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RESUMO

A estratégia metabondmica é uma ferramenta que utiliza dados
analiticos, submetidos a analise estatistica multivariada a fim de identificar
mudancas nha concentracdo dos metabdlitos enddégenos em um biofluido
quando o organismo sofre alguma perturbacdo, como uma doenca, por
exemplo. A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-
1 (RMN de 'H) é geralmente o instrumento analitico utilizado. Para a
interpretacdo dos dados espectrais resultantes séao utilizadas ferramentas de
estatistica multivariada. Neste trabalho, foram construidos, a partir de amostras
de soro sanguineo de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE e
de trés hospitais privados da Regido Metropolitana do Recife, modelos
metabonémicos capazes de: 1) discriminar entre pacientes portadores de
esteatose e portadores de esteatohepatite; e 2) discriminar pacientes
monoinfectados com hepatite viral B (HBV) ou C (HCV) de pacientes
coinfectados com HBV/HCV e esquistossomose mansénica. Foram construidos
modelos usando os formalismos PLS-DA e OPLS-DA. Para o primeiro modelo,
foram utilizadas 39 amostras, sendo obtidos valores de exatiddo, R?,
sensibilidade e especificidade iguais a 81,1%, 75,0%, 71,4% e 83,3%,
respectivamente. Estes resultados foram semelhantes ao do citoqueratina-18, o
marcador sérico para esteatohepatite considerado mais eficiente. O segundo
modelo usou 40 amostras, sendo obtidos valores de exatiddo, R? e Q? iguais a
100%, 98,1% e 97,5%. Sendo assim, este estudo propde que a estratégia
metabonémica € uma alternativa, minimamente invasiva, para o diagndstico

diferencial de doencas hepéaticas.

Palavras-chave: Metabolémica. RMN. Esteatohepatite. Hepatite.
Esquistossomose.



ABSTRACT

Metabonomics can be defined as a tool that associates analytical data
and multivariate statistics analysis to identify changes in the concentration of
endogenous metabolites in biofluids when there is a disturbance in the
organism caused by a disease, for example. 'H Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy (*H-NMR) is usually the analytical instrument used in the
experiments. It is also necessary to use chemometrics techniques to extract the
information of the spectra. Herein, we used blood serum samples from patients
of Clinics Hospital of UFPE and from three hospitals of Recife city to built
metabonomics models able to: 1) distinguish between steatosis and
steatohepatitis; and 2) distinguish between monoinfected patients with viral
hepatitis B (HBV) or C (HCV) and coinfected patients with HBV/HCV and
schistosomiasis. These models were built using PLS-DA and OPLS-DA
formalisms. The first model contains 39 samples and achieved values of
accuracy, R?, sensitivity and specificity of 81.1%, 75.0%, 71.4% and 83.3%,
respectively. This result was similar to the one obtained by cytokeratin-18, an
efficient noninvasive biomarker for steatohepatitis. The second model contains
40 samples and achieved values of accuracy, R? and Q? equal to 100.0%,
98.1% and 97.5%, respectively. The metabonomics strategy, a minimally

invasive strategy, showed potential to assess the presence of hepatic lesions.

Keywords: Metabolomics. NMR. Steatohepatitis. Hepatitis. Schistosomiasis.
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1 INTRODUCAO

O direito a saude, por estar interligado ao direito a vida e a existéncia
digna, representa um dos fundamentos da Republica Federativa do Brasil,
sendo plenamente assegurado pela Constituicdo Federal de 1988. In verbis:

‘Art. 196. A saude é direito de todos e dever do Estado, garantido
mediante politicas sociais e econdmicas que visem a reducdo dos riscos de
doenca e de outros agravos e 0 acesso universal e igualitario as acdes e
servigos para sua promogao, protegdo e recuperagéo.”

Entretanto, os servicos de saude prestados, seja pelo estado ou pela
iniciativa privada, muitas vezes nao satisfazem as necessidades da populacao.
E comum haver reclamacdes devido & demora no atendimento, longas filas de
espera, servicos de baixa qualidade, instalacbes precéarias, falta de
humanizacéo, falta de profissionais especializados, deficiéncia de recursos
fisicos e materiais, entre outros motivos. (Lima et al. 2014)

Em muitos casos, a espera demorada para conseguir atendimento
dificulta um diagnéstico precoce de doencas que rapidamente podem evoluir
para um estado clinico grave, podendo levar a morte. Por exemplo, o Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) atribui a taxa de
mortalidade do cancer de colo de utero ao diagndstico em estagios avancados
da doenca, algo que acontece devido a dificuldade de acesso da populacdo
aos servicos e programas de saude. (Panobianco et al. 2012)

A dificuldade de diagnosticar rapidamente numerosas doencas nao é
algo que acontece apenas no Brasil. Esta incapacidade esta mais presente nos
paises em desenvolvimento em comparacdo aos ja desenvolvidos, devido a
inUmeros fatores, entre eles a falta de infraestrutura dos laboratérios e a falta
de pessoal qualificado para atender as demandas da populacdo. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a maioria dos casos clinicos pode ser
solucionada em um primeiro atendimento se ele for rapido e eficiente, pois
guando isso néo acontece, eles evoluem para casos mais complicados. Sendo
assim, os paises desenvolvidos investem mais no atendimento primario do que
0s paises em desenvolvimento, o que acarreta em uma melhoria na saude da

populacao do primeiro grupo de paises. (Sharma et al. 2015; Walt 2004)
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Uma situacéo ideal seria 0 paciente chegar ao hospital e a partir de
exames de rotina, como sangue e urina, serem realizados testes de screening
de diversas doencas. Assim, dependendo do resultado, o paciente seria
encaminhado ao médico especialista para fazer os exames necessarios para a
confirmacédo do diagndstico. Apesar de isso parecer uma situacao hipotética,
através do desenvolvimento das tecnologias ©Omicas, incluindo a
metabondmica, isso tem se tornado cada vez mais proéximo da realidade.

As doencas hepdticas, por exemplo, sdo problemas mundiais de saude
publica que necessitam de marcadores especificos de diagndstico clinico, e 0s
diagnosticos possuem alta subjetividade, imprecisdo e limitacdo. Com o
desenvolvimento da metabondémica, o campo de pesquisa das doencas
hepaticas se tornou bastante atraente e cada vez mais estudos vém sendo
realizados a fim de utilizar a metabon6émica para auxiliar no diagnostico dessas
doencas. (Yu et al. 2017)

Em 2010, Godoy e colaboradores construiram um modelo
metabondmico baseado em RMN de 'H capaz de diagnosticar a hepatite C a
partir de amostras de urina dos pacientes. Esse modelo obteve 94% de
sensibilidade e 97% de especificidade. (Godoy et al. 2010) Um estudo
publicado em 2015 mostra que, através da metabonémica baseada em RMN
de 'H de amostras de urina, é possivel diagnosticar depressdo em pacientes
com hepatite B, com sensibilidade de 82,1% e especificidade de 90,7%. (Hou
et al. 2015)

Em 2016, Hou Q et al. publicaram um artigo de revisdo que inclui 11
estudos metabonémicos envolvendo soro e urina de pacientes com hepatite B
para analisar a possibilidade desses pacientes desenvolverem hepatite B
cronica, cirrose e carcinoma hepatocelular. Esses estudos mostraram que
existem diferencas metabdlicas significativas entre as doencas relacionadas
com a hepatite B, o que torna possivel detectar e elucidar os marcadores
especificos dessas doencas, proporcionando assim um diagndstico precoce.
(Hou & Duan 2016)

Além das doencas hepaticas, a metabonémica também é utilizada para
o diagnostico de outras doengas, como doenca de Parkinson (Ohman &
Forsgren 2015), cancer de tiredide (Tian et al. 2015), diabetes tipo 2 (Yang et

al. 2004), doenga pulmonar obstrutiva crénica (Wang et al. 2013), doenga de
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Crohn (Fathi et al. 2013), cancer urologico (Araujo et al. 2017), entre outras.
Em todos esses estudos, é enfatizado o potencial que a metabondmica possui
para auxiliar os médicos na obtencdo de um diagndstico precoce a partir de
estratégias ndo invasivas e de rotina, como coleta de sangue e/ou urina.

O cancer é uma doenca que quanto mais cedo for diagnosticada, maior
a chance de o paciente ter sucesso no tratamento. Portanto, a metabonomica
também tem sido estudada para diagnosticar varios tipos de cancer. Em 2008,
Frickenschmidt et al. publicaram um estudo metabondmico onde examinaram
amostras de urina de pacientes com cancer de mama e de voluntarios
saudaveis, obtendo sensibilidade e especificidade de 87,67% e 89,90%,
respectivamente. (Frickenschmidt et al. 2008) Um estudo piloto visando o
diagnéstico de cancer urolégico pela metabonémica foi publicado em 2017,
onde a partir de amostras de urina foram obtidas sensibilidade e especificidade
de 90,9% e 100%, respectivamente. (Araujo et al. 2017) Além desses dois tipos
de cancer, também foram construidos modelos metabonémicos para 0s
diagndsticos de cancer no ovario (Garcia et al. 2012), cancer colorretal (Ni et al.
2014), cancer de pulméo (Yang et al. 2010), entre outros.

O potencial da metabondomica tem sido estudado ndo somente para o
diagnéstico de doencas, como também na area farmacéutica. Pode-se citar
como exemplo o estudo de antidepressivos realizado por Jia et al., onde o
objetivo foi descobrir 0s componentes quimicos que contribuem para o efeito
antidepressivo de tradicionais remédios chineses (Jia et al. 2013). Além disso,
a indastria alimenticia também tem utilizado a metabondmica, onde temos
como exemplos a identificacdo de grédos de soja submetidos a radiagcdo gama
(Ribeiro et al. 2014), e a discriminagdo entre vinhos do tipo tinto provenientes

de uvas organicas e biodindmicas (Laghi et al. 2014).
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2 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram construir modelos metabon6micos a
partir de amostras de soro sanguineo que sejam capazes de:
1) Diferenciar entre 0os seguintes grupos:
a. Pacientes portadores de esteatose;
b. Pacientes portadores de esteatohepatite.
2) Diferenciar entre 0os seguintes grupos:
a. Pacientes monoinfectados com hepatite viral B ou C;
b. Pacientes coinfectados com esquistossomose mansonica e
hepatite viral B ou C.
A Figura 1 ilustra esquematicamente os objetivos deste trabalho. E
importante ressaltar que as doencas hepaticas ndo se restringem apenas as
apresentadas na Figura 1. Nesta figura foram apresentadas apenas as

doencas de interesse deste estudo.

Figura 1. Esquema dos objetivos deste trabalho.

Metabondmica

‘ Esteatose J_\

Diagnostico
— Diferencial de —

/‘[ HBV ou HCV ]
Doengas Hepaticas
Esquistossomose
Esteatohepatite mansonica e ’
HBV/HCV

Autoria prépria.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Este estudo tem um carater multidisciplinar, sendo de interesse de
profissionais da Quimica, mas também de médicos, biomédicos, bidlogos, entre
outros. Sendo assim, a Fundamentacdo Teodrica esta estruturada de forma que
0s conceitos, as ferramentas e 0s objetos de estudo envolvidos sejam
apresentados de maneira clara, concisa e acessivel aos profissionais dos
diferentes campos do conhecimento. Apesar de alguns conceitos utilizados
neste estudo estarem bastante difundidos na literatura (especialmente RMN),
como se trata de um trabalho multidisciplinar, eles foram detalhados a fim de
que uma pessoa que estd iniciando os estudos sobre esses assuntos possa

entender de uma forma clara.

3.1 Metabonbmica

E comum o uso dos termos metabondémica e metabolémica como
sinbnimos, gerando certa confusdo entre aqueles que pretendem estudar o
tema. Sendo assim, antes de iniciar a discussdo sobre a metabondmica, é
importante esclarecer isso. A questdo é que, por definicdo, sdo estratégias
diferentes. A metabonémica é definida como “a medida quantitativa da resposta
metabolica multiparamétrica dindmica de sistemas vivos a estimulos
fisiopatolégicos ou modificacdo genética” (Nicholson et al. 1999). Este termo foi
proposto por Jeremy Nicholson, Elaine Holmes e John Lindon, a partir das
raizes gregas “meta” (alteracédo) e “nomos” (regras ou leis) em referéncia aos
modelos quimiométricos capazes de classificar as mudancas no metabolismo.
A parte “6mica” significa uma abordagem capaz de gerar um conjunto de dados
de tudo que esta sendo medido, seja transcricdes (transcriptdmica), proteinas
(protedbmica), ou metabdlitos (metabonbmica). A origem do termo
metabolémica, por sua vez, € misteriosa. O conceito de metaboloma sé foi
utilizado rotineiramente em publicacfes a partir do final dos anos 90. Fiehn, em
2001, indicou o termo metabolédmica como sendo “uma analise compreensiva e
quantitativa de todos os metabdlitos...”. (Fiehn 2001; Robertson 2005)

Sendo assim, enquanto a metabol6mica visa identificar e quantificar os
metabdlitos enddégenos que sofrem mudancas em suas concentracfes apos

interferéncia de agentes externos (Keun 2006), a metabon6émica busca o perfil
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sistematico dos metabolitos presentes nos biofluidos e tecidos de organismos e
suas mudancas temporais causadas por diversos fatores, como tratamento
médico, nutricdo, estilo de vida, efeitos genéticos ou doencas (Walker 2011;
Ribeiro et al. 2014; Godoy et al. 2010). Neste estudo, o enfoque foi
especificamente a estratégia metabondmica.

A metabonémica é reconhecida como a mais nova das tecnologias
“émicas”. Isto acontece porque o interesse no perfil sistemético dos metabdlitos
s6 cresceu largamente durante a ultima década. (Walker 2011) A fim de obter
dados confiaveis e validos, é importante usar técnicas com alta sensibilidade e
especificidade, que sejam capazes de detectar a maioria dos metabdlitos em
uma determinada amostra biologica, e também de proporcionar alta
reprodutibilidade, de preferéncia a baixo custo. Nenhuma das ferramentas
analiticas disponiveis atualmente possui todas essas caracteristicas, mas a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e a Espectrometria de
Massa acoplada a cromatografia gasosa, cromatografia liquida ou eletroforese
capilar aproximam-se dessas caracteristicas ideais e sdo as técnicas mais
amplamente aplicadas. (Editor & Walker 2015)

A espectroscopia de RMN é bastante utilizada pela metabondémica, e
essa parceria tornou-se uma ferramenta bastante Gtil para diagndésticos
clinicos. A espectrometria de massa, por sua vez, € utilizada tradicionalmente
pela estratégia metabolémica. (Keun 2006) Isso acontece porque ha diferencas
consideraveis entre as duas técnicas analiticas: a espectroscopia de RMN é
ndo destrutiva, ndo seletiva, rdpida e exige intervengcdes minimas na
preparacdo da amostra, adequando-se melhor a estratégia metabonémica; por
outro lado, a espectrometria de massa € muito mais sensivel e normalmente
esta associada a uma técnica cromatogréfica, sendo essa associacéo indicada
para o isolamento, a identificacdo e a quantificacdo dos metabdlitos, como
requer a estratégia metabolémica. (Goldsmith et al. 2010)

O tratamento dos dados espectrais é feito frequentemente por técnicas
guimiométricas, pois elas sdo capazes de identificar padrdes e classificar as
amostras. Sendo assim, € possivel observar as diferencas entre as amostras
de pacientes saudaveis e pacientes doentes ou entre pacientes com diferentes

tipos de doencas. (Jian-fei et al. 2009)
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As proximas sessOes abordardo os principios da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear e de quimiometria, para que seja possivel uma
melhor compreensdo da estratégia metabondmica. Além disso, haverd uma

sessdao sobre figado e as doencas hepéaticas envolvidas nesse estudo.

3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

3.2.1 Principios Basicos

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica
baseada na interacdo entre a radiacao eletromagnética e a matéria, sendo isso
a definicdo de uma técnica espectroscopica. (Ross et al. 2007) O fendbmero de
RMN foi descoberto em 1946 por Purcell e Bloch (Mlynarik 2016), e desde
entdo se tornou uma ferramenta de analise bastante Util para a ciéncia (Ross et
al. 2007).

Essa ferramenta baseia-se na interacdo entre os momentos magnéticos
dos nucleos de varios a&tomos e um campo magnético externo. O momento
magneético dos nucleos esta associado a um spin nuclear (I). Quando o nucleo
atdmico tem um numero par de prétons e néutrons, | € igual a zero; quando ha
um numero impar de prétons ou néutrons, | é diferente de zero e, dessa forma,
0 nucleo possui um momento magnético pu (Equacéo 1) proporcional ao spin e
a constante magnetogirica (y), uma constante fisica caracteristica de cada
nacleo que é definida como a razdo entre 0 momento magnético nuclear e o

seu momento angular. