustra como sao os brénquios de um pulmé&o saudavel e um pulmao com asma. As
células que atuam na resposta inflamatéria sao, em particular, linfocitos, eosindfilos,

mastécitos, macrofagos, neutrofilos e células epiteliais (HUSAIN, 2010).

Figura 1 — Representacgao da diferenga de um pulmao saudavel e um com asma.

Pulmao saudavel Pulmao com Asma

Fonte: Ministério da Saude (2019).
Disponivel em: http://www.saude.gov.br/saude-de-a-z/asma. Acesso em: julho de 2019.

O diagndstico da asma é principalmente o clinico, feito a partir da consulta e
avaliagdo do médico, mas também pode ser confirmado por exame fisico e de
funcdo pulmonar (espirometria) (BRASIL, 2019). O teste fisico caracteriza-se por
exercicios controlados, podendo ser corrida em esteira ou livre, ou ainda por
estimulos substitutivos, como a hiperventilagdo eucapnica voluntaria (HEV) ou por
meio de inalacdo de solugcbes hiperosmolares como técnica de provocacao
alternativa ao exercicio.

Como ja citado na introdug&o, o exercicio fisico € um desencadeador do

broncoespasmo. No teste fisico, € medido o Volume Expiratério Forgado no primeiro
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segundo (VEF+1). Quando a queda do VEF1 medido apds o exercicio for superior a
10% do que antes do teste, o individuo é diagnosticado com BIE (PARSONS, et al.,
2013). Isto ocorre porque ha ressecamento na superficie das vias aéreas durante a
hiperventilagdo devido ao aumento na osmolaridade do muco. Com o desequilibrio
osmatico, as células que atuam na resposta inflamatoéria liberam mediadores que
induzem o broncoespasmo e secre¢ao do muco (ANDERSON, DAVISKAS, 2000;
PARSONS, et al., 2013).

Para um melhor diagnostico, o teste precisa ser repetido para o caso de falso
negativo. Levando em consideragao que o diagndstico de BIE pode n&o ser preciso
devido aos fatores relacionados ao exercicio. O presente trabalho apresenta a
estratégia Metabondémica como alternativa para o diagndstico 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 nao-invasiva;
nao expor o paciente aos riscos associados a uma atividade fisica exaustiva; nao
precisar da presenga de um profissional da saude (médico) durante o ensaio; e, com

uma unica medida, ter o diagndstico para asma e BIE.

2.2 METABONOMICA

A metabonbémica surgiu no final dos anos 1990, sendo definida como “a
medida quantitativa da resposta metabdlica, multiparamétrica, dindmica, de sistemas
vivos a estimulos fisiopatoldgicos ou modificagdo genética. Seu principio se baseia
na homeostase, ou seja, o processo através do qual um sistema vivo conserva seu
estado de equilibrio. Este processo esta diretamente ligado & concentragado dos
metabdlitos 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 biolégicos em estudo (DONA et al, 2014; GRATTON et al, 2016) visando
diagnosticos, prognosticos e compreenséo da fisiopatologia de doengas (GIKA et al,
2014). Um biofluido que tem se mostrado promissor na Metabon6mica, para
doencgas do trato respiratério, € o condensado do ar exalado (CAE) (PRIEGO-
CAPOTE, 2019). Ha relatos de estudos com resultados de diagndsticos de doengas

respiratorias como asma em criangas e jovens via CAE (SINHA et al, 2017,
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CARRARO et al, 2007), doenga pulmonar obstrutiva cronica (BERTINI et al, 2014) e
fibrose cistica (MONTUSCHI et al., 2011).

O CAE é um biofluido constituido essencialmente por agua e uma baixa
concentracdo de metabdlitos, compostos volateis e ndo volateis. E obtido a partir do
resfriamento da respiracdo expirada, e a avaliagdo deste material tem sua
importancia por ser uma avaliagdo nao invasiva das vias aéreas, quando comparado
com o0 padrdao ouro como o lavado broncoalveolar e a biopsia endobrbquica,
(BANNIER et al, 2019; Hospital Sirio-Libanés, 2019).

A Metabonémica busca uma analise global, que visa compreender as
mudangas em um sistema provocado por um agente externo, associando
ferramentas analiticas e formalismos de estatistica multivariada para um diagnostico
(ou prognéstico) clinico. Umas das ferramentas analiticas mais empregadas na
Metabonbémica é a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, uma técnica
nao seletiva, pois analisa de forma simultdnea os metabdlitos endégenos presente
no biofluido, gerando uma impressao digital, um padrdo ou perfil metabdlico para
uma determinada resposta do organismo ao agente externo.

Na asma, por exemplo, os trabalhos publicados tiveram como objetivo
discriminar individuos com e sem asma, utilizando a espectroscopia de RMN e o
CAE. Os modelos metabondmicos se mostraram eficazes, com acertos de
classificagdo da ordem de 86% para criangas e 80% para adolescentes (SINHA et
al, 2017; CARRARO et al, 2007). Além disso, com as mesmas ferramentas e
material de analise, foi possivel avaliar os fenétipos envolvidos na discriminagao. A
técnica também ndo demanda de uma preparagdo prévia muito elaborada da
amostra, sendo praticamente analisada in natura, além de nao ser destrutiva
(BARALDI, et al., 2009).

2.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A espectroscopia de RMN é uma técnica capaz de fornecer dados a respeito
da estrutura e dindmica das moléculas a partir da interagdo delas, na presenca de
um campo magnético externo, com a radiagdo eletromagnética. Descoberta por
Purcell e Bloch, em 1946 (MLYNARIK 2016), a RMN é possivel porque se pode
associar ao nucleo atbmico um momento magnético e um numero quantico de spin

(/), que, quando diferente de 0 (zero), permite a observagdo por RMN. Quando o
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numero de massa (A) e/ou 0 numero atdbmico € impar, o / € diferente de zero. A

Equacgao 1 apresenta a relagdo entre o momento magnético (u) e o spin nuclear (/).

u= :—1’; I Equacgao 1
Sendo h € a constante de Planck, e y é a constante magnetogirica, que € uma
caracteristica fisica unica para cada nucleo, dada pela razdo do momento magnético
nuclear pelo seu momento angular, podendo admitir valores positivos e negativos
(ATKINS, 2006).

O momento angular s6 pode assumir certos valores quantizados, sendo
expressos em numero quantico de momento angular. O numero de estados de spin
possiveis é dependente no numero quantico de spin (/), segundo a expressao 2/ + 1.
Portanto, se / for igual a 0 (zero), apenas um estado de spin & possivel e,
consequentemente, ndo € possivel observar esse nucleo por espectroscopia de
RMN (NASCIMENTO, 2001). A Tabela 1 apresenta exemplos de isétopos
observaveis por RMN com seus numeros quanticos de spin, abundancia isotopica e

constante magnetogirica.

Tabela 1 — Is6topos com seus respectivos numeros

de spins, |, e abundancia isotopica natural.

Isétopo H 2H 3C
/ 1/2 1 1/2
Abundancia (%) 99,8 0,015 1,1
y (107rad.T-'s) 26,752 4,107 6,728

Fonte: Paiva (2010).

Quando estes nucleos com / ndo nulos sdo imersos em um campo magnético
externo Bp, 0 momento magnético do nucleo interage com o By (interacdo de
Zeeman) se alinhando ao sentido do campo de forma paralela ou antiparalela, dando

origem a 2/ +1 estados degenerados de energia. Se, por exemplo, ntcleos de 'H
que possuem spin 1/2 forem submetidos a um campo magnético externo, dois

estados de energia sao observados: um de mais baixa energia podendo ser
chamado de a e um de mais alta energia, denominado B. A diferenga de energia
entre estes dois estados do spin depende da forca do campo. Quanto maior a
intensidade do campo, maior sera a separacao entre os estados e maior sera a

sensibilidade do espectrometro (PAVIA, 2010). A diferenga de energia em fungao do
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campo aplicado pode ser determinada usando a equacgao (2), denominada de

Equacao Fundamental da RMN:

AE = E,—Eg=hv= h;':" Equacio 2

A espectroscopia de RMN é de grande importancia para elucidagao estrutural,
sobretudo, na quimica orgénica. A frequéncia de ressonancia dos nucleos é
dependente do campo externo, Bo. 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 quimico (d). O deslocamento quimico € dado pela razdo da diferenca
entre as frequéncias de ressonancia do nucleo de interesse e da referéncia pela
frequéncia de ressonancia da referéncia. Como a diferencga entre as frequéncias de
ressonancia é da ordem de Hz e a frequéncia de ressonancia da referéncia € dada
em MHz, utiliza-se um fator de 108, obtendo o deslocamento quimico em partes por
milhdo (ppm) como mostra a equagao (3). Desta forma, o deslocamento quimico
para um dado nucleo sera sempre o mesmo, independente do aparelho de
ressonancia (PAVIA, 2010).

5= vi;ﬂxlo6 Equacgéo 3
ref

A frequéncia de ressonéancia dos nucleos ndo depende apenas do campo
externo. O ambiente quimico muda, ligeiramente, a frequéncia de ressonancia dos
nucleos. Essa mudanga é chamada de deslocamento quimico e esta associada a
maior ou menor densidade eletronica sobre o nucleo. O deslocamento quimico € o
quanto a frequéncia de ressonancia se afasta, em fungédo do ambiente quimico, da
frequéncia calculada considerando apenas o campo externo. Para isso, utiliza-se
sempre um padrédo. No caso da RMN de 'H e '3C, utiliza-se, comumente, o TMS
(tetrametil silano). No espectro de RMN, na horizontal € fornecido o deslocamento
quimico, em partes por milhdo (ppm), e na vertical, a intensidade dos sinais (PAVIA,
2010).

Os elétrons de valéncia dos atomos vizinhos ao nucleo de interesse sofrem o
efeito do campo magnético externo também, sendo forgados a circular, ocasionando
uma corrente diamagnética local devido a este fluxo de elétrons. Este fluxo de
corrente gera um campo magnético induzido secundario em dire¢cdo oposta ao
campo externo. Este campo causa uma blindagem diamagnética nos nucleos,

chamada de anisotropia magnética. Quanto maior a densidade eletrénica de grupos
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vizinhos ao redor do nucleo, mais blindado ele sera. Da mesma forma, se o grupo
vizinho for um substituinte eletronegativo, ele vai retirar densidade eletrbnica de
valéncia ao redor do nucleo, desblindando-o (PAVIA, 2010).

