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RESUMO 

Introdução: A asma é um problema comum e com importante prejuízo para a 

saúde em todo o mundo. O diagnóstico de asma depende, na verdade, de uma 

combinação de fatores clínicos, responsividade ao broncodilatador na função 

pulmonar e inflamação das vias aéreas. Consequentemente, a busca por uma 

plataforma não invasiva, livre de reagentes e específica para o diagnóstico de 

asma é necessária na prática clínica. A espectroscopia de infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR) fornece uma análise sensível de amostras 

biológicas complexas e demonstrou ser uma ferramenta robusta para a detecção 

precisa de doenças. Objetivo: Este estudo explora se FTIR pode produzir perfis 

espectrais distintos na saliva de pacientes asmáticos em comparação com 

indivíduos saudáveis. Material e métodos: Dez pacientes com asma e dez 

saudáveis foram selecionados para coletar saliva. O perfil salivar foi analisado 

por espectroscopia ATR-FTIR e os modos vibracionais foram avaliados quanto 

à capacidade diagnóstica pela curva ROC. Resultados: A intensidade de oito 

modos vibracionais (dois dos espectro original e seis do espectro de segunda 

derivada) mostrou diferenças significativas entre pacientes com asma e 

indivíduos saudáveis. Nas bandas 2344 cm-1 e 1341 cm-1 do espectro original, 

a áreas de absorbância foram aumentadas (p <0,05) nos pacientes com asma, 

comparados aos controles pareados. A análise ROC para estes modos 

vibracionais mostrou: 2344 cm-1: AUC 0,80, sensibilidade 70%, especificidade 

90%; 1341 cm-1: AUC 0,77 sensibilidade 70%, especificidade 80%. No 

espectro da segunda derivada, a intensidade do pico de seis modos vibracionais 

da saliva (1629, 1156, 1119, 1076, 745 e 619 cm-1) estavam reduzidos (p <0,05) 

na asma em comparação ao grupo controle e a análise ROC para eles mostrou: 

1629 cm-1: AUC 0,83, sensibilidade 80%, especificidade 70%; 1156 e 1119 cm-

1: AUC 0,80, sensibilidade de 70%, especificidade 80%; 1076 cm-1: AUC 0,85, 

sensibilidade 70%, especificidade 90%; 745 cm-1: AUC 0,88, sensibilidade 
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70%, especificidade 90% e 619 cm-1: AUC 0,87, sensibilidade 70%, 

especificidade 100%. Conclusão: De modo geral, a espectroscopia ATR-FTIR 

por reflexão total atenuada pode fornecer uma ferramenta útil para 

complementar a análise na rotina clínica do diagnóstico de asma. 

Palavras- chave: Asma, saliva, ATR-FTIR, biomarcadores e diagnóstico.  
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ABSTRACT 

Introduction: Asthma is a common and a major  health burden worldwide. 

Asthma diagnosis actually relies on a combination of clinical factors, 

bronchodilator responsiveness in lung function, and airway inflammation.  

Consequently, the search for a non-invasive, reagent-free, and specific platform 

to asthma diagnosis is needed for clinical practice. Fourier transform infrared 

(FTIR) spectroscopy provides for sensitive analysis of complex biological 

samples and demonstrated to be a robust tool for accurate detection of disease. 

Objective: This study explores whether FTIR can produce distinct spectral 

profiles in saliva of asthmatic patients comparing to healthy subjects.  

Material and methods: Ten asthma patients and ten healthy subjects were 

selected to collect saliva. The salivary profile was analyzed by ATR-FTIR 

spectroscopy and the vibrational modes were evaluated for diagnostic ability by 

ROC curve. Results: The intensity of eight vibrational modes (two of original 

spectra and six of second derivative spectra) showed significant changes 

between asthma patients and health subjects. In original spectra bands 2344 cm-1 

and 1341cm-1, area absorbance  were increased (p < 0.05) in asthma patients 

compared to matched-controls. ROC analysis for these vibrational modes 

showed: 2344 cm-1: AUC 0.80, sensitivity 70%, specificity 90%; 1341cm-1: 

AUC 0.77 sensitivity 70%, specificity 80%. At second derivative spectra, 

intensity of peak in six vibrational modes of saliva (1629, 1156, 1119, 1076, 745 

and 619cm-1) were reduced (p < 0.05) in asthma compared to control group and 

ROC analysis for them showed: 1629 cm-1: AUC 0.83, sensitivity 80%, 

specificity 70%; 1156 and 1119 cm-1: AUC 0.80, sensitivity of 70%, specificity 

80%; 1076 cm-1: AUC 0.85, sensitivity 70%, specificity 90%; 745 cm-1: AUC 

0.88, sensitivity 70%, specificity 90% and 619 cm-1: AUC 0.87, sensitivity 70%, 

specificity 100%. Conclusion: Altogether, attenuated total reflection ATR-FTIR 
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spectroscopy may provide a useful tool to complement analysis in the clinical 

routine for the diagnosis of asthma. 

 

Keywords: Asthma, saliva, ATR-FTIR, biomarkers and diagnosis.  
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1. INTRODUÇÃO 

 A asma é uma doença crônica das vias aéreas, comum em todas as idades, 

que afeta de 5 a 10% da população de países desenvolvidos (WENZEL, 2012). 

Segundo estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), 235 milhões de 

pessoas sofrem de asma no mundo, sendo que a doença é ainda sub-

diagnosticada e sub-tratada (WHO, 2018).  

 A asma é um problema de saúde pública global, independentemente do 

nível de desenvolvimento dos países, entretanto, mais de 80% das mortes 

ocorrem em países de baixa e média-baixa renda (WHO, 2018). Muitas destas 

mortes são evitáveis e decorrem da precariedade dos serviços de saúde em 

diagnosticar, monitorar o tratamento e prevenir exacerbações (BOUSQUET et 

al., 2005). 

 O diagnóstico de asma pode ser confirmado quando o paciente apresenta 

sintomas respiratórios episódicos, como: tosse, sibilos, falta de ar (dispneia) e 

aperto no peito, e também uma excessiva variabilidade na função pulmonar, 

com limitação ao fluxo expiratório de ar documentada, pelo menos em uma 

ocasião (GINA, 2018). A espirometria é o método mais indicado para medir a 

limitação ao fluxo expiratório de ar e a reversibilidade da obstrução após uso de 

broncodilatador (MILLER, 2005). Outros testes como os de bronco-provocação 

com exercícios ou fármacos podem ser necessários, associados `a espirometria, 

para confirmar o diagnóstico em alguns casos. 

 A asma é uma doença heterogênea, apresentando vários grupos de 

pacientes com características demográficas, clínicas e fisiopatológicas distintas, 

conhecidos como fenótipos da asma (GINA, 2018). Alguns fenótipos, como a 

asma alérgica, que tem início na infância e associação com história pregressa ou 

familiar de alergia, são mais facilmente reconhecíveis, mas em outros casos, 

aonde o início da doença é tardio ou há limitação fixa ao fluxo de ar, o 
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diagnóstico diferencial com outras doenças pulmonares crônicas é necessário. 

Na prática clínica pode ser difícil  distinguir a asma da doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC), principalmente em pacientes mais velhos,  fumantes 

e ex-fumantes, e estas duas condições podem também coexistir no mesmo 

paciente (GINA, 2017). 

 Para auxiliar o diagnóstico de asma e caracterizar de forma molecular 

seus fenótipos, várias pesquisas tem sido realizadas no intuito de se identificar 

os biomarcadores da doença (WENZEL, 2012). Os biomarcadores são qualquer 

substância quantificável em tecido ou fluidos de pacientes que refletem os 

mecanismos biológicos subjacentes da doença investigada. A busca de 

biomarcadores pode ser determinada por duas estratégias principais: avaliar 

moléculas de uma via metabólica conhecida, que fisiopatologicamente se 

relacione com a doença, ou utilizar métodos biológicos sistêmicos gerais  como 

proteômica, transcriptômica e metabolômica (LEY; BROWN; COLLARD, 

2014). 

 A Espectroscopia de Reflexão Total Atenuada no Infravermelho com 

Transformada de Fourier (ATR-FTIR) é um método que analisa o metabolismo 

biológico (metabolômica). A radiação no espectro do infravermelho ativa a 

vibração das ligações moleculares presentes na amostra, e estes modos 

vibracionais são mensuráveis pela ATR-FTIR, permitindo estudar a composição 

molecular da amostra (BAKER et al., 2014). A técnica também informa sobre 

alterações bioquímicas patológicas resultantes de doenças. Do ponto de vista 

diagnóstico, as impressões digitais por espectroscopia FTIR constituem-se 

biomarcadores espectrais e podem ser usadas para discriminar entre diferentes 

tipos de células, tecidos e fluidos corporais, bem como para detectar doenças 

(BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007). 

 Na campo do diagnóstico de doenças, ATR-FTIR tem sido principalmente 

explorada na oncologia (FUJIOKA et al., 2004)(GAJJAR et al., 2013)(LEWIS 
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et al., 2010), mas várias outras áreas já utilizaram a técnica como ferramenta   

potencial (SCAGLIA et al., 2011)(STAIB et al., 2001).  

 A saliva é um fluido corporal de fácil obtenção, que sofre interferências 

em sua composição em consequência de processos patológicos no organismo 

(RATHNAYAKE et al., 2013), o que a torna apropriada para ATR-FTIR com 

objetivo de diagnosticar doenças. 

 Desta forma, realizamos este estudo para testar a hipótese de que os 

modos vibracionais expressos na saliva de pacientes asmáticos são diferenciais e 

servem como biomarcadores da doença. Portanto, o objetivo do nosso estudo foi 

avaliar quais os modos vibratórios são adequados para diagnóstico da asma. 

Para isso, o perfil salivar de pacientes com asma e participantes do grupo 

controle não-asmáticos foram avaliados quantitativamente, assim como a 

capacidade de diagnóstico destes modos vibracionais adquiridos pela técnica de 

ATR-FTIR da saliva.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 DIAGNÓSTICO DE ASMA 
 

 A asma é uma doença pulmonar crônica caracterizada por sintomas 

respiratórios como tosse, sibilos, dispneia e desconforto torácico, que variam 

muito no tempo e em intensidade, somado `a limitação ao fluxo expiratório de ar 

variável, usualmente devido a inflamação das vias aéreas (GINA, 2018). 

 Os sintomas respiratórios na asma seguem um padrão característico de 

acentuada variabilidade no tempo, sendo comum piora noturna e ao amanhecer, 

resolução espontânea ou com uso de medicação, e ainda, ausência desses 

sintomas por semanas ou meses. Um padrão de agudização destes sintomas, 

conhecido como exacerbação, pode surgir por mau controle basal da doença ou 

por infecções virais, exercícios físicos, exposição a alérgenos, mudanças no 

tempo ou exposição a irritantes, como fumaça e fortes odores. (GINA, 2018). 

 Da mesma forma, a limitação ao fluxo expiratório de ar também apresenta 

grande variabilidade temporal e em intensidade. A relação entre volume 

expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1 ) e a capacidade vital forçada 

(CVF), obtidos na espirometria, é um bom parâmetro para indicar esta limitação. 

Depois de confirmada a obstrução ao fluxo de ar, a variação desta limitação 

pode ser clinicamente avaliada pela medida do VEF1 ou pico de fluxo 

expiratório (PFE) (GINA, 2018). 

 O diagnóstico da asma é clínico e não há, até o momento, um teste 

padrão ouro. Por isso, a presença da variabilidade da limitação ao fluxo 

expiratório de ar deve ser documentada, sempre que possível (GINA, 2018). Um 

mesmo paciente pode variar de completamente normal a intensamente obstruído, 

principalmente por influência do tratamento (REDDEL et al., 1999).  

 Se a reversibilidade ao broncodilatador não for confirmada na 

apresentação inicial da doença, o próximo passo depende da disponibilidade de 

outros testes, da urgência e da necessidade de tratamento. Numa situação de 
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urgência clínica, o tratamento da asma deve ser iniciado e o diagnóstico 

confirmado o mais cedo possível (GOLD, 2018). 

  No Quadro 1 encontram-se os valores dos testes de reversibilidade que 

auxiliam na diferenciação entre asma e a variação esperada na população 

saudável. 

Quadro 1- Parâmetros confirmatórios da variabilidade da limitação ao fluxo 

expiratório de ar em adultos 

Documentar a excessiva 
variabilidade na função pulmonar 
( um ou mais testes abaixo) E 
documentar limitação ao fluxo de 
ar 

Pelo menos uma vez no processo de diagnóstico 
quando VEF1 está baixo, confirmar relação 
VEF1/CVF reduzida (normalmente > 0.75-0.80 em 
adultos) 

 Teste de reversibilidade a 
broncodilatador (BD) positivo  

aumento do VEF1 > 12% e > 200 ml da linha de 

base, 10 a 15 minutos após 400 g de salbutamol ou 
equivalente (maior confiança se o aumento for > 15% 
e > 400 ml) 

Variabilidade excessiva no PFE 
duas vezes ao dia durante duas 
semanas 

variabilidade média diária do PFE diurno> 10% 

Aumento significativo da função 
pulmonar após quatro semanas de 
tratamento anti-inflamatório 

aumento do VEF1  em > 12% e > 200 ml (ou PEF em 
> 20%) após quatro semanas de tratamento, na 
ausência de infecções respiratórias 

Teste de provocação com 
exercício positivo 

queda no VEF1 > 10% e > 200 ml da linha de base 

Teste de bronco-provocação 
positivo 

Queda no VEF1 em relação ao valor basal  ≥ 20% 
com doses padrão de metacolina ou histamina, ou ≥ 
15% com hiperventilação padronizada, solução salina 
hipertônica ou provocação com manitol 

Variação excessiva da função 
pulmonar entre as visitas (menos 
confiável) 

Variação do VEF1 > 12% e> 200 ml entre as visitas, 
fora das infecções respiratórias 

Fonte: modificado de GOLD, 2018, p.17 

 

Pacientes que já fazem tratamento com 2 agonistas de curta ação (SABA) ou 2 

agonistas de longa ação (LABA) devem ter usado última dose há 4 e 15 horas, 

respectivamente, antes do teste de reversibilidade com uso de medicação 

broncodilatadora. É importante também citar que a reversibilidade ao 



 

 

 

20   

broncodilatador (BD) pode ser perdida durante exacerbações graves ou 

infecções virais (GOLD, 2018). A variabilidade diária do PFE é calculada a 

partir da medida do PFE duas vezes ao dia e média da semana, usando o mesmo 

medidor a cada vez, pois seu valor pode variar em até 20% entre diferentes 

medidores (REDDEL et al., 1999).   

 Estudos que compararam a prevalência de sintomas da asma e diagnóstico 

da doença em países de baixa e média renda per capita sugerem uma grande taxa 

de subdiagnóstico, como na amostra estudada por Barreto e col. (2014). A 

doença que não é diagnosticada e consequentemente não é tratada 

adequadamente, onera mais o Sistema de Saúde por visitas frequentes ao 

serviços de urgência, inclusive com aumento das internações e risco de vida por 

“crises” graves. Os países com maiores taxas de mortalidade são aqueles em que 

a terapia de controle não está disponível (MASOLI et al., 2004). 

 Outro desafio no diagnóstico e tratamento da doença é sua 

heterogeneidade. A asma é cada vez mais, considerada uma síndrome, com 

diversos fenótipos que se sobrepõem. Apesar da maioria dos pacientes 

apresentar asma leve a moderada e com a presença de inflamação eosinofílica, 

existem grupos que apresentam características clínico-laboratoriais muito 

distintas, como asma de início tardio e não associada a alergia. (MOORE et al., 

2010)(WENZEL, 2012). Uma parcela bem menor de pacientes apresentam asma 

grave (aproximadamente 5% a 10% da população de asmáticos), mas consomem 

cerca de 50% dos recursos de tratamento (ADCOCK; ITO, 2004).  

 Os pacientes com asma são classificados, com relação `a  gravidade, 

considerando-se o nível de tratamento medicamentoso necessário para controle 

dos sintomas da doença. Desta forma, pacientes que controlam os sintomas com 

baixas doses de corticoide inalatório (ICS) ou antagonistas de receptor de 

leucotrieno, ou ainda, usam apenas medicação de resgate conforme necessidade 

( 2 agonista de curta ação) são classificados como asma leve. Para aqueles que 
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utilizam dose baixa da associação ICS/LABA e controlam bem os sintomas, a 

classificação é asma moderada. Os pacientes que para controle dos sintomas 

necessitam de altas doses da associação ICS/LABA ou ainda assim, necessitam 

de medicação adjuvante (Tiotrópio, anti IgE, anti IL-5) são pacientes com asma 

grave.(GINA, 2018) 

  Os testes espirométricos são incapazes de expor os mecanismos 

fisiopatológicos subjacentes ou fenótipos de um indivíduo com 

asma (WADSWORTH; SIN; DORSCHEID, 2011) o que impulsionou pesquisas 

sobre biomarcadores, que pudessem apontar para um mecanismo fisiopatológico 

comum dentro dos subgrupos fenotípicos (BARTMINSKI; CROSSLEY; 

TURCANU, 2015).  

 O método mais acurado para avaliar a inflamação pulmonar  é o 

histopatológico, mas o processo de fazer biópsias por broncoscopia é invasivo e 

requer patologistas experientes (WADSWORTH; SIN; DORSCHEID, 2011). 

Alguns outros métodos foram estudados para medir inflamação. 

  A fração expirada de óxido nítrico no ar exalado (FENO) sugere 

inflamação eosinofílica das vias aéreas (KOREVAAR et al., 2015). Entretanto, o 

FENO pode estar aumentado também em condições alérgicas associadas `a 

asma, e por outro lado, não está presente em alguns fenótipos, como na asma 

neutrofílica.  O estudo das proteínas presentes no condensado de ar exalado 

mostrou-se promissor para encontro de biomarcadores na Asma 

(WADSWORTH; SIN; DORSCHEID, 2011).  

 Corroborando a natureza inflamatória sistêmica da asma, a proteína 

catiônica eosinofílica aumentou no plasma de pacientes após contato com 

alérgenos e diminuiu com tratamento, e também quando se evitou o contato com 

alérgenos (REDDEL et al., 2009). 

 Foi evidenciado também, a liberação de quimiocinas inflamatórias e 

proteinases pelo epitélio da via aérea inflamada, que podem servir como 
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biomarcadores da presença e do tipo de processo inflamatório no paciente com 

asma (WADSWORTH; SIN; DORSCHEID, 2011).  

 Entretanto, novas pesquisas são necessárias para conhecer a importância 

destes biomarcadores na asma. É importante também avaliar a presença de 

novos biomarcadores com técnicas mais rápidas e simples, usando  amostras de 

fácil obtenção e que tenham bom nível de acurácia diagnóstica. 

2.2 ESPECTROSCOPIA FTIR 
 
 A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

é um método de análise de amostras orgânicas ou inorgânicas pela medida da 

interação entre a radiação eletromagnética no infravermelho (IV) e as moléculas 

presentes na amostra analisada.  

 A radiação infravermelha é absorvida pela matéria e promove  mudanças 

nos dipolos das ligações entre os átomos, por meio de vibrações e rotações, que 

originam picos e determinam o espectro de frequência da amostra. Desta forma,  

apenas moléculas com momento dipolo entre suas ligações atômicas podem se 

tornar ativas no IV (STUART, 2005).  

  Assim, uma molécula pode ser vista como um sistema de massas, unidas 

por ligações, com propriedades semelhantes a uma mola, que sofrem alterações  

no  comprimento (alongamento) ou no ângulo da ligação (flexão). Algumas 

ligações podem se estender em fase (alongamento simétrico) ou fora de fase 

(alongamento assimétrico). Se uma molécula possui átomos terminais diferentes 

terão proporções variáveis do movimento de alongamento de cada grupo. Desta 

forma, cada molécula tem uma frequência de vibração única, que a diferencia de 

todas as outras, criando uma “impressão digital” da amostra (STUART, 2005). 

 As ondas eletromagnéticas no IV caracterizam-se por maior comprimento 

de onda e consequentemente, menor número de ondas, frequência e energia que 

a luz visível. O número de ondas é mais utilizado como grandeza no espectro 

IV, que corresponde `a faixa entre 10 a 13000 cm -1 . Esta região é subdividida 
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em três faixas com relação `a proximidade do espectro da luz visível: IV 

próximo ou NIR (13000 – 4000 cm-1 ), IV médio ou MIR (4000 – 400cm-1) e o 

IV distante ou FIR (< 400 cm -1). A análise qualitativa e quantitativa de amostras 

biológicas é realizada na faixa do IV médio (MIR) aonde ocorrem as vibrações 

das principais espécies moleculares que compõe tais amostras. Nesta faixa do IV 

médio ainda temos quatro regiões principais: estiramento das ligações simples 

(4000 – 2500 cm-1 ); tripla ligação das nitrilas e carbonilas (2500 – 2000 cm-1 ); 

duplas ligações entre carbono, oxigênio e nitrogênio (2000 – 1500 cm-1) e a 

região conhecida como “fingerprint” por obter informações mais próprias de 

cada amostra (1500 – 600 cm-1) (STUART, 2005).  

 

Figura1- Espectro Eletromagnético 

 

Fonte: modificado de NOREEN et al, 2012 

 

 

 Os espectrofotômetros atuais, usados na análise de amostras biológicas, 

emitem radiação IV na faixa do MIR e possuem o interferômetro de Michelson, 

que substituiu a grade de difração dos antigos espectrofotômetros dispersivos. O 

interferômetro de Michelson é constituído de um divisor de feixes 

(“beamsplitter”), um espelho fixo e um espelho móvel. No divisor, o feixe IV 

contínuo é dividido em duas partes. A fração transmitida atinge o espelho fixo, 

enquanto a refletida é direcionada para o espelho móvel e quando  recombinam-
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se ocorrem interferências construtivas e destrutivas, dependendo da posição do 

espelho móvel em relação ao espelho fixo. O feixe resultante passa através da 

amostra, onde ocorrem as absorções, e prossegue até o detector (AL-SAEED; 

KHALIL, 2009). 

  O interferômetro permitiu um aumento no limite de detecção das 

vibrações, melhora da relação sinal/ruído e aumento na quantidade e velocidade 

das análises (várias leituras sucessivas do espectro com registro do valor médio). 

A transformada de Fourier é o cálculo matemático que faz um somatório de 

ondas sinusoidais de frequências diferentes, como acontece com o uso do 

interferômetro. Os componentes básicos para uso de FTIR são fonte de radiação 

IV, laser de referência, interferômetro, detector (dependem da região do espectro 

IV do aparelho) e processador (computador). (STUART, 2005) 

 

Figura 2- Interferômetro de Michelson 

 

Esquema ilustrativo para Interferômetro de Michelson e espectro resultante da 

Transformada de Fourier (FT). Fonte: Modificado de MCCLELLAND; 

MANKIN, 2018 e HELFER et al., 2006 

 

 A escolha do método de análise na espectroscopia FTIR depende 

principalmente da natureza física da amostra (estado físico, espessura, 

solubilidade) e da informação a ser coletada, se quantitativa ou qualitativa. Os 

três principais métodos de amostragem são transmissão, transflecção e reflexão 
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total atenuada. (STUART, 2005) Cada modo oferece conveniência para algumas 

amostras e desafios para outras. No modo de transmissão, a luz IV passa uma 

única vez pelo substrato e pela amostra. A radiação infravermelha não é 

transmitida através de vidro, o que torna o processo caro pelas janelas 

alternativas que devem ser usadas. Por este motivo, o modo de transflecção 

tornou-se popular. Neste método a amostra, (tecido, células ou biofluido) é 

colocada numa superfície altamente refletiva. O raio infravermelho passa pela 

amostra, reflete a superfície da lâmina e passa de volta através da amostra para o 

detector. Há nesta técnica uma vantagem de aumento da sensibilidade, pelo fato 

do feixe de infravermelho passar através da amostra duas vezes. Os substratos 

de reflexão são baratos, compostos por uma lâmina de microscópio de vidro 

revestida com uma cobertura metálica fina, conhecida como slide de baixa 

emissividade (low-e slide). Uma desvantagem deste método é que a superfície 

refletiva dá origem a um campo elétrico. Isso resulta em uma modulação 

dependente do número de campos elétricos acima desta superfície, podendo 

levar a intensidades de absorção que variam não linearmente com a espessura, e  

realizando certas interpretações espectrais não confiáveis (BASSAN et al., 

2013). 

 No ATR, o feixe infravermelho passa por um cristal transparente  de 

alto índice de refração (conhecido como elemento de reflexão interno - IRE). A 

luz entra no cristal do lado esquerdo e se propaga através da reflexão total em 

toda extensão do cristal. Em cada reflexão total, uma onda evanescente é gerada 

e penetra a amostra na superfície do cristal. A luz de saída do lado direito é 

então atenuada de acordo com a absorbância da amostra sob análise (HANS; 

MÜLLER; SIGRIST, 2012).  

 O método ATR-FTIR  não requer substratos especiais e exige pouca ou 

nenhuma preparação da amostra. Também tem a vantagem de analisar  

biofluidos que podem ser colocados e secados diretamente no cristal de ATR, 

antes que os espectros sejam medidos (DIESSEL et al., 2004). As análises por 
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este método são rápidas e simples, sendo apropriado para processos 

diagnósticos. Já se mostrou uma ferramenta robusta para detecção  acurada de 

insuficiência renal (KHANMOHAMMADI et al., 2013), cânceres de ovário e 

endometrial (GAJJAR et al., 2013) e carcinoma basocelular 

(KHANMOHAMMADI et al., 2007), pela análise do soro sanguíneo. 

 

Figura 3- Métodos de Amostragem na  Espectroscopia FTIR 

 

 

Representação esquemática dos três principais modos de amostragem para 

espectroscopia FTIR. A) transmissão; B) reflexão e C) reflexão total atenuada 

Fonte: DORLING; BAKER, 2013, p. 328  

 

 Existem várias técnicas nos espectrofotômetros atuais que auxiliam na 

avaliação dos espectros gerados. A correção da linha de base, por exemplo, une 

os pontos de menor absorbância num nível plano, destacando assim os picos da 

amostra. Em seguida, avalia-se a área de absorbância entre o pico da faixa e a 

linha de base. Outro tratamento no espectro original que acentua os picos, ou 

ainda desdobram picos sobrepostos de uma faixa espectral ampla, são as 

derivações. Especialmente a segunda derivada aumenta a precisão da análise, 

reduzindo a interferência do “background” (ar) e aumentando a especificidade 

para os picos de absorção, permitindo a seleção de um pico adequado, que 
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aparece como um pico negativo.(STUART, 2005) Um dos métodos utilizados 

para suavização de ruídos (do background) nas derivações é o conhecido  

Savitzky-Golay. Este método executa uma regressão polinomial ao redor de 

cada ponto. É possível escolher a faixa do espectro a receber o tratamento, assim 

como número de  pontos ( usados na regressão) e a ordem polinomial (RIEPPO 

et al., 2012).  

 Um número expressivo de estudos já utilizaram o método FTIR para 

diagnóstico de doenças como artrite (STAIB et al., 2001), hepatite C crônica 

(SCAGLIA et al., 2011), dentre várias outras. Na área da Pneumologia também 

já foi utilizado para diagnóstico do câncer pulmonar (LEWIS et al., 2010)(SUN 

et al., 2013)(WANG et al., 2014), e também como marcador de diagnóstico do 

DPOC (WHITEMAN et al., 2008) 

 Até o momento, não há estudos utilizando espectroscopia ATR-FTIR para 

diagnóstico salivar de asma. 

 

2.3 UTILIZAÇÃO DA SALIVA PARA DIAGNÓSTICO 
  

 A saliva humana é composta de 98% de água e 2% de outros compostos, 

como células epiteliais orais descamadas, microrganismos, compostos 

inorgânicos (eletrólitos), compostos orgânicos proteicos e não-proteicos 

(NAVAZESH; KUMAR, 2008)   

 Os componentes não proteicos da saliva são ácido úrico, bilirrubina, 

creatinina, glicose, lipídios (colesterol e ácidos graxos), aminoácidos, aminas, 

lactato e outros. As proteínas presentes na saliva incluem proteínas ricas em 

prolina, amilase, mucina, lisozima, IgA, lactoferrina, peroxidase, estatinas, 

metaloproteinases, glicoproteínas e lipoproteínas, entre outras. Outros 

componentes proteicos incluem enzimas e inibidores enzimáticos, citocinas e 

hormônios (CUEVAS-CÓRDOBA; SANTIAGO-GARCÍA, 2014)  
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 A saliva apresenta uma concentração de proteínas 10 a 15 vezes menor 

que o plasma,  entretanto, cerca de 27% das proteínas encontradas na saliva 

também estão presentes no plasma, sugerindo que a saliva pode ser usada como 

uma alternativa ao sangue para testes diagnósticos. Por outro lado, o restante das 

proteínas presentes na saliva e ausentes no plasma, também são um sinal 

promissor da identificação de  novos marcadores moleculares na saliva (LOO et 

al., 2010). 

 A coleta da saliva é tecnicamente fácil, não invasiva e  indolor, podendo  

ser realizada com mais frequência, além de ser possível em praticamente todos 

os tipos de doenças e qualquer faixa etária (PFAFFE et al., 2011). Muitas 

condições sistêmicas promovem alterações na quantidade, composição ou 

estrutura das biomoléculas salivares e por isso, nas últimas décadas, a saliva 

também tem sido considerada como um elemento auxiliar importante para o 

diagnóstico e monitoramento de alguns tipos de câncer, doenças 

cardiovasculares, endócrinas, imunes,  e mentais, com grande contribuição das 

ciências “ômicas” (ZIMMERMANN; PARK; WONG, 2007) . 

 Uma dificuldade na utilização da saliva  são as variações sofridas na sua 

composição por fatores como ritmo circadiano, dieta, idade, sexo estimulação da 

secreção salivar, dentre outros (PFAFFE et al., 2011). Entretanto, diante das 

inúmeras vantagens do seu uso como ferramenta diagnóstica é necessário 

padronizar os procedimentos de coleta e condições de manuseio e 

armazenamento (AL-TARAWNEH et al., 2011).  

  A coleta pode ser realizada de forma passiva ou estimulada. Na forma 

passiva, a maioria dos analitos podem ser quantificados, mas o volume de saliva 

coletado por este método por vezes é muito baixo (CHIAPPIN et al., 2007). 

Algumas horas antes da coleta da amostra deve-se orientar a não ingestão de 

líquidos ou alimentos e a não realizar escovação, que podem variar a taxa de 

secreção de saliva (NUNES; MUSSAVIRA; BINDHU, 2015). 
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  A estimulação da saliva pode ser feita pela mastigação ou uso de ácido 

cítrico, sendo que a escolha do sistema de coleta deve ser cuidadosamente 

avaliada, se houver algum analito específico de interesse. O uso do ácido cítrico, 

por exemplo, interfere nas concentrações de testosterona e cortisol em 

imunoensaios (GRANGER et al., 2004)(HANSEN; GARDE; PERSSON, 2008). 

 Existem alguns dispositivos comerciais que facilitam a coleta de 

saliva. A maioria deles contém uma base sólida, geralmente um pequeno pedaço 

de algodão ou poliéster para absorção de saliva e um tubo cônico para 

centrifugação e recuperação da saliva coletada (NUNES; MUSSAVIRA; 

BINDHU, 2015) 

 As amostras de saliva devem ser refrigeradas e transportadas em 

temperatura controlada (a 4°C) para evitar a contaminação bacteriana 

(GRÖSCHL et al., 2008).  Se o processamento de saliva não for realizado dentro 

de 3 a 6 horas após a coleta, recomenda-se armazenar a amostra entre -20oC a -

80°C  (HANSEN; GARDE; PERSSON, 2008).   

 As amostras tradicionais utilizadas no estudo e acompanhamento de 

doenças respiratórias são fluidos da expectoração induzida e lavado 

broncoalveolar (LBA). No entanto, a coleta das amostras envolve procedimentos 

invasivos, que são desconfortáveis e impossibilitam a amostragem frequente no 

mesmo indivíduo. Recentemente, uma plataforma com microarranjos de 

proteínas (multiplex) mostrou-se capaz de diferenciar saliva humana coletadas 

de pacientes com doença pulmonar (asma e fibrose cística) daquelas de 

indivíduos saudáveis (NIE et al., 2013).  

 Tendo em vista que diversos tipos de biomarcadores inflamatórios 

associados a doenças sistêmicas, assim como um crescente número de 

marcadores moleculares específicos para diferentes doenças, têm sido 

detectados na saliva (RATHNAYAKE et al., 2013b), a avaliação de 
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biomarcadoes na saliva, para doenças pulmonares prevalentes como a asma, 

tornou-se promissor. 

3. OBJETIVOS 

3.1  OBJETIVO GERAL  
 

 O objetivo do estudo foi investigar a utilidade da espectroscopia ATR-

FTIR como uma ferramenta diagnóstica para asma, usando saliva.   

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

No grupo de pacientes asmáticos e no grupo controle:  

 Determinar o perfil salivar por espectroscopia de reflexão total atenuada 

no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR);    

  Identificar modos vibracionais sejam potenciais biomarcadores salivares 

por espectroscopia de reflexão total atenuada no infravermelho com 

transformada de Fourier (ATR-FTIR);    

 Avaliar o potencial diagnóstico destes possíveis biomarcadores espectrais 

da saliva por meio da Curva ROC (Receiver Operator Characteristic 

curve);  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4.1 Abstract  
 

Asthma is a common and a major respiratory health burden worldwide. Asthma 

diagnosis actually relies on a combination of clinical factors, bronchodilator 

responsiveness in lung function and airway inflammation.  Consequently, the 

search for a non-invasive, reagent-free, and specific platform to asthma 

diagnosis is needed for clinical practice.  Fourier - transform infrared (FTIR) 

spectroscopy demonstrated to be a robust tool for accurate detection of several 

diseases. This study explores whether FTIR can produce distinct spectral 

profiles in saliva of asthmatic patients comparing to healthy subjects to identify 

asthma spectral biomarkers. Ten asthma patients and ten healthy subjects were 

selected to collect saliva for attenuated total reflection (ATR)-FTIR 

spectroscopy spectroscopy analysis. The intensity of eight vibrational modes 

(two of original spectra and six of second derivative spectra) showed significant 

changes between asthma patients and health subjects. Compared to healthy 

subjects, these vibrational modes demonstrated a sensitivity and specificity 

>70% (p<0.05).  Altogether, attenuated total reflection ATR-FTIR spectroscopy 

may provide a useful tool to complement analysis in the clinical routine for the 

diagnosis of asthma. 
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4.2 Introduction 
 

   Asthma is a chronic airways disease characterized by recurrent attacks, 

inflammation, and airflow limitation that affects 5 to 10% of the population in 

many developed countries.1 According to the latest World Health Organization 

(WHO) estimatives, asthma was responsible for 383.000 deaths worldwide, in 

2015.2 Most of these deaths could have been avoided and occurred due to a lack 

of medical care in diagnosing, in monitoring the treatment and in preventing 

exacerbations.2,3 Studies comparing  symptoms prevalence  and disease 

diagnosis in low and middle-income countries suggest a high underdiagnosis 

rate4, which is responsible for higher burden in the health system, rising visits in 

emergence care and hospitalizations, and rising death risk.5 

   Difficulty with asthma diagnosis is due to poor access to health system, 

limited diagnostic tools and multiple phenotypes of disease. Pulmonary function 

tests are most commonly used to confirm the diagnosis, in clinical practice. 

However, airflow obstruction is variable and thus can be missed in spirometry, 

being necessary to make other tests, such as bronchial provocation, in order to 

indicate diagnosis.6 Asthma is a heterogeneous disease with several different 

phenotypes. It is common in all ages including elderly, and sometimes presents 

many aspects of confusion, such as comorbidities and smoking.6 Thus, 

biomarkers are promising and may be useful in diagnosing asthma.1 However, 

most of them have expensive and difficult techniques to standardize or  clinical 

effectiveness is unproven.7 

 Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy is a sensitive technique 

that analyses biological metabolism and reports pathological biochemical 

changes resulting from diseases.8 The method uses interaction between infrared 

(IR) electromagnetic radiation and sample, by analysis of molecular vibration 

and modification of dipolo moment between chemical bonds.9 Each molecule 

have a different spectrum, making a fingerprint of the sample, which can be used 
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to discriminate between different types of cells10, tissues11 and body fluids12, as 

well  to detect diseases.13 For metabolic fingerprint in disease diagnosis, 

researchers have concentrated on the MIR (Medium Infrared) part of the 

spectrum (from 4000–400 cm-1) where main molecular species vibration of 

biological samples occur8.  

 Attenuated total reflection (ATR) is a method of FTIR acquisition method 

in which infrared beam passes into an infrared transparent crystal of high 

refractive index, known as internal reflection element (IRE). Measures by 

attenuated total reflection (ATR-FTIR) are quick, simple, cheap and appropriate 

for diagnostic processes. This method  showed to be a robust tool for accurate 

detection of renal insufficiency14, ovarian and endometrial cancers15 and basal 

cell carcinoma.16 Furthermore, it is also ideal for the analysis of various 

biofluids17, including saliva that can be placed and dried directly on the ATR 

crystal before the spectra are measured.18  

 Systemic conditions can alter the composition and structure of salivary 

biomolecules and, in the last decades, saliva analysis showed efficiency to be 

explored as an alternative method to help diagnosing and monitoring 

diseases.19,20  Some reports showed that it is possible to find biomolecules in 

human saliva that characterize asthma.21,22 Thus, here we hypothesize that 

unique spectral salivary biomarkers may be differentially expressed in saliva of 

asthmatic patients. The aim of this study was to identify salivary ATR-FTIR 

spectral biomarkers to discriminate asthmatic from healthy subjects, which will 

lead to clinical spectral biomarkers for asthma screening. 
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4.3 Patients and methods  

4.3.1 Participants  

 The present study was conducted at the Clinical Hospital of Federal 

University of Uberlandia – (HC-UFU, Minas Gerais, Brazil) after having been 

approved by local Ethics Committee in Research with Humans (protocol 

number 61266816.1.0000.5152) and following the principles of Helsinki 

Declaration. All participants signed an informed consent form. This study 

included 10 patients (five men and five women) diagnosed with Asthma and 10 

age and gender-matched healthy control subjects (five men and five women) 

with a negative history of pulmonary and systemic or oral disease. The general 

inclusion criteria were age over 18 years who never smoked and general criteria 

for exclusion were any serious systemic disease such as heart failure, chronic 

renal dysfunction, hepatic dysfunction, Diabetes mellitus, other pulmonary 

disease diagnosis and current or previous malignancy diagnosis. 

 According to Global Initiative for Asthma (GINA)6 recommendations, 

asthmatic patients recruited, at diagnostic time, had characteristic symptoms and 

positive reversibility test recorded (forced expiratory volume in first second - 

FEV1 - improved by at least 12% and at least 200 mL after bronchodilator 

administration) and were being followed at UFU-pulmonology outpatient clinic. 

They were invited consecutively on scheduled visits. Participants of control 

group  were volunteers who met inclusion criterias.  

  All participants of study were evaluated on two different occasions. At 

first appointment they performed spirometry, before and after bronchodilator, 

according to American Thoracic Society (ATS) standards23 and were submitted 

to thorax x-ray. In the next day, the participants collected saliva and venous 

blood sample. Laboratory tests performed were blood count and total 

immunoglobulin E (IgE). 
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4.3.2 Collection of Saliva 

 Saliva samples were collected using Salivette  and performed in the 

morning (between 8:00 and 10:00) after 12 hours of fasting. All participants 

were asked to abstain from using oral cleansers for at least 1 h prior to sample 

collection and to not take any medications until saliva collection. Asthma 

patients used their morning aerosol only after the saliva sample was collected 

(having spent at least 12h without their asthma medication). The tubes with 

saliva were centrifuged at 3000g for 10 min and then stored at -80o C for further 

processing and analysis. 

4.3.3 Spectra ATR-FTIR acquisition and data processing 

After saliva thawing, each salivary spectrum were recorded in the 

wavenumber range from 4000cm-1 to 400 cm-1, using a spectrophotometer 

Vertex 70 (Bruker Optics, Reinstetten, Germany) coupled to a attenuated total 

reflectance (ATR) component. The crystal material in ATR unit was a diamond 

disc. Sample was homogenized and two microliters of saliva was directly 

inserted on ATR-crystal. After that, salivary spectra were recorded at a 

resolution of 4 cm-1 and averaged 32 scans. Spectra were obtained using the data 

acquisition Opus 6.5 software (Bruker Optics, Reinstetten, Germany). 

Background absorption spectra (atmospheric air) were taken and ATR diamond 

crystal was cleaned with isopropyl alcohol, prior first spectra sample was 

acquired and between each new sample. Normalization by vector and baseline 

correction was done, to minimize errors on spectra analyses. Absorbance of area 

under spectral regions, that may cooperate to differentiate groups, was 

calculated. 

 The region between 400 cm-1 to 1800 cm-1 was carried out using Savitzky-

Golay method in Origin 9.1 software in order to accentuate bands and increase 

analysis accuracy. This Second differentiation spectra were set with polynomial 

order 5 and 20 window points. 
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4.3.4 Statistical analysis 

 The original and derivatives values of area absorbance at some specific 

wavenumbers were submitted to Shapiro-Wilk normality test, for each group. 

According to results, Un-paired t test or Mann-Whitney test (for parametric and 

non-parametric data, respectively) was used to compare groups. It was assumed 

p values less than 0.05 as statistically significant and confidence intervals (CI) 

of 0.95. Clinical, demographics and biological parameters were submitted at 

same statistical analysis.  

 For all vibrational modes that were capable differentiating groups, the 

Receiver Operating Characteristic (ROC) curve were constructed and area under 

curve (AUC), sensitivity and specificity were computed.  Statistical analysis was 

carried out using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, USA).  

4.4 Results 

4.4.1 Patients characteristics 

 Asthma patients and control subjects were well matched for age and 

gender. Demographic, clinical characteristics and spirometric data are 

summarized in table 1. Blood analysis showed significantly greater eosinophil 

cell counts (both, cells/mm3 and % of white cells) and serum total 

immunoglobulin E (IgE) in asthma patients possibly in accordance with 

expressive allergy history in participants of asthma group (rhinitis mostly).  

 Spirometric data had shown marked decrease in VEF1 and VEF1/CVF 

ratio of asthma patients compared to control subjects at both, pre and post 

bronchodilator. Significant reversible obstruction to expiratory airflow after uses 

of bronchodilator was seen at spirometry ( VEF1) in asthma group comparing to 

control. 
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4.4.2 ATR-FTIR Spectroscopy 

 The mean of infrared spectra was obtained from saliva samples of patients 

with asthma and control subjects (figure1). Second derivative spectra were also 

analyzed (B), since provide more detailed with additional vibrational modes.  

 Vibrational modes at 2344 cm-1 (Figure 2A) and 1341cm-1 (Figure 2B) 

were increased (p < 0.05) in asthma patients compared to matched-controls. 

ROC analysis was used to ascertain the potential   diagnostic of these bands. 

Area under curve (AUC) of 2344 cm-1 salivary vibrational mode was 0.80 (p = 

0.021  ), with sensitivity 70% and specificity 90% to a cutoff value of    0.0525 

a.u (Figure 2C). At band 1341cm-1 (D), AUC was 0.77 (p =0.041), with 

sensitivity 70% and specificity 80% to a cutoff value of 0.0505 a.u.  

 At second derivative spectra, six vibrational modes of saliva (1629, 1156, 

1119, 1076, 745 and 619cm-1) were reduced (p < 0.05) in asthma compared to 

control group (figure 3-A-F).   

 The ROC curve analysis showed that AUC of 1629 cm-1 vibrational mode 

was 0.83 (p = 0.012) with a sensitivity of 80% and specificity 70% to a cutoff 

value of 0.1040 a.u (figure 3G). Vibrational modes 1156 and 1119 cm-1 showed 

AUC of 0.80 (p=0.023) with sensitivity of 70% and specificity 80% for cutoff 

value of 0.0259 and 0.0377, respectively (figure 3H, 3I). Vibrational mode 1076 

cm-1 presented ROC curve analyzing with AUC of 0.85 (p = 0.0082) with 

sensitivity of 70% and specificity of 90% for cutoff value of 0.0866 (figure 3J). 

In the same way, at 745 cm-1, AUC was 0.88 (p= 0.0036), showed sensitivity of 

70% and specificity 90% for cutoff value of 0.0078 (figure 3K). The ROC curve 

analysis showed that AUC of 619 cm-1 vibrational mode was 0.87 (p = 0.005) 

with a sensitivity of 70% and specificity 100% to a cutoff value of 0.0050 a.u 

(figure 3G). For all vibrational modes that were studied on second derivative 

curve, intensity of cited peaks was greater in matched-control comparing with 

asthma patients.  

  ATR-FTIR vibrational modes assignments of saliva are    represented in 
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Table 2.  

4.5 Discussion 
 

 This study demonstrated infrared salivary spectra from asthma patients 

comparing to health subjects to propose spectral biomarkers as disease 

differentiators. In this way, we found several vibrational modes in saliva of 

asthmatic patients group that discriminated them from health subjects group. To 

the best of our knowledge, this is the first study in the literature evaluating 

differences in asthma patients versus health control using FTIR spectroscopy of 

saliva. We found a total of eight bands with capacity in discriminate asthma 

patients and healthy subjects with moderate sensivity and high specificity. 

Specially three wavenumbers at second derivative spectra (1076, 745 and 619 

cm-1) presented very high specificity values for differentiation between groups 

(AUC > 0.85). The majority of vibrational modes altered in one of the groups 

were found in MIR region between 1500 - 600cm-1 (1341,1156, 1119, 1076, 745 

and 619cm -1). This region is known as “fingerprint” because of large variety of 

specific molecules presence. 24, 25, 26  

 MIR (4000 – 600cm-1 ) is basically separated in four sub-regions. At 

higher wavenumber region (4000 – 2500 cm-1) occurs various single bonds 

stretching (C – H, N – H and O – H), including fatty acid and stretching 

vibrations CH2 and CH3 (3500 – 2800 cm-1 ). The following region (2500 – 

2000cm-1) shows IR absorption by triple bonds of nitriles and carbonyls, where 

we found a discriminative peak between asthma patients and health control at 

2344 cm-1 band. Third MIR region is marked by stretching in double band 

involving carbon, nitrogen and oxigen (2000 – 1500 cm-1 ). Amide I and amide 

II are well-known regions with infrared spectra bands around 1650 and 1550 cm-

1 (respectively) and that reflect the presence of proteins and polypeptides. We 

registered two peaks (1662, 1630 cm-1) that discriminate patients and controls at 

Amide I region. Some authors reported the presence of this infrared bands as 



 

 

 

40   

changes in collagen, proteoglycans and elastin.27 The fourth MIR sub-region is 

“fingerprint” , between 1500 - 600cm-1, as cited above. The identification of 

components by functional group analysis is useful to evaluate pure molecules 

but IR spectra of biofluids contains a large number of bands, many of which will 

be impossible to confidently assign to vibration of a particular group because the 

vibrations of different molecular components of saliva may overlap and the 

spectrum may reflect only the average biochemical composition.24  

 At research scenery, FTIR has been widely used as diagnostic method for 

several diseases such as arthritis28, hepatic fibrosis29, depressive disorders30, 

pulmonary hypertension31 and mainly at cancer studies.32, 33 The method uses 

several body fluids like urine, sputum, saliva and blood, which is the most 

broadly studied. But saliva has many advantages for FTIR spectroscopy, from 

the collection, that is easy, quick and painless, to the simple processing. Also 

demonstrates lower risk of contamination and does not coagulate, requiring 

fewer analysis.34, 35  

 Spectroscopy FTIR in pulmonary diseases, was able to differentiate 

patients with lung cancer36. Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) 

was also evaluated for sputum FTIR and showed potential application for 

qualitative and quantitative pattern differences between health and COPD.37  

 Some reports have raised concerns about both under-diagnosis2,4 and 

over-diagnosis38,39 of asthma. Tests of expiratory airflow is a necessary 

condition6,40 For asthma diagnose, but fewer than half patients submitting to 

spirometry test and a great number of them are treated empirically.39 

Furthermore, spirometry has limitations for detecting asthma with very low 

sensitivity values (23%) in some reports41 with specificity around 90%.41,42 This 

study showed many vibrational modes ATR-FTIR capable of differentiating 

between patients with asthma and healthy subjects with moderated sensitivity 

(70%) and high specificity (80-100%) demonstrating the possibility of further 



 

 

 

41   

evaluating of FTIR spectroscopy in practice of asthma diagnosis cooperating 

with current diagnostic methods.  

 We collected our data from patients of a tertiary care hospital and this 

guarantees a well-defined asthma patients sample but on the other hand it 

limited the participation of a wide range of asthma phenotypes. To improve our 

results further evaluation a larger number of participants in widely range of age 

will be selected to perform multivariate statistical analysis.  

 

4.6 Conclusion 
 

 In present study we demonstrated that asthma patients can be 

discriminated from healthy subjects  using saliva samples by ATR-FTIR 

analysis. Eight vibrational modes demonstrated to be potential spectral salivary 

biomarkers and showed that salivary ATR-FTIR is a promising technique for 

asthma screening. Further validations of this approach must be carried out in 

larger asthmatic populations and with larger range of phenotypes of disease. The 

use of salivary spectroscopy for asthma diagnosis together with clinical 

characteristics will improve quality in asthma diagnosis, with all the 

implications that this may have on public health and asthma control. 
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4.9 Abbreviations 
  

ATR  Attenuated total reflection 
ATS  American Thoracic Society 
AUC  Area under curve 
CI  Confidence interval 
COPD  Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
CVF  Forced Vital Capacity 
FTIR  Fourier - transform infrared 
GINA  Global Initiative for Asthma 
HC-UFU  Clinical Hospital of Federal University of Uberlandia 
Ig-E  Immunoglobulin E 
IQR   Interquartile range  
IR  Infrared 
IRE  Internal reflection element 
MIR  Medium Infrared 
ROC  Receiver Operating Characteristic 
WHO  World Health Organization 

FEV1  Variation in Forced Expiratory Volume in first second 
υ  Stretching vibrations 
υ(PO2-)  Phosphate stretching vibrations 
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Table 1- Clinical, demographic characteristics and spirometric data of patients 
with asthma and healthy subjects. 

 Asthma 

n=10 

Control 

n=10 

p valuea 

Age (years) 48.5 (35.3 – 61.5) 47.0 (39.8 – 60.3) 0.956 

Gender (M/W) 5/5 5/5  

Allergy history (Y/N) 9/1 1/9  

Blood tests    

Eosinophils(cells/mm3) 299 (188 – 325) 127 (104 – 175) 0.022* 

Eosinophils% 5 (4 – 6) 2 (2 – 3)  0,002* 

IgE total (KU/l) 119 (68 – 357) 29 (11 – 59) <0.001* 

Spirometric data – Prebronchodilater 

FVC (L) 3.50 (2.27 – 3.83) 3.85 (3.00 – 4.42) 0.183 

FVC (%Pred) 85.0 (72.2 – 94.7) 98.0 (86.5 – 106.5) 0.027* 

FEV1 (L) 2.47 (1.66 – 2.89) 3.24 (2.58 – 3.79) 0.019* 

FEV1% predicted 77.5 (55.7 – 83.5) 100.5 (90.5 – 111.3) <0.001* 

FEV1/FVC% 75.5 (54.2 – 82.0) 85.0 (81.7 – 87.2) <0.001* 

FEV1/FVC (%Pred) 88.5 (69.0 – 96.2) 103.0 (101.5 – 108.3) <0.001* 

Post-bronchodilator    

FVC (L) 3.55 (2.30 – 3.99) 3.83 (2.75 – 4.58) 0.352 

FVC (%Pred) 89.5 (78.7 – 99.7) 94.0 (86.2 – 106.3) 0.254 

FEV1 (L) 2.84 (1.59 – 3.08) 3.38 (2.52 – 3.97) 0.148 

FEV1% predicted  84.5 (66.2 – 96.0) 101.0 (91.0 – 114.8) 0.008* 

FEV1/FVC% 78.5 (59.5 – 84.5) 88.0 (85.0 – 91.2) 0.003* 

FEV1/FVC (%Pred) 95.5 (75.5 – 101.8) 109.0 (105.0 – 111.5) <0.001* 

 VEF1 (mL) 250.0 (107.5 – 467.5) 82.5 (37.5 – 210.0) 0.028* 

IgE- serum immunoglobulin E; FVC- Forced Vital Capacity; FEV1 – Forced 
Expiratory Volume in first second;  VEF1- Variation in FEV1 before and after 
400 µcg salbutamoln: number of participants; Data are expressed as median 

and interquartile range (IQR);  a Mann-Whitney U Test; * p value< 0.05 
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 Table 2 - ATR-FTIR vibrational mode assignments and identification of the 
respective component of stimulated saliva. 
 

Peak 

frequency 

Assignments 

2344 cm-1 Triple bonds of nitriles and carbonyls 

1662 cm-1 Amide I band; (C=C) cis, lipids, fatty 

acids 

1629 cm-1 Amide I region 

1341 cm-1 CH2 wagging  ; Collagen 

1156 cm-1 C-O stretching vibration 

1119 cm-1 Symmetric stretching P-O-C and C-O 

stretching mode 

1076 cm-1 Symmetric phosphate stretching modes 

or (PO2-). Symmetric stretching of 

phosphodiesters υ(PO2-) 

745 cm-1 Guanine in a C3’endo/syn conformation 

in the Z conformation of DNA 

619 cm-1 OH out-of-plane bend (associated) 

Assignments based on different references.9,17, 25 
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 Figure 1- Average ATR-FTIR spectra for asthma patients and control subjects 
group. (A)original spectra (4000 – 400 cm-1). (B) Second-derivative spectra 
(1800 – 400 cm-1).  Peaks with significant difference (p<0.05) between asthma 
patients and health subjects group were identified with their wavenumber. 
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 Figure 2- Area under peak of ATR-FTIR wavenumber bands of 2344 cm-1-(A) 
and 1341 cm-1 (B) p=0.017; p=0.041 respectively; value are expressed as mean ± 

SD. ROC curve design for 2344 and 1341 cm-1 and calculated sensitivity and 
specificity: (C) cut-off point: 0.0525a.u; (D) cut-off point: 0.0505a.u. 
 
 

 

 

 

Figure 3 - Peak intensity of vibrational modes that discriminating asthma 
patients and control at second derivative spectra ATR-FTIR (1800-400 cm-1). 
(A) p=0.011; (B) p=0.017; (C) p=0.034; (D) p=0.006; (E) p<0.001; (F) p= 
0.003. ROC curve design for same wavenumbers and calculated sensitivity and 
specificity: (G) cut-off point: 0.1040 a.u; (H) cut-off point: 0.0259 a.u; (I) cut-
off point: 0.0377a.u; (J) cut-off point: 0.0866 a.u; (K) cut-off point: 0.0078 a.u; 
(L) cut-off point: 0.0051a.u.Values are expressed as mean ± SD 
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ANEXO 3 

 
 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

Você está sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “Desenvolvimento e Caracterização de 

Biomarcadores Relacionados ao Diagnóstico e Tratamento de Doenças Pulmonares” sob a responsabilidade dos pesquisadores 

Prof. Dr. Thúlio Marquez Cunha, Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Victor Alexandre Felix Bastos, Tatiane Lima Crosara Bastos e 

Rodrigo Miquelanti. 

 Nesta pesquisa pretendemos buscar novos exames que possam identificar mais precocemente a Fibrose Pulmonar 

Idiopática e diferenciá-la de outras doenças pulmonares, caracterizando moléculas biológicas presentes nesta fibrose e diferentes 

na Asma, DPOC, Pneumonia intersticial crônica por colagenose e de Hipersensibilidade. Então estamos convidando pacientes 

com os diagnósticos citados acima  para participarem do nosso estudo. Todos pacientes realizarão os mesmos procedimentos. 

Será necessário realizar a coleta de dois tubos do sangue periférico (cerca de 15mL), escarro induzido e saliva. Se 

houver recomendação, pelo médico que te acompanha regularmente, de realização de lavado broncoalveolar (LBA) e biópsia 

pulmonar, serão coletadas pequenas amostras para análise, após o procedimento ser realizado pelo médico do serviço. Você 

poderá ser solicitado, durante o acompanhamento a colher mais de uma coleta de sangue, escarro e/ou saliva (máximo de três 

coletas de cada no acompanhamento). 

Os riscos referentes à coleta de sangue são dor ou hematoma no local da punção, que são mínimos com realização de 

técnica adequada e pessoal qualificado, como no caso desse estudo. A coleta do escarro induzido é simples, não invasiva, rápida 

e será executada por profissional tecnicamente habilitado. O risco de broncoespasmo é pequeno e ocorre mais em pacientes com 

asma e DPOC, e será evitado com tratamento com broncodilatadores antes do exame. O LBA e a biópsia pulmonar possui vários 

riscos inerentes ao procedimento , mas que não serão acrescentados aos pacientes pela pesquisa, uma vez que só será realizada 

coleta de amostras se o paciente tiver indicação pela sua necessidade clínica. Os riscos referentes à coleta de saliva são um 

pequeno desconforto e enjoo devido à presença do algodão na boca para coletar a saliva. Os exames clínicos, de avaliação da 

função pulmonar são realizados na rotina em todos os pacientes do Ambulatório de Pneumologia, o que portanto não 

acrescentará nenhum desconforto ao participante. Sobre o risco existente de o participante ser identificado utilizaremos letras e 

números, diferentes do prontuário, para evitar sua identificação, na avaliação e/ou na publicação dos resultados da pesquisa. 

Serão respeitadas as orientações do Ministério da Saúde do Brasil, resolução 466/12 para a pesquisa com seres humanos.  

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será coletado pela pesquisadora Tatiane Bastos ou pela Equipe 

Médica durante o atendimento no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia.  

Estas amostras serão processadas no laboratório para a seleção de moléculas-alvo a serem empregadas no diagnóstico 

precoce da fibrose pulmonar, e logo após serão descartadas em lixo biológico para posteriormente serem incineradas. Todo 

material utilizado será estéril e descartável. 

 O benefício em participar deste estudo consiste na contribuição para detectar a FPI de maneira precoce, rápida, 

segura e pouco invasiva, e direcionar novas perspectivas de prevenção e terapia da doença. 

Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa serão publicados e, ainda assim, a sua 

identidade será preservada. Você não terá nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. Você é livre para deixar 

de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuízo ou coação. Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido ficará com você. Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, você poderá entrar em contato com os pesquisadores 

Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Victor Alexandre Felix Bastos: Universidade Federal de Uberlândia – Av. amazonas s/n Bloco 

2E, Campus Umuarama, Uberlândia – Fone: 3235-8440; ou ainda com Thulio Marquez Cunha e Tatiane Lima Crosara Bastos no 

telefone (34) 3218-2728.Poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética na Pesquisa com Seres-Humanos – 

Universidade Federal de Uberlândia: Av. João Naves de Ávila, nº 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mônica – Uberlândia –

MG, CEP: 38408-100; fone: 3239-4131. O CEP é um colegiado independente criado para defender os interesses dos 

participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões 

éticos conforme resoluções do Conselho Nacional de Saúde. 

Uberlândia,___ /___/___                                        

  __________________________________________ _________________________________________________________  

Assinatura dos pesquisadores 

 

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido.  

 

_______________________________________________________________________________________________________

Participante da pesquisa 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participantes “saudáveis” 

Você está sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “Desenvolvimento e Caracterização de 

Biomarcadores Relacionados ao Diagnóstico e Tratamento de Doenças Pulmonares” sob a responsabilidade dos pesquisadores 

Prof. Dr. Thúlio Marquez Cunha, Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Victor Alexandre Felix Bastos, Tatiane Lima Crosara Bastos e 

Rodrigo Miquelanti. 

 Nesta pesquisa pretendemos buscar novos exames que possam identificar mais precocemente a Fibrose Pulmonar 

Idiopática e diferenciá-la de outras doenças pulmonares, caracterizando moléculas biológicas presentes nesta fibrose e diferentes 

na asma, dpoc, pneumonia intersticial crônica por colagenose e de hipersensibilidade, e também de pessoas saudáveis, ou seja , 

sem os diagnósticos citados acima. Então estamos convidando participantes saudáveis para participarem do nosso estudo.  

Será necessário realizar a coleta de dois tubos do sangue periférico (cerca de 15mL) e saliva. Você poderá ser 

solicitado, durante o acompanhamento a colher mais de uma coleta de sangue e/ou saliva (máximo de três coletas de cada no 

acompanhamento). 

Os riscos referentes à coleta de sangue são dor ou hematoma no local da punção, que são mínimos com realização de 

técnica adequada e pessoal qualificado, como no caso desse estudo. Os riscos referente à coleta de saliva são um pequeno 

desconforto e enjoo devido à presença do algodão na boca para coletar a saliva. Sobre o risco existente de o participante ser 

identificado utilizaremos letras e números, diferentes do prontuário, para evitar sua identificação, na avaliação e/ou na publicação 

dos resultados da pesquisa. Serão respeitadas as orientações do Ministério da Saúde do Brasil, resolução 466/12 para a pesquisa 

com seres humanos.  

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será coletado pela pesquisadora Tatiane Bastos ou pela Equipe 

Médica durante o atendimento no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia.  

Estas amostras serão processadas no laboratório para a seleção de moléculas-alvo a serem empregadas no diagnóstico 

precoce da fibrose pulmonar, e logo após serão descartadas em lixo biológico para posteriormente serem incineradas. Todo 

material utilizado será estéril e descartável. O benefício em participar deste estudo consiste na contribuição para detectar a FPI de 

maneira precoce, rápida, segura e pouco invasiva, e direcionar novas perspectivas de prevenção e terapia da doença. 

Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa serão publicados e, ainda assim, a sua 

identidade será preservada. Você não terá nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. Você é livre para deixar 

de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuízo ou coação. Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido ficará com você. Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, você poderá entrar em contato com os pesquisadores 

Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Victor Alexandre Felix Bastos: Universidade Federal de Uberlândia – Av. amazonas s/n Bloco 

2E, Campus Umuarama, Uberlândia – Fone: 3235-8440; ou ainda com Thulio Marquez Cunha e Tatiane Lima Crosara Bastos no 

telefone (34) 3218-2728.Poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética na Pesquisa com Seres-Humanos – 

Universidade Federal de Uberlândia: Av. João Naves de Ávila, nº 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mônica – Uberlândia –

MG, CEP: 38408-100; fone: 3239-4131. O CEP é um colegiado independente criado para defender os interesses dos 

participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões 

éticos conforme resoluções do Conselho Nacional de Saúde. 

Uberlândia,___ /___/___                                        

  

 __________________________________________ ___________________________________________________ ______ 

Assinatura dos pesquisadores 

 

 

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido.  

 

 

______________________________________________________ ________________________________________________  

Participante da pesquisa 
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