No espectro de RMN de 'H, nucleos fortemente blindados apresentam-se
mais a direita, com um deslocamento quimico menor. Enquanto nucleos mais
desblindados aparecem mais a esquerda do espectro, apresentando um
deslocamento quimico maior (PAVIA, 2010). A Figura 2 apresenta regides de

deslocamentos quimicos esperados para diferentes nucleos de 'H.

Figura 2 — Regibes espectrais onde sao observados os sinais para alguns nucleos (grupos) no

espectro de RMN de "'H.
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Fonte: Pavia (2010).

A espectroscopia de RMN faz-se importante porque nem todos os nucleos de
uma mesma espécie quimica possuem exatamente a mesma frequéncia. Prétons
que possuem ambientes quimicos (e magnéticos) idénticos dentro de uma espécie
quimica possuem o mesmo deslocamento quimico, pois sdo quimicamente
equivalentes. Isto também vale para moléculas simétricas em relacdo a um eixo. No
entanto, nucleos que nao sao quimicamente equivalentes terdo deslocamentos
quimicos distintos. O deslocamento quimico pode sofrer variagdo em funcéo tanto
do ambiente quimico, como também devido a concentracéo, temperatura e solvente
(PAVIA, 2010).
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Os sinais no espectro de RMN nao fornecem somente os tipos de nucleos
presentes, mas também a quantidade, pois a area de integragcao sob cada pico, se
as condigdes experimentais forem ajustadas para isso, € proporcional ao numero de
prétons na molécula. Nucleos que possuem spin 1/2 ndo apresentam momento
quadrupolar (o que provoca um alargamento dos sinais), o que possibilita obtencao
de espectros bem resolvidos e largura de linhas discretas (PAVIA, 2010).

Outra informacdo importante que pode ser extraida do espectro esta
associada a multiplicidade do sinal. Este fenbmeno ocorre porque o nucleo interage
(acopla) com os nucleos vizinhos a ele. Esses nucleos vizinhos causam uma
mudanga na regidao espectral onde esse sinal seria observado. Essa mudancga
depende, dentre outros fatores, do spin nuclear, da abundancia isotépica natural
desse nucleo e do numero de nucleos vizinhos. Portanto, isto resulta na
multiplicidade do sinal, que obedece a regra 2n/+1. Ou seja, se o nucleo de 'H esta
vizinho a dois outros nucleos de 'H, seu sinal apresenta-se no espectro como um
tripleto (2x2(1/2) + 1) = 3, e a area de integracao deste tripleto tera valor 1 (PAVIA,
2010).

O nucleo de 'H apresenta as melhores propriedades para estudos de RMN,

pois sua abundancia natural € quase 100%, seu spin tem valor 1/2 nao

apresentando momento quadrupolar, tem a maior constante magnetogirica e,
quando se trata de amostras biolégicas, € o nucleo mais encontrado em sistemas
organicos. Essas informagbes sdo importantes para identificar os compostos
presentes nas amostras biolégicas analisadas e, em ultima instancia, identificar os
metabolitos presentes no biofluido analisado e correlaciona-los com o status
bioquimico dos voluntarios que forneceram as amostras. Entretanto, amostras
biolégicas sdo constituidas principalmente de agua, com isso, tem-se um sinal
bastante intenso e alargado no espectro que pode ir de & 4 a 6 ppm, fazendo-se
necessario “suprimir” este sinal (BECKONERT, 2007).

Como o sinal da agua é muito pronunciado quando comparado aos demais
componentes na amostra, estes ultimos tém sua observacdo dificultada. Assim,
foram desenvolvidas sequéncias de pulsos para possibilitar a observagao destes
compostos em menor concentracdo. Dentre eles temos o PRESAT, WET e
WATERGATE (BECKONERT, 2007).
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A WET é uma sequéncia de pulso de radio frequéncia que utiliza pulsos de
gradiente de campo, que provoca a supressao do sinal de interesse. No caso, o sinal
atribuido a agua (SMALLCOMBE,1995). A Figura 3 apresenta um exemplo de
espectro de RMN de 'H, utilizando da sequéncia WET.

Figura 3 — Espectro de RMN de 'H (CAE, 400 MHz) obtido usando a sequéncia WET para
supressao do sinal da agua

V,_‘ byl . T
7 6 5
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Fonte: A autora (2019).

Entretanto, apesar da RMN ser eficiente para elucidagdo estrutural,
identificacdo de metabdlitos, os espectros obtidos de uma matriz bioldgica
geralmente possuem informagdes sobrepostas, tornando a interpretagdo confusa.
Para extrair o maximo de informacdo quimica a partir de analise de dados, a
metabonbémica faz uso de ferramentas de analise multivariada, denominada de

Quimiometria.

24  QUIMIOMETRIA

A quimiometria € um campo na quimica que se utiliza da matematica e
estatistica para extrair informagdes a partir de dados quimicos. A rigor, s&o trés os
campos de atuagdo da Quimiometria: (a) planejamento e otimizagdo de
experimentos; (b) reconhecimento de padrdes; e (c) calibragdo multivariada (NETO
et al., 2002). Em sistemas multivariados, o calculo estatistico multivariado é o que
fundamenta os modelos metabondmicos.

Como a RMN das amostras sao sistemas multivariados, faz-se necessario de

tratamentos quimiométricos para extrair a informacéo que é a impresséao digital da
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perturbacdo sofrida pelo sistema. A analise multivariada voltada para o
reconhecimento de padrbes pode ser dividida em técnicas supervisionadas e nao
supervisionadas. As supervisionadas sdo as que se utilizam de informagdes de
classe para que, através da calibragdo, predicdo e validagdo, possibilite a
construgdo de modelos estatisticos para discriminar grupos. (BRERETON, 2013).

A analise de discriminantes (DA, do inglés Discriminants Analysis) é uma
ferramenta utilizada quando a variavel de resposta € uma variavel de classe. Como
o0 objetivo deste trabalho trata-se de um diagndstico, tendo a variavel de classe
sendo positivo ou ndo para uma determinada doenca, a DA é empregada para o
reconhecimento de padrdo no desenvolvimento de modelos de classificagcdo neste
diagnéstico (FERREIRA, 2015).

Atualmente, existem varios formalismos disponiveis que permitem a
identificacdo das variaveis que mais se sobressaem na discriminacdo das classes.
Dentre elas, temos o formalismo adotado no estudo, a LDA (do inglés Linear

Discriminants Analysis).

2.4.1 Analise Discriminante Linear (LDA)

A LDA se baseia em buscar uma ou mais funcdes lineares discriminantes que
permitam promover uma maxima separag¢ao espacial entre 0s grupos e uma minima
separagao intra-grupo, projetando os dados de grandes dimensdes em planos
menores, selecionando a direcdo de maxima separagdo. No estudo aqui
apresentado, busca-se promover uma maxima separagao entre as classes de
individuos asmaticos e de voluntarios sem asma, e minimizar a separagao dentro
das classes, onde as classes seguem uma distribuicdo normal e sdo linearmente
espacgaveis (BRERTON, 2013).

Para a LDA, a hipétese admitida é que as amostras do grupo doenga tenham
um grau de similaridade que permita uma discriminacdo de amostras do grupo
controle, pois a analise presume caracteristicas intrinsecas ao grupo. Sendo assim,
as variaveis devem seguir distribuicdo normal, as matrizes devem apresentar certa
homogeneidade e devem-se excluir amostras anémalas. A selegdo dessas variaveis
€ coordenada por testes estatisticos, como por exemplo, o lambda de Wilks
(FERREIRA, 2015).
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A funcgao linear descriminante € matematicamente expressa por:

k(x) =ag+a1xq + ax; + azxz + -+ a,x, =0 Equacao 4

Esta funcdo cria um plano de classificagdo, no qual as amostras de uma
classe sejam segregadas de um lado da superficie, agrupando as amostras da outra
classe do outro lado do plano. Na equacéo, k(x) representa a variavel dependente,
a, sao os coeficientes discriminantes para cada variavel e x, as variaveis
elucidativas do formalismo LDA (FERREIRA, 2015).

O valor de k(x) varia entre zero e um. Se para a classe de doentes for
atribuido o valor 1, resultando em positivo para asma, por exemplo, amostras que
tiverem valores de k(x) maiores que 0,5 serdo classificadas como doentes, sendo
dispostas acima do plano. Consequentemente, amostras com valores de k(x) menor
que 0,5 serdo classificadas como controle, agrupando-se abaixo do plano.
(FERREIRA, 2015).

A Equacgéao 1 que resulta na superficie discriminante € uma consequéncia da
combinagao linear das variaveis que predizem e melhor delineiam a LDA. Em
relacdo a escolha das variaveis, o lambda de Wilks (A) € o mais empregado,
permitindo a investigagdo da presenca da variedade de médias entre as classes

para cada variavel. A Equagao 5 expressa o valor do A, que pode variar de 0 a1.

Sng
SQT

A= Equacao 5

Sendo SQu, € a soma quadratica dos erros dentro do grupo, e SQT € a soma

quadratica residual total. O conjunto de variaveis que predizem o modelo é
selecionado em funcdo do /A e deve ser o menor possivel, pois se busca minimizar o
erro dentro do grupo. Isso diminui a razdo (o lambda).

Com isso, a hipbétese admitida € que a asma, bem como o broncoespasmo
induzido por exercicio, altera o perfil de metabdlitos enddégenos presentes no
condensado do ar exalado, tornando-se possivel a discriminacdo entre amostras
analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H, seguida da

aplicacdo de métodos quimiométricos.
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3 OBJETIVOS
3.1  GERAIS

Construir modelos metabondémicos, a partir de espectros de RMN de 'H, de
amostras de condensado do ar exalado, para o diagndstico de asma e de
broncoespasmo induzido por exercicio (BIE), entre aqueles que tém o diagndstico de

asma.

3.2 ESPECIFICOS
e Otimizar as condi¢des analiticas para obtengdo de espectros de RMN de 'H
de amostras de condensado de ar exalado (CAE);
e Investigar quais formalismos de estatistica multivariada s&o mais adequados
para a constru¢ao dos modelos metabonémicos desejados;

e Identificar as variaveis discriminantes e fazer atribuicdo desses sinais;
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado numa parceria entre o servico de pneumologia
do Hospital das Clinicas onde foram coletadas as informacbes clinicas,
antropométricas e realizados os testes de funcdo pulmonar, medidas da fragao
exalada de oxido nitrico, coleta dos condensados do ar exalado e as técnicas de
broncoprovocagéo para determinagao do BIE, e no Programa de Pés-Graduagao em
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram coletados os dados
espectrais e construidos os modelos metabonédmicos. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Humanos do Centro de Ciéncias da
Saude da UFPE sob o numero do parecer: 2.794.049, 2018 (ANEXO A).

41 RECRUTAMENTO DOS PACIENTES

Foram selecionadas 49 criancas e adolescentes voluntarias de ambos os
sexos com idade entre 10 e 20 anos (pois seriam capazes de realizar a manobra de
hiperventilagdo), diagnosticados por médico assistente especialista, provenientes do
ambulatério especializado de Pneumologia e de Alergologia do Hospital das Clinicas
da UFPE e sem tratamento regular nas ultimas quatro semanas.

Para que pudessem participar da pesquisa, os objetivos e procedimentos
metodoldgicos foram explicados em linguagem acessivel aos pais ou responsaveis e
voluntarios, sendo solicitado, também, o consentimento formalizado na assinatura do
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos pais ou responsaveis dos
individuos para menores de 18 anos e pelos individuos para maiores de 18 anos,
disponiveis nos ANEXO B e C, respectivamente. Para os individuos com idade de
10a 20 anos foi solicitada, também, a asinatura do Termo de Assentimento Livre
Esclarecido (TALE), disponivel em ANEXO D.

4.1.1 Critérios de Inclusao e Exclusao

4.1.1.1 Incluséo
Participaram do estudo, criangas e adolescentes com diagndstico de asma

com idade entre 10 e 20 anos, residentes na Regidao Metropolitana do Recife. Os
voluntarios estudados tiveram o diagnostico de asma dado por médicos
especialistas dos referidos ambulatérios 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 Exclusao

Foram excluidos pacientes em tratamento regular para a asma nas ultimas
quatro semanas, aqueles com historico de exacerbacido de asma ou sintomas de
infeccdo aguda de vias aéreas no mesmo periodo. Foram excluidos, também,
pacientes com asma nao controlada com escore no questionario Asthma Control
Test adaptado para a lingua portuguesa (ACT) menor que 16 (ROXO et al., 2010),
com VEF+1 basal menor que 60% do valor tedrico previsto, aqueles incapazes de
realizar as manobras necessarias para a espirometria, a hiperventilagcido eucapnica

voluntaria ou coleta do condensado do ar exalado.

4.1.2 Intervengoes Realizadas

Apos os procedimentos de avaliagdo inicial dos critérios de inclusdao e
exclusao (inclusive com a execucado da espirometria), deu-se prosseguimento a
coleta da assinatura dos termos de consentimento e assentimento. Na sequencia, os
voluntarios foram submetidos a avaliagcdo antropométrica e responderam ao
questionario Asthma Control Test (ACT), versao validada para o Brasil (ROXO et al.,
2010) e, em seguida, foram coletados 10 mL de sangue, realizados os testes
alérgicos cutdneos e agendado um outro dia para realizagdo dos demais
procedimentos.

No segundo dia de participagdo, os individuos selecionados foram convidados
para executar a manobra de expiracdo lenta para a avaliagdo do Oxido nitrico,
seguindo-se a coleta do condesado do ar exalado (CAE) e depois a espirometria
para determinacdo do valor do VEF+1 basal que visa evitar possiveis alteragdes
produzidas pelas manobras de expiracdo forcada da espirometria na medida da
fracdo exalada de 6xido nitrico (ATS/ERS, 2005.) e no CAE (HORVATH, et al.,
2017).

Em seguida, foi realizada a técnica de broncoprovocagao por hiperventilagao
eucapnica voluntaria (HEV) e medidas de VEF1 em 5, 10, 15 e 30 minutos apds a
broncoprovocagado para avaliar a resposta brénquica (BIE). Uma nova coleta do
oxido nitrico, e do CAE foram realizadas meia hora apds a ultima manobra de

espirometria. O CAE foi congelado em refrigerador a -40° Celsius.
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O teste HEV foi repetido entre 24 horas e 72 horas apds o primeiro teste para
os adolescentes que nao apresentaram o BIE no primeiro dia, para confirmar a

resposta negativa ao teste de broncoprovocacéo.

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

A coleta do CAE foi realizada através da respiragcao do individuo pela boca
(com um clipe no nariz) em uma valvula unidirecional acoplada a uma mangueira
que passava por um banho de gelo. O ar exalado pelo voluntario foi, entéo,
condensado nesta mangueira e coletado, reservando-o em um frasco pequeno de
plastico. 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 — llustracao do equipamento utilizado na coleta do CAE. Em A, tem-se a conexao onde
o voluntario coloca a boca; em B, tem-se uma valvula unidirecional, que evita a passagem de
saliva e o retorno do ar exalado. O ar passa pelo banho de gelo, onde é condensando.

A

Fonte: Adaptado (RODRIGUES FILHO, 2019).

4.3 ANALISE DAS AMOSTRAS POR RMN

Inicialmente, foi investigado se a amostra de CAE poderia conter residuos do
processo de esterilizacdo do condensador ou do préprio sistema. Nesse sentido,
foram obtidos espectros de RMN 'H utilizando amostras de agua destilada, que
passou pelo sistema de coleta, funcionando como brancos.

As amostras foram preparadas utilizando-se 630 pL do CAE, 70 pL de
solugdo tampao de fosfato 0,2 mol.L-' de Na2HPO4/NaH2PQO4 (pH 7,0) e uma gota de
D20 (agua deuterada) para um melhor sinal do lock, em um tubo de RMN de 5 mm
de didmetro. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos usando um espectrometro
de RMN com campo externo igual a 9,0 T, operando a 400 MHz para o nucleo de 'H.
A sequéncia de pulsos de radiofrequéncia utilizada para a obtencao dos espectros
foi a WET, que faz supressdo do sinal da agua, empregando os seguintes
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parametros: janela espectral de 6.410 Hz (16 ppm), tempo de aquisi¢ao igual a 1,40
s, tempo de espera igual a 3,0s, pulsos de RF de 90° igual a 10.4 ps e 160
repeticoes, em 22°C. ApoOs as analises, o restante das amostras foi devolvido para o
grupo do Hospital das Clinicas.

44 TRATAMENTO DOS ESPECTROS

O sinal atribuido ao grupo metil do lactato (BCHs), & 1,33 ppm, foi utilizado
como referéncia de deslocamento quimico (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 regides entre 0,5-
4,0 ppm e de 6,5-9,0 ppm, excluindo-se a regido da agua. As linhas de base foram
corrigidas automaticamente pelo método de Polinbmio de Bernstein e as fases dos
espectros foram corrigidas manualmente. Os espectros foram divididos em regides
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.

45 CONSTRUCAO DA MATRIZ E ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Uma matriz foi construida com os dados espectrais, de forma que cada linha
na matriz representa uma amostra, ou seja, um espectro, enquanto cada coluna &
preenchida com a integral do espectro no bin correspondente. Assim, o estudo foi
realizado com uma matriz com 49 linhas (numero de amostras) e 165 variaveis (163
bins mais as variaveis de classe — Asma e BIE), que foi submetida ao tratamento
quimiométrico (Figura 5).
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Figura 5 — Matriz de bins para construgao dos modelos metabonémicos.

DG53 - £

| A B | & D E F G H 1 J K L M N o P a R s F u ‘j"
1 Title Asma BIE oM 0,08 0,12 0,155999 0,199999 0,239999 0,27999% 0,319999 0,353999 0,39999% 0,439998 0,479998 0,519998 0,559998 0,599598 0,639998 0,679998 0,719997 0, |
2 01 siv NAO 1,318 0,03074 0,003109 0,001039 -0,05584 0,012129 -0,02327 0,046553 -D,01068 -0,14385 -0,00966 0,009786 0,183279 -0,04418 0,294048 0,254867 0,925341 0,795058 0,
3 l02a SIM SIM  1,03121 -0,00262 -0,05412 0,044318 -0,00304 -0,01198 -0,0773 -0,04645 -0,06097 0,053907 -0,06458 -0,06604 -0,06049 -0,02053 0,056036 0,193442 0,302241 0,240163 O, _
4 03 SIMSIM 0151657 0074941 -0,06755 -0,03372 -0,14846 -0,13697 -0,1066 -0,10434 -0,0839% -0,06119 0,141158 -0,0854 -0,06566 0,043804 -0,13718 0,075262 0041677 0,251704 0,
5 |0sA SIM SIM 1,04891 -0,38527 -0,70633 -0,64371 -0,56504 -0,55716 -0,40727 -0,69795 -0,3636 -0,26013 -0,A7487 -0,45031 -0,42556 -0,36503 -0,37875 -0,44275 -0,34646 -0,22882 -(
6 064 SIM  NAO  1,38738 0,133257 -0,08237 -0,03991 -0,10675 0,047567 0,132733 0,12477 0,133057 0,155565 0,370311 0,163039 0,218686 0,277069 0,347009 0,531812 0,431901 0,522493 1 |
7 |07 SIM  SIM 0413148 -0,14074 -0,08903 -0,10014 -0,13806 -0,23146 -0,23335 -0,08042 -0,13883 -0,05737 0,03348 -0,0283 -0,17766 -0,15087 -0,10055 -0,11836 -0,04383 -0,06116 O,
8 02A SIM  SIM  3,24971 0,185144 0,142266 -0,00429 0,121581 0,083007 0,277738 0,055707 0,134509 0,100073 0,018587 0,181936 0,035958 0,078222 0,306878 0,122352 0,141337 0,328919 O,
3 [09A siM NAOD 0,163807 -0,08033 -0,13085 0,030594 -0,33254 -0,24702 -0,16447 0,072706 -0,14635 -0,03121 -0,00496 -0,0036 -0,05523 0,06461 0,097369 0,064916 0,420753 0,89364 1
10 |10A NAO NAD 0,252472 -0,06473 -0,12173 -0,16435 0,048342 0,009693 -0,13965 -0,04336 -0,09064 -0,19322 0,092058 -0,03515 -0,12378 0,019181 0,118666 0,248873 0,114182 0,315445 G,
11 |11A NAO NAD -0,30685 -0,56227 -0,66867 -0,62319 -0,64331 -0,33571 -0,3034 -0,87082 -0,95985 -0,91248 -0,98366 -0,92999 -0,89233 -0,85376 -0,9241 -0,38628 -0,68376 -0,63267 -
12 |12A NAO SIM 0551873 -0,00265 -0,02671 -0,16773 -0,02979 -0,07224 -0,06907 -0,04796 -0,06554 -0,04045 -0,00011 0,138222 0,055792 0,098064 0,418242 0,790242 2,71833 2,28313 G,
13 |13A SIM  SIM 0864893 -0,01591 -0,22472 0,036447 -0,09867 -0,07921 -0,09588 0,114645 -0,07022 -0,00711 0,213036 0,207861 -0,10205 0,441604 -0,05873 0,663874 115511 0,877641 (
14 12A SIM  SIM 0968193 -0,1588 -0,2639 -0,06975 -0,11393 -0,17199 -0,31696 -0,03568 -0,11482 0,021938 -0,00748 -0,17869 -0,13972 -0,1213 0,079869 0,373054 0,988781 0,694112 O,
15 (154 SIM  SIM  0,634825 -0,10149 0,008318 -0,07205 -0,14699 -0,12527 -0,04692 0,095973 0,048351 0,034675 0,067532 0,085666 0,018061 0,035839 0,254537 0,264768 0,592794 0,549599 (
16 |17A SIM  NAQ 466093 0,329822 0,007472 0,005087 -0,08454 0087524 0,052971 0,02717 0,100605 0,165562 0,047634 0,242226 0,506303 0,523006 0,742222 1,37289  3,7963 3,0577L 1
17 184 SIM  SIM 2,03152 0,056684 0,033763 0,001216 -0,04984 -0,06438 -0,03816 -0,00896 -0,03416 0,038114 0,016585 -0,02615 0,011171 0,128798 0,287274 0,45591 1,27258 0,526505 0,
18 194 SIM_SIM 254472 0,110362 -0,04959 0,117783 0,005557 -0,17886 -0,04272 -0,03991 -0,02656 -0,23902 -0,14193 -0,15762 -0,03587 -0,20184 0,146191 0,357549 0,933631 0,77912 O,
19 204 SIM SIM 464743 0,103929 0,067578 0,128914 0,122316 0,142982 0,251735 0,193567 0,093202 0,243563 0,140737 0,25057 0,337952 0,399176 0,76861 1,24993 26652 2,02392 1
20 21A siM NAD 091671 0,082814 -0,03839 0,098435 -0,01584 -0,01111 0,124368 -0,00193 -0,11181 -0,0087 -0,03304 0,035749 0,006975 0,098814 -0,06792 0,137913 0,473752 0,330006 O,
21 224 SIM SIM  1,02738 -0,09877 -0,0476 -0,19633 0,092418 -0,09044 -0,22108 0,004644 -0,05805 -0,0052 0,133252 0,035457 0,044836 0,248779 0,504134 0,699205 1,779 1,38473 0,
23 254 NAO SIM  1,14508 0,099659 -0,10642 -0,03757 -0,09739 0,03845 -0,22814 -0,03814 -0,02903 0,021134 0,00018 0,139398 0,20943 0,238566 0,186146 0,186513 0,251743 0,006342 0,
23 26A NAO NAO 661089 0,017403 -0,01561 0,009277 0,003675 -0,00612 -0,00446 -0,09725 -0,12224 -0,01364 -0,10034 0,014114 0,158061 0,128986 0,408712 0,765052 221771 1,63293 0,
24 1278 SIM_ SIM 535793 0,035254 -0,09074 -0,04257 -0,17248 -0,09834 -0,2893 -0,15519 -0,23972 0,073959 -0,11141 -0,06503 0,026404 -0,28069 -0,21506 0,008438 0,260166 -0,07326 (
25 294 SIM SIM 155237 -0,009 -0,06746 -0,02147 0,037909 0045236 -0,11343 -0,05132 -0,1548 -0,01557 -0,02468 -0,06116 0,040951 0,163087 0,058689 0,194278 0,328986 0,349505 O, _

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
variaveis e dividir este valor pelo desvio-padrdo da amostra. Na coluna, cada célula
de uma mesma variavel (coluna) € subtraida da média de todos os bins da
determinada coluna e dividido pelo desvio padrdo da mesma variavel, conforme

descrito na Equacgao 6.

x =& Equacgéo 6

N

Sendo x é o valor obtido apds o SNV (ou auto escalonamento), sendo a intensidade
do sinal num determinado deslocamento quimico, x; € a intensidade no espectro
original, ou seja, a area de integracao da variavel i, x € a média de x para aquela
amostra (ou variavel) e s € o desvio-padrao de x na amostra (ou variavel).

A matriz final foi submetida a analise exploratéria — Analise de Componentes
Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis). Posteriormente, partiu-se
para os formalismos supervisionados PLS-DA, do inglés Partial Least Squares
Discriminant Analysis e OPLS-DA do inglés, 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

construidos usando cinco variaveis, selecionados a partir do lambda de Wilks. Os
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modelos foram validados usando o LOOCV (do inglés Leave-One-Out Cross
Validation). Foram calculados os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN),
sensibilidade e especificidade de cada modelo apés validagao cruzada.

O Fluxograma 1 esquematiza a estratégia adotada no estudo.

Fluxograma 1 — Esquema que sintetiza os objetivos deste trabalho.

Metabonomica

Diagndsticos
|

Voluntarios da Pesquisa

Asma Asma
Positivo Negativo

l BIE Positivo Il BIE Negativo I

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

Da analise do branco, os resultados indicam que os espectros obtidos
continham apenas o sinal da agua, o que significa que ndo foram encontrados
compostos residuais que pudessem estar presentes no equipamento e que
interferissem nos resultados metabondmicos entre uma coleta e outra, confirmando
a nao contaminacéo do equipamento e a boa higienizagdo do mesmo. LAURENTIIS
et al (2008) mostram que espectros de saliva diferem muito dos CAE, como pode ser

observado na Figura 6:

Figura 6 — Representagio de espectros de RMN de 'H da saliva (a) e condensado do ar exalado
(b) do grupo controle.

a) I b) i I

|
I
Il

| 4 J | ' {

L mld ‘

1] ) |
” il l | " ._A: | l
::.". '/' ’ I] |L Il | ! I'-'-I | .'-u‘l i l‘l'-h‘ r | | " 1
6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0
pPpm ppm

Fonte Laurentiis et al. (2008).

Outra questdo é que a temperatura e umidade do ar podem influenciar no
diagndstico do BIE (CAILLAUD et al., 2014; PARSONS et al., 2013), desta forma,
durante todas as coletas os individuos estavam em local climatizado, permitindo,
assim, uma padronizacdo destes parametros que pudessem influenciar a
responsividade bronquica. Ademais, a temperatura do banho de gelo para a coleta
do CAE nao obteve valores abaixo de zero grau, o que poderia acarretar numa
maior coleta de compostos volateis. Os espectros do CAE obtidos aqui diferem
daqueles apresentados por LAURENTIIS e colaboradores (2008), uma vez que as
temperaturas de condensacao foram bem diferentes. Porém, estes fatores, como
serdo demonstrados adiante, ndo interferiram nos resultados, pois as coletas e
analises foram realizadas de maneira igual para todos.

Quanto a possivel presenga de saliva nas amostras, ndao foram observados
sinais na regido onde sédo observados sinais atribuidos a grupos carbindlicos, tipicos

de agucares. Os espectros foram coletados utilizando solugdo tampao, garantindo
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assim que o mesmo pH fosse mantido para todas as analises, garantindo as
mesmas condigdes experimentais (LAURENTIIS et al, 2008 e AIROLDI et al, 2016).

Ainda nao existe um padrao para qual sequéncia de pulso utilizar, bem como
os parametros de aquisi¢do para a coleta dos dados espectrais de RMN 'H para o
CAE. AIROLDI et al., (2016), IZQUIERDO-GARCIA et al., (2012) e BERTINI et al.
(2014) utilizam uma sequéncia a base do efeito nuclear Overhauser (NOESY),
enquanto SOFIA et al., (2011) e MANISCALCO et al. (2018) ndo especificam qual
pulso utilizaram, apenas relatam que foi um pulso especifico designado para
suprimir o sinal da agua, possivelmente a sequéncia WET ou WATERGATE. A
Figura 7 apresenta um exemplo de espectro de RMN 'H de CAE obtido neste
estudo nas condi¢cdes de analise mencionadas anteriormente com a sequéncia de
pulsos WET.

Figura 7 — Espectro de RMN 'H (400 MHz D20) excluida a regido entre 4 e 6,5 ppm da amostra
01.

S -

i, T T T T A4
2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 640

T T T T T 1
3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2019).

O CAE é um material que é constituido essencialmente por agua, contendo
concentracdes baixas de metabdlitos. Assim, € necessario ter uma sequéncia de
pulsos eficiente para a supressao do sinal da agua. Foram testadas as sequéncias
PRESAT e WET. Os melhores resultados foram alcangados usando a sequéncia de
pulsos WET, com tempo de analise igual a 12 minutos por amostra. Na literatura, os
dados espectrais sdo coletados com pelo menos 30 minutos para cada amostra
(AIROLDI et al., 2016).

A Figura 8 exemplifica como ficam os espectros apds os processamentos no
software MestReNova 12.0. A analise visual dos espectros ndo permite uma
discriminagdo dos individuos de pesquisa - grupo asmatico e grupo controle,

tampouco os que apresentaram BIE dos que foram negativos ao teste, pois os
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espectros sao semelhantes. Podem-se observar diferencas pontuais entre os
espectros das amostras, individualmente, mas busca-se uma diferenca sistematica

entre os grupos.

Figura 8 — Espectro de RMN 'H obtido a 400 MHz das amostras 01 e 03 de asmaticos positivo e
negativo para BIE, respectivamente, apds passar por processamento manual no MestReNova
12.0.

Amostra 3 (asma com BIE)

.

A T T T T A £ T T T T T T T 1
9.0 85 8.0 7.5 7.0 640 25 2.0 15 1.0 05 0

35 3.0
1 (ppm)

Amostra 1 (asma sem BIE)

Mol

14 T T T T A4 T T T T T T T A

B0 8.5 8.0 7.5 7.0 640 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0:2

3.5 3.0
f1 (ppm)

Fonte: A autora (2019).

Descrigcdo do universo da pesquisa

Foram utilizadas 49 amostras, sendo 37 de individuos asmaticos e 12 de sem
asma. Quando consideramos o diagnostico de BIE, temos 30 individuos com BIE e
19 com diagndstico negativo de BIE. O diagnostico negativo para as duas doencgas
foi observado em 09 casos, enquanto o diagnéstico positivo para as duas doengas
foi observado em 27 casos. A Figura 9 abaixo apresenta, de forma esquematica, a

distribuicdo das amostras utilizadas no estudo preliminar.
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Figura 9 — Distribuicdo das amostras em cada grupo. BIE - Broncoespasmo Induzido por

Exercicio

Universo

Fonte: A autora (2019).

Ao se realizar a PCA, utilizando a matriz de covariancia, observou-se que nao
houve um agrupamento natural nas classes de interesse, que pode ser observado
na Figura 10. Isto sugere um cenario bioquimico no qual a variédncia no conjunto de
dados associada ao objeto de investigacdo € muito pequena, indicando que a
abordagem de métodos supervisionados para a modelagem seja recomendavel. As
duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) reuniram 82,9% da variancia

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

Figura 10 — Panorama das duas primeiras PCs, reunindo 82,9% da variancia para Asma (a
esquerda), e 84,6% para BIE (a direita). Legenda: Bolinhas verdes, positivo para asma/BIE;
bolinhas vermelhas, negativo para asma/BIE.
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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 nao foram obtidos

resultados satisfatorios, pois ndo houve separacéo significativa.

Component 2 ( 8 %)

ASMA

Orthogonal T score [1] ( 51.8 %)

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

ASMA Scores Plot
21 ® N<c3>0
e SIM
)
& o
O
] ?
O
@]
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T T T T T
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Component 1 ( 52.7 %)

Fonte: A autora (2019).

Component 2 ( 14.7 %)
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Figura 12 — Panorama OPLSA-DA para Asma (a esquerda) e para BIE (a direita). Legenda:
Bolinhas verdes, positivo para asma/BIE; bolinhas vermelhas, negativos para asma/BIE.
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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 construgédo dos
modelos, como descritos a seguir:

Foram construidos 03 modelos metabondmicos, usando o formalismo LDA:

* Modelo | — Diagndstico de asma (37 positivos versus 12 negativos);

» Modelo Il — Diagnéstico de BIE (30 positivos versus 19 negativos) e;

* Modelo IIl — Diagndstico de BIE em pacientes com diagndstico positivo para
asma (27 positivos versus 10 negativos).

Todos os modelos foram validados por LOOCV (Leave-One-Out Cross
Validation), sendo os valores de predigdo, sensibilidade, especificidade, Valor
Preditivo positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN) extraidos da matriz de
classificagao apdés validacao cruzada.

51 MODELO I

Foram selecionadas 05 variaveis para a constru¢ado do modelo, que resultou
na seguinte fungéo discriminante (FD1):
FD1 = —5,13457.68, 56 + 3,92318.8; 7, + 1,73280.68, 5, — 2,05329.8; 4 + 2,78747. 87 44 — 3,35504

As variaveis importantes para a discriminacao 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 classificacdo positiva para asma; amostras com valores menores que
0,5 sédo classificadas como oriundas de voluntarios sem asma.

A Tabela 2 apresenta a matriz de classificacao, apés validacao cruzada, para

o diagnostico de asma.

Tabela 2 — Matriz de classificagdo do modelo metabondmico | (LDA, 5 variaveis, 49 amostras).

Diagnéstico Clinico

Asma Controle
- Asma 35 3
=
= Controle 2 9

MM1 = modelo metabonémico 1
Fonte: a autora (2019).
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A Figura 13 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo
metabondémico LDA versus os valores observados para cada amostra (0 = Controle;

1 = Asma).

Figura 13 — Modelo LDA - grafico de valores preditos versus valores observados. Em
vermelho, as amostras que foram classificadas no grupo errado.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: SIM
(Analysis sample)

1,4
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-0,2 50A

o
0,4
-0,6 : : ' ' : :
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Observed Values
Fonte: A autora (2019).

O modelo apresentou um poder de predigdo de 89,8%, ou seja, classificou
corretamente 44 amostras das 49 investigadas. A sensibilidade indica 0 numero de
classificagdes corretas entre aqueles que, de fato, apresentam a doenca. No caso, o
modelo metabondmico MM1 classificou como positivos 35 das 37 (35+2) amostras,
resultando numa sensibilidade de 94,6% (35/37). A especificidade diz que entre os
gue s&o negativos para a doenga, 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 classificagdo 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 ndo indicar a presenca da
doenga quando de fato n&o existe, e foi igual a 81,8% (9/11). Foi realizado o teste F
de Fischer para investigar se 0 modelo tem significancia estatistica. Foram utilizados
cinco e 43 graus de liberdade, resultando em Fs43 = 11,33 (p < 0.001).

O valor de F calculado pelo modelo foi significativo, sendo muito maior que o
valor Fs43 tabelado (2,43), apresentando p < 0,001. Observamos que o modelo
desenvolvido na validacado cruzada continuou classificando erradas as amostras 07,
17, 10, 36 e 37 que o modelo original ja tinha errado. Analisaram-se os dados
espectrais e pré-processamentos dessas amostras, mas ndo foram conferidas falhas
que explicassem o equivoco do modelo. Os dados clinicos destes individuos com
classificagao equivocada serao investigados posteriormente.

No presente estudo, por LDA utilizando a selecdo dos cinco melhores
subconjuntos para discriminar os dois grupos, obteve-se uma taxa de 89,8% de
confianga apods a validagdo LOOCV. CARRARO et al., (2007), utilizando o mesmo
material biolégico, demonstram que fazendo a LDA com sinais selecionados de
RMN obtiveram sucesso de discriminagdo 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 individuos asmaticos de grupo controle sem asma com
sensibilidade de 80% e especificidade de 75%, também utilizando uma regido
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 as nossas, nds conseguimos resultados
classificatérios semelhantes, usando um sistema de condensacédo mais simples.

Para a andlise estatistica multivariada, IBRAHIM et al. (2013) foram os unicos
que usaram a regiao apos 7 ppm. Eles diagnosticaram asma em casos e controles
com idade entre 30 e 69 anos com as regides 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 exatidao geral
de 82,3% relatando que as regides de 7,53-7,59 e 7,86-7,90 ppm foram significativas

para a diferenga entre as pessoas com asma que usavam corticosteroides.
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Neste estudo, a regido utilizada foi de 0,5 a 9 ppm, excluindo a regido da
agua de 4 a 6,5 ppm. De acordo com as fungdes discriminantes, as variaveis
selecionadas por LDA derivadas da regido com sinais em 6 7,4 e de 1 a 3 ppm sé&o
as mais relevantes na discriminagdo da asma. A regido de 7.4 ppm pode ser um
fator determinante para que o nosso estudo apresente melhores resultados.

Ao se investigar os possiveis metabdlitos presentes no CAE, SANTINI et al.,
(2016) utilizaram o nariz eletrénico (sensores artificiais que permitem uma descrigao
qualitativa e/ou quantitativa de misturas de compostos organicos volateis) e a
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (GC/MS) para
detectar semivolateis ou compostos volateis na fase gasosa do ar exalado, enquanto
utilizaram a espectroscopia de RMN ou cromatografia liquida acoplada a um
espectrometro de massas (LC/MS) para identificar e fornecer uma avaliagéo
quantitativa de nao volateis ou compostos semivolateis nas particulas de aerossol
que sao coletados pela fase condensada (CAE).

SANTINI et al., (2016) demonstraram que se pode encontrar compostos
volateis, n&o volateis ou semivolateis que podem ser distribuidos em dois grupos
biolégicos: a fase gasosa e a fase condensada. Para a fase gasosa estdo 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, acidos graxos saturados, L-fenilalanina, acetato, propionato e treonina.

Para caracterizar estas moléculas de forma mais adequada, seriam
necessarios experimentos mais complexos de RMN tais como experimentos
bidimensionais homo e heteronuclear, porém estes procedimentos nao estavam
previstos para este estudo. No entanto, MOTTA et al., (2012) fizeram as atribuigbes
dos sinais de RMN presentes no espectro do CAE obtido a temperaturas mais
baixas, realizando espectros de RMN 2D, confirmando alguns com os metabdlitos
associados previamente por LAURENTIIS et al., (2008).

Buscando caracterizar qual metabdlito estaria associado ao deslocamento
quimico que se mostrou relevante para o diagndstico de asma, diferenciando-se dos
outros relatos na literatura, o unico que poderia ser associado seria a fenilalanina
enddégena que possui sinais em 7,3-7,0 ppm. Para os sinais das regides de 1,7-2,2 e
3,2-3,4 ppm, sao descritos a presenga de acetato e compostos oxidados (SANTINI
et al., 2016). No entanto, a multiplicidade dos sinais da fenilalanina n&o corresponde
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a multiplicidade observada (singleto) no espectro em questao, necessitando ampliar
esta investigacgao.

Utilizamos o banco de dados Human Metabolome Database (HMDB) para
investigar os deslocamentos quimicos destes compostos presentes no CAE. A L-
fenilalanina em H20 possui sinais em 7,3-7,4 ppm devido aos prétons de seu anel
aromatico e o préton vizinho a este anel, e sinais em 3,9-4,0 ppm para os demais
protons da cadeia linear, grupo amina e hidroxila. Porém, estes ultimos, sairam
sobrepostos com o sinal da agua, regido que foi cortada.

No espectro da amostra 01 (Figura 14), de um individuo com asma, por
exemplo, observamos dois sinais na regido atribuida a nucleos aromaticos. O sinal
em 0 7,4 ppm foi selecionado como relevante para a discriminagédo 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 'H (CAE, 400 MHz) da amostra 01.
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Fonte: A autora (2019).

Os sinais referentes as regides de baixo deslocamento quimico, de 1 a 3 ppm,
serdo atribuidos posteriormente, com a realizagdo de mais experimentos.
O segundo modelo visa diferenciar individuos com diagndstico positivo para o

BIE dos que nao apresentaram a doenca.
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5.2 MODELO I
Foram selecionadas 05 variaveis para a constru¢ao do modelo, que resultou
na seguinte fungéo discriminante (FD1):
FD1 = 0,70327.8, g, — 0,48425.85 o4 + 0,44806. 83 256 — 1,60313.85 g + 1,42245. 85 7, — 0,62424
As variaveis importantes para a discriminacao 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 classificacdo positiva para BIE; amostras com valores menores que 0,5
s&o classificadas como voluntarios sem BIE (podendo ser asmaticos ou ngo).
A Tabela 3 apresenta a matriz de classificacao, apés validacado cruzada, para

o diagndstico de BIE.

Tabela 3 — Matriz de classificacdo do modelo metabonémico Il (LDA, 5 variaveis, 49 amostras).

Diagnéstico Clinico

BIE Controle
g BIE 25 6
= Controle 5 13

MM2 = modelo metabonémico 2
Fonte: a autora (2019).

O modelo apresentou um poder de predicao 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 significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 43 graus de liberdade,
resultando em Fs43 = 5,13 (p = 0,000879).

A Figura 15 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo
metabondmicos versus os valores observados para cada amostra (0 = Controle; 1 =
BIE).
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Figura 15 — LDA - grafico de valores preditos versus valores observados para o MM2
(diagnéstico de BIE), independente da presenga de asma.
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Fonte: A autora (2019).

Embora o valor de F calculado pelo modelo tenha significancia estatistica,
sendo duas vezes maior que o valor Fs43 tabelado, apresentando p < 0,0008, os
resultados foram inferiores, em relagdo ao modelo para o diagnéstico de asma,
errando 11 amostras apés a LOOCV. No entanto, o conjunto de amostras utilizado
incluiu pacientes com diagnostico positivo para BIE que n&o tem asma e pacientes
do grupo controle do modelo I. Isso pode ser um viés que esta dificultando a
modelagem.

MOTTA et al (2014) reportaram a influéncia da temperatura na coleta dos
CAE dos individuos sem asma. MOTTA mostrou que para CAE coletados a -4,8°C e
-27,3°C, devido a temperatura de condensacado mais alta, os espectros de RMN sao
menos intensos. Porém, a redugcdo da intensidade influencia numa diferenciagcéao
maior no grupo controle do que nos asmaticos. Isto porque os metabdlitos presentes

no CAE no grupo controle sdo mais sensiveis a temperatura do que os metabdlitos
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presentes no CAE dos asmaticos. Ja para os asmaticos, a coleta feita para ambas
as temperaturas nao altera significativamente os metabdlitos. Sendo assim, para
testar essa hipdtese, partimos para o modelo lll, utilizando apenas amostras de
pacientes diagnosticados com asma.

5.3 MODELO Il
Excluindo todos os individuos que tiveram diagnostico negativo para asma,
foram selecionadas 05 variaveis para a constru¢do do modelo, que resultou na
seguinte funcao discriminante (FD1):
FD1 = —1,43801.68y g0 — 0,62515.8, 5, + 2,47724.8; g4 — 2,74462.83 65 + 1,32055.85 7, — 0,57356
As variaveis importantes para a discriminagao 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 classificagdo de asmaticos positivos para BIE; amostras com valores
menores que 0,5 sao classificadas como asmaticos negativos para BIE.
Diferentemente, dos modelos anteriores, aqui foram utilizadas 37 amostras
(apenas voluntarios asmaticos), sendo 27 de pacientes asmaticos com diagndstico
positivo para BIE e 10 de pacientes asmaticos com diagnéstico negativo para BIE
(ver figura 10 da pagina 34). A Tabela 4 apresenta a matriz de classificacdo, apos

validag&o cruzada, para o diagnostico de BIE entre individuos asmaticos.

Tabela 4 — Matriz de classificagdo do modelo metabondmico Il (LDA, 5 variaveis, 37 amostras).

Diagnéstico Clinico

BIE Controle
. BIE 23 2
=
= Controle 4 8

MM3 = modelo metabonémico 3
Fonte: a autora (2019).

O modelo apresentou um poder de predicao 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 significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 31 graus de liberdade, resultando
em Fs31 = 6,54 (p< 0,001).
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A Figura 16 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo
metabondémicos versus os valores observados para cada amostra (0 = Asma sem
BIE; 1 = Asma e BIE).

Figura 16 — LDA - grafico de valores preditos versus valores observados - diagnéstico de BIE
entre asmaticos.
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Observamos que o modelo desenvolvido na validacido 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 |, pois se
trata de classificagao para o BIE, e ndo para asma.

Ao se observar as fungdes discriminantes, as variaveis mais relevantes na
discriminagao foram da regido com sinais entre 6 0,8 a 3,72ppm. A regido de 1,7 a
2,2 ppm pode ser atribuido a produtos acetilados (CARRARO et al, 2007). Buscando
novamente no banco de dados HMDB, o sinal atribuido ao grupo metil do acetato

em agua a um pH 7,0 é 1.91 ppm. Um experimento simples foi feito para



46

comprovagao deste sinal que se deu por adicionar a amostra uma gota de uma
solugdo muito diluida de acido acético (uma gota de acido acético em 10 mL de
agua) para observar o aumento da concentragdo desta espécie e,
consequentemente, aumento do sinal esperado para este composto. Este aumento

pdde ser observado na comparagao dos espectros da amostra 50 na Figura 17.

Figura 17 - Zoom dos espectros de RMN de 'H da Amostra 50 sem e com a adi¢do do acido
acético, respectivamente, comparando o aumento da intensidade do sinal do acetato em & 1.91

ppm.

Amostra 50

Amostra 50 + Acetato

Fonte: A autora (2019).

Com isso, esta comprovada a atribuicdo do acetato como variavel importante
para a classificagao/discriminagédo entre portadores de BIE no grupo de asmaticos.
Estudos mostram que a frequéncia do BIE em individuos asmaticos 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 prevaléncia entre criancas foi de 45% (CABRAL et al.,
1999). Para brasileiros obesos, a prevaléncia é de 50% (LOPES et al., 2010). No
estudo, aqui apresentado, temos uma frequéncia de 75,7% (28/37) de BIE em
asmaticos com idade entre 10 e 20 anos.

Apesar de ser um estudo piloto, os valores de predicdo de 83,8%,
sensibilidade de 82,1%, especificidade de 80% obtidos a partir da LDA indica que a
estratégia metabondbmica tem potencial como ferramenta no emprego para

diagndstico do BIE, sendo uma técnica nao invasivo visto que € utilizado um material
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que ja comumente expelido pelo ser humano sem esforgos adicionais e que provém
diretamente das vias aéreas. Ademais, o valor do F calculado tem significancia
estatistica, pois foi duas vezes maior que o F tabelado Fs31 = 2,54.

O modelo ainda classificou trés amostras como falso positivo e duas amostras
como falso negativo. Estudos mostram que existe uma discordancia de 24% dos
casos em serem positivos ou negativos para os dois dias de teste do BIE
(ANDERSON, et at., 2010).



48

6 CONCLUSAO

Foram construidos trés modelos metabonémicos, usando o formalismo LDA
aplicados a dados espectrais de RMN de 'H obtidos de condensados de ar exalado
por voluntarios participantes da pesquisa. A partir dos resultados obtidos, conclui-se
que o formalismo LDA mostrou-se uma estratégia metabonémica promissora para o
diagnostico de doengas do trato respiratério como a asma e o BIE, pois, mesmo com
0 numero reduzido de amostras para o estudo, os valores de predicao, sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN descritos pelo modelo metabonémico foram bastante
significativos, indicando grande potencial no emprego para diagnéstico destas
doencas como ferramenta investigativa.

Em relacdo ao diagndstico de asma, vimos que a variavel com deslocamento
em 7.40 ppm ¢€ relevante na discriminagdo entre os grupos, variavel que
possivelmente esta atribuida a estrutura da L-fenilalanina enddégena. Com esta
variavel, 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 € pioneiro, uma vez que nao
encontramos relatos de emprego da espectroscopia de RMN associada a
quimiometria para diagnosticar BIE e identificar metabdlitos associados. Os
resultados alcancados até o momento sdo bastante expressivos, pois 0 modelo
conseguiu uma classificacdo de aproximadamente 84% entre individuos asmaticos e
de aproximadamente 78% em todo o universo amostral. Porém, precisa-se ampliar a
base de dados e fazer experimentos que melhor atribuam as variaveis
discriminantes para baixos deslocamentos quimicos.

Por fim, a questdo de nosso estudo estar lidando com um analito
completamente n&o invasivo para a investigagdo de uma doenga causa entusiasmo.
Até entdo, o diagnostico da asma é feito através da espirometria, que busca
identificar o estreitamento dos brénquios. Um exame relativamente simples e rapido,
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
interpretacdo médica.

Para o BIE, o diagnéstico € um pouco mais complicado, pois o individuo

precisa ser submetido a um esforgo fisico e ainda assim faz-se necessario que ele
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retorne ao laboratério para a confirmacédo da doenga e conclusao do diagnéstico.
Assim, o0 modelo metabonémico seria um elemento a mais para fechar o diagnéstico

de broncoespasmo induzido por exercicio.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: METABONOMICA E DOSAGEM DE CITOCINAS NO CONDENSADO DO AR
EXALADO ; ESTUDO EXPLORATORIO PARA AVALIAR DIFERENGAS ENTRE
INDIVIDUOS ASMATICOS COM E SEM BRONCOESPASMO INDUZIDO POR
EXERCICIO.

Pesquisador: EDIL DE ALBUQUERQUE RODRIGUES FILHO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 91082318.7.0000.5208

Institui¢ao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.796.049

Apresentacdo do Projeto:

Projeto de pesquisa do Doutorando Edil de Albuquerque Rodrigues Filho, sob a Orientagdo do Prof. Dr.

José Angelo Rizzo e Co-Orientagdo do Prof. Dr. Décio Medeiros Peixoto, a ser apresentado ao colegiado do
Programa de Poés-graduagdo em Saude da Crianga e do Adolescente do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco.

Tem como objetivo analisar e comparar o perfil de metabdlitos e de citocinas inflamatérias presentes no
condensado do ar exalado(CAE) em criangas e adolescentes asmaticos com e sem Broncoespasmo

Induzido por Esforgco(BIE) apos teste de broncoprovocagdo por Hiperventilagdo Eucapnica Voluntaria.

Trata-se de um estudo transversal, exploratério, comparativo, aberto e com amostra por conveniéncia que
sera realizado no servico de pneumologia da Universidade Federal de Pernambuco-Hospital das Clinicas
(UFPE-HC), onde serdo coletadas as informagdes clinicas e antropométricas e realizados os testes de
funcéo pulmonar, medidas do FeNO (Fracdo exalada do Acido Nitrico), coleta dos condensados do ar
exalado(CAE) e as técnicas de broncoprovocacédo para determinacdo do BIE. A andlise dos metabdlitos no
condensado do ar exalado sera realizada no Departamento de Quimica Fundamental, da Universidade
Federal de Pernambuco. A analise das citocinas no condensado do ar exalado sera realizada no

Departamento de Imunologia do Centro
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de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ.

Serdo selecionadas 40 criancas e adolescentes asmaticos diagnosticados por médico assistente
especialista e provenientes do ambulatdrio especializados de Pneumologia e de Alergologia do Hospital das
Clinicas da UFPE, sem tratamento regular nas ultimas 4 semanas, com idade entre 10 e 20 anos e de
ambos os sexos. Os voluntarios residem na cidade do Recife e Regido Metropolitana com diagnéstico de
asma dado por médicos especialistas dos referidos ambulatérios e classificados de acordo com os critérios

embasamento cientifico, esperam verificar se existem diferengas no espectro metabondmico e de citocinas
do condensado do ar exalado entre criancas e adolescentes asmaticos com e sem broncoespasmo induzido
por exercicio, possibilitando um melhor entendimento na fisiopatologia do broncoespasmo induzido por

exercicio em individuos asmaticos.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS GERAL

Analisar e comparar o perfil metabonémico e de citocinas inflamatérias presentes no condensado do ar
exalado em adolescentes asmaticos com e sem BIE apds teste de broncoprovocacdo por Hiperventilagdo
Eucapnica Voluntaria.

ESPECIFICOS —

1- Construir modelos metabonémicos, usando dados espectrais de RMN obtidos no CAE de adolescentes
asmaticos com e sem BIE, comparando dados obtidos pré e pos testes de broncoprovocagao;

2- ldentificar os metabolitos endégenos associados com a discriminagao entre os grupos de estudo e
investigar as rotas metabolicas envolvidas no processo.

3 - Analisar e comparar as concentragdes de citocinas inflamatérios (IL-4, IL-5, IL-6, IL8, IL-13, IL-15, IL-16,
IL17A, MCP-1, MIG e TNF-) no condensado do ar exalado em adolescentes asmaticos com e sem BIE;

4 -Medir e comparar os niveis de fracdo de oxido nitrico exalado (FeNO) antes e apos a broncoprovocacgéo
em adolescentes asmaticos com e sem BIE -Verificar as correlagdes entre a FeNO, o modelo metabonémico

espectral e a concentracdo de citocinas no CAE de pacientes com e
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sem BIE.

5- Correlacionar modelo metabolémico espectral e a concentracédo de citocinas em pacientes com e sem
BIE com a eosinofilia sanguinea, IgE total e atopia. - Estudar a associacdo entre a intensidade da redugdo
do VEF1 apoés a broncoprovocagdo com a concentragdo e tipo de metabolitos e de citocinas no CAE -
Verificar as associagdo entre o estado de controle da asma pela pontuagcdo no Teste de Controle da Asma
(ACT) e concentragdes de metabdlitos e citocinas no CAE.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Dor e sangramento discretos por ocasido da puncdo venosa para realizagdo do hemograma e
dosagem de IgE total. Os testes alérgicos cutdneos ja fazem parte da rotina de avaliacdo de pacientes
asmaticos e tem como principal evento adverso discreto sangramento no local das puncturas. A espirometria
& também exame de rotina na avaliagdo de pacientes asmaticos e tem como possibilidade de riscos o
desencadeamento de episddio de asma (raro) ou a fadiga do paciente. O teste de Hipervenvilagdo
Eucapnica Voluntaria para diagnoéstico de BIE é realizado rotineiramente na investigagédo de queixas de
dispneia associa a exercicio em individuos com histéria clinica sugestiva de asma. Tem sido utilizado seja
na clinica assistencial como em diversas outras pesquisas anteriormente aprovadas pelo CEP/CCS/UFPE
sem que tenham sido registrados eventos adversos considerados graves (necessidade de internacéo por
crises de asma ou quedas com traumatismos). O risco inerente ao teste & o desencadeamento de sintomas
de dispneia associados a hiperventilagdo ou ao broncoespasmo desencadeado. A mensuragdo do FeNO
ndo apresenta riscos para os pacientes, de acordo com a literatura , Nao s&o relatados efeitos adversos
durante a coleta do condensado do ar exalado.

Beneficios: Os participantes poderdo se beneficiar diretamente dos resultados dos exames pelo diagnostico
de BIE e do seu tratamento pelo médico assistente. A populacdo em geral sera beneficiada pelos
conhecimentos advindos dos resultados da pesquisa e pelas perspectivas de novos conhecimentos a serem
gerados pelas duvidas suscitadas. Todos os resultados serdo disponibilizados aos pacientes e a seus
médicos assistentes para um melhor tratamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa muito bem definido e com metodologia fundamentada em ampla reviséo
bibliografica. Os critérios de inclusdo e exclusdo estdo claros e bem definidos assim como as técnicas a
serem utilizadas minuciosamente apresentadas mediante descricédo e
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representacdo grafica e com fotos dos procedimentos. Os documentos anexados ao projeto atendem as
exigéncias necessarias.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Cronograma: Coleta de dados programada para o periodo de agosto a dezembro de 2018;

Orgcamento: estimado no total em R$ 14.107,00 referente a aquisigido de Cilindros de gases e material de
escritorio;

Folha de Rosto preenchida de forma adequada;

TCLE redigido de forma clara e acessivel aos voluntarios maiores e menores de 18 anos;

Curriculum vitae dos pesquisadores anexados, plataforma lattes;

Cartas de anuéncia do Laboratério Aggeu Magalhaes, Departamento de quimica, Servico de Pneumologia e
Servigo de Alergia e Imunologia do HC anexadas;

Termo de confidencialidade.

Recomendagoes:
Sem recomendacdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVAGCAOQ DEFINITIVA do projeto sé sera dada apés o envio da Notificagdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciacdo desse relatdrio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucéo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
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Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacgéo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1129982.pdf 08:32:40
Outros SIGA.jpg 05/06/2018 |EDIL DE Aceito

12:35:33 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Outros Termo_Confidencialidade.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:33:34 |(ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Qutros RONALDO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:26:46 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

QOutros RICARDO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:26:29 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Outros MARCO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:26:12 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Outros EMANUEL .pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:25:51 |[ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Qutros EDIL.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:25:36 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

QOutros DECIO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:25:17 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

QOutros CLAUDIO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:24:59 | ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO

Enderego: Av.da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Satlde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 05 de 07

59



P2

Centinuacdo do Parecer: 2.796.049

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

QRranit

mo

Outros ANGELO.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:24:41 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Outros ANDERSON.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
12:24:20 |(ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Projeto Detalhado / [METABONOMICA_E_DOSAGEM_DE_ | 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Brochura CITOCINAS_NO_CONDENSADO_DO_ 12:10:11  [ALBUQUERQUE
Investigador AR EXALADO.pdf RODRIGUES FILHO
TCLE / Termos de | TCLE_responsavel_legal.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Assentimento / 12:08:46 |ALBUQUERQUE
Justificativa de RODRIGUES FILHO
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_maiores_de_18.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Assentimento / 12:07:38 |(ALBUQUERQUE
Justificativa de RODRIGUES FILHO
| Auséncia
TCLE / Termos de | TALE.pdf 05/06/2018 |EDIL DE Aceito
Assentimento / 12:07:18 |[ALBUQUERQUE
Justificativa de RODRIGUES FILHO
| Auséncia
Folha de Rosto folha_de_rosto_pronta.pdf 04/06/2018 |EDIL DE Aceito
21:26:42 |ALBUQUERQUE
RODRIGUES FILHO
Declaragao de CARTAS_LABORATORIO_HC_AGGEU| 16/05/2018 (EDIL DE Aceito
Instituicdo e .pdf 11:46:46 |(ALBUQUERQUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO
Declaragao de CARTA_PNEUMOLOGIA pdf 16/05/2018 |EDIL DE Aceito
Instituicdo e 11:46:22 [ALBUQUERQUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO
Declaragdo de CARTA_DEPARTAMENTO_DE_QUIMI | 16/05/2018 |EDIL DE Aceito
Instituicdo e CA.pdf 11:46:07 |ALBUQUERQUE
|Infraestrutura RODRIGUES FILHO
Declaragao de CARTA_ALERGIA_E_IMUNOLOGIA.pdff 16/05/2018 [EDIL DE Aceito
Instituicao e 11:45:25 |(ALBUQUERQUE
Infraestrutura RODRIGUES FILHO

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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RECIFE, 02 de Agosto de 2018

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
(TCLE)

0
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA
RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolugio 466/12)
(APENDICE B)
¥ UnmRSIOM
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO s O

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

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

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

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

jarizzo@hotlink.com.br

Este documento se chama Termo de Consentimento e pode conter alguns topicos que
o/a senhor/a ndo entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe
solicitando, para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido(a) sobre tudo que sera feito.
Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar que o (a)
menor faga parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa nem o (a) Sr.(a) nem o/a voluntario/a que esta sob sua responsabilidade serdo
penalizados (as) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o
consentimento da participagdo do (a) menor a qualquer tempo, sem qualquer

penalidade.



INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos quimicos presentes no
condensado do ar expirado em adolescentes asmaticos apos teste de provocagdo por
Hiperventilagdio Eucapnica Voluntaria.  Nesta pesquisa queremos comparar 0s
componentes que existem no condensado da respiragdo, antes e depois dos testes
respiratorios.

Depois de fazer a espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo
médico para avaliar se os bronquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas ao
seu filho (a), sobre o tratamento e se teve gripe ou crise de asma nas Gltimas 4 semanas,
em seguida ele sera convidado a participar da pesquisa e o que ele ira fazer sera
explicado para ambos. Ele s6 continuard na pesquisa se os seus bronquios ndo estiverem
apertados, se nao tiver tido crise ou gripe nas ultimas 4 semanas, se nio estiver em
tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

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

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

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

Neste segundo dia, em primeiro lugar ele fara um exame respirando pela boca
normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substancia no ar que
vocé expira, chamada Oxido Nitrico. Depois ele ira novamente respirar pela boca em
outro tubo, normalmente, durante 10 minutos para coletar a agua que normalmente sai
com sua respiracdo. Depois disso ele ira fazer nova espirometria (exame do sopro) e sua
participagdo vai continuar somente se seus bronquios ndo estiverem apertados. Depois

ele realizara um teste chamado hiperventilagio. Ele ira respirar rapido, pela boca, ar que
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vem de um baldo através de um bocal. O Examinador ira estimular ele para manter o
ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer sensacdo de aperto nos
bronquios e de falta de ar. Ele pode interromper ou pedir para parar a qualquer
momento. Se for detectado que vocé esta com os bronquios apertados e isso estiver
causando desconforto, isto pode ser interrompido com a aplicagdo de uma medicac@o
que atua rapidamente. Depois desse teste, ele ira realizar novamente o passo de respirar
em um tubo durante 10 minutos para colher a dgua de sua respiragéo.

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

Os participantes da pesquisa poderdo se beneficiar diretamente dos resultados
dos exames pelo diagnostico de BIE e seu tratamento pelo médico assistente. A
populagdo em geral sera beneficiada pelos conhecimentos advindos dos resultados da
pesquisa e pelas perspectivas de novos conhecimentos a serem gerados pelas duvidas
suscitadas. Todos os resultados serdo disponibilizados aos participantes e a seus
meédicos assistentes para um melhor tratamento.

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

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

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

Eu, , CPF , abaixo

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

interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do Participante

Impresséo digital

(opcional)

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa € o
aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome; Nome:

Assinatura: Assinatura;
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
(TCLE)

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

(APENDICE A)

g UNFYERSIOM
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO s O
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

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

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

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

mail: jarizzo@hotlink.com.br

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo
entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando, para
que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apos ser
esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo,
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ¢
sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado
(a) de forma alguma. Também garantimos que vocé tem o direito de retirar o
consentimento e desistir da sua participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer

penalidade.



INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos quimicos presentes no
condensado do ar expirado em adolescentes asmaticos apos teste de provocagdo por
Hiperventilagdio Eucapnica Voluntaria.  Nesta pesquisa queremos comparar 0s
componentes que existem no condensado da respiragdo, antes e depois dos testes
respiratorios.

Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu
médico para avaliar se seus bronquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas
sobre seu tratamento e se vocé teve gripe ou crise de asma nas ultimas 4 semanas, em
seguida vocé sera convidado a participar da pesquisa e o que vocé ira fazer sera
explicado para vocé. Vocé so continuara na pesquisa se os seus bronquios no estiverem
apertados, se nao tiver tido crise ou gripe nas ultimas 4 semanas, se nfio estiver em
tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

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

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

Vocé devera comparecer em um segundo dia ao servigo (combinado entre vocé e
o pesquisador) para a realizagéo do restante dos exames.

Neste segundo dia, em primeiro lugar vocé fara um exame respirando pela boca
normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substincia no ar que
vocé expira, chamada Oxido Nitrico. Depois vocé ird novamente respirar pela boca em
outro tubo, normalmente, durante 10 minutos para coletar a agua que normalmente sai
com sua respiragdo. Depois disso vocé ira fazer nova espirometria (exame do sopro) e
sua participagdo vai continuar somente se seus bronquios ndo estiverem apertados.

depois vocé realizara um teste chamado hiperventilagio. Vocé ira respirar rapido, pela
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boca, ar que vem de um baldo através de um bocal. O Examinador ira estimular vocé
para vocé manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer
sensagdo de aperto nos bronquios e de falta de ar. Vocé pode interromper ou pedir para
parar a qualquer momento. Se for detectado que vocé esta com os bronquios apertados e
isso estiver lhe causando desconforto, isto pode ser interrompido com a aplicagdo de
uma medicagdo que atua rapidamente. Depois desse teste, vocé ira realizar novamente o
passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a dgua de sua respiragio.

Vocé podera se beneficiar diretamente dos resultados dos exames pelo
diagnostico de BIE e seu tratamento pelo médico assistente. A populagdo em geral sera
beneficiada pelos conhecimentos advindos dos resultados da pesquisa e pelas
perspectivas de novos conhecimentos a serem gerados pelas duvidas suscitadas. Todos
os resultados serfio disponibilizados a vocés e a seus médicos assistentes para um
melhor tratamento.

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

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

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

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

Eu, , CPF , abaixo

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

qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Impresséo digital

(opcional)

Assinatura do Participante

Presenciamos a solicitagio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o
aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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(TALE)

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

(APENDICE C)

4
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE '

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

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

OBS: Este Termo de Assentimento do menor de 07 a 18 anos nio elimina a
necessidade da elaboracio de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do menor.

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

Este documento se chama Termo de Assentimento e pode conter algumas
palavras que vocé ndo entenda. Se tiver alguma duvida, pode perguntar a pessoa a quem
esta lhe entrevistando, para compreender tudo o que vai acontecer. Vocé ndo tera
nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a)
sobre qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. Apos ler
as informagdes a seguir, caso aceite participar do estudo, assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador

responsavel. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema se desistir, é um

ANEXO D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE
FEDERAL
DE PERNAMBUCO

70



direito seu. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e
assinar um Termo de Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou

interromper a sua participagdo a qualquer momento.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo do estudo é analisar e comparar os elementos quimicos presentes no
condensado do ar expirado em adolescentes asmaticos apés teste de provocagdo por
Hiperventilagdio Eucapnica Voluntaria.  Nesta pesquisa queremos comparar 0s
componentes que existem no condensado da respiragdo, antes e depois dos testes
respiratorios.

Depois de fazer sua espirometria (exame do sopro) de rotina solicitada pelo seu
médico para avaliar se seus bronquios estdo apertados serdo feitas algumas perguntas
sobre seu tratamento e se vocé teve gripe ou crise de asma nas ultimas 4 semanas, em
seguida vocé sera convidado a participar da pesquisa e o que vocé ira fazer serd
explicado para vocé. Vocé so continuara na pesquisa se os seus bronquios néo estiverem
apertados, se ndo tiver tido crise ou gripe nas Gltimas 4 semanas, se ndo estiver em
tratamento regular para sua asma e se estiver de acordo em participar.

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

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

Vocé devera comparecer em um segundo dia ao servigo (combinado entre vocé e
o pesquisador) para a realizagdo do restante dos exames.

Neste segundo dia, em primeiro lugar vocé fara um exame respirando pela boca
normalmente em um tubo durante 30 segundos para medir uma substincia no ar que

vocé expira, chamada Oxido Nitrico. Depois vocé ira novamente respirar pela boca em
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outro tubo, normalmente, durante 10 minutos para coletar a agua que normalmente sai
com sua respiragdo. Depois disso vocé ira fazer nova espirometria (exame do sopro) e
sua participacdo val continuar somente se seus bronquios ndo estiverem apertados.
depois vocé realizara um teste chamado hiperventilagdo. Vocé ira respirar rapido, pela
boca, ar que vem de um baldo através de um bocal. O Examinador ira estimular vocé
para voc€ manter o ritmo durante 6 minutos. Neste teste o risco é que pode ocorrer
sensagdo de aperto nos bronquios e de falta de ar. Vocé pode interromper ou pedir para
parar a qualquer momento. Se for detectado que vocé esta com os bronquios apertados e
isso estiver lhe causando desconforto, isto pode ser interrompido com a aplica¢do de
uma medicagdo que atua rapidamente. Depois desse teste, vocé ira realizar novamente o
passo de respirar em um tubo durante 10 minutos para colher a agua de sua respiragdo.

Vocé podera se beneficiar diretamente dos resultados dos exames pelo
diagnostico de BIE e seu tratamento pelo médico assistente. A populagdo em geral sera
beneficiada pelos conhecimentos advindos dos resultados da pesquisa e pelas
perspectivas de novos conhecimentos a serem gerados pelas davidas suscitadas. Todos
os resultados serdo disponibilizados a vocés e a seus médicos assistentes para um
melhor tratamento.

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

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

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

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
(A)

Eu, , CPF , abaixo

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

qualquer penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do Participante

Impresséo digital

(opcional)

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa € o
aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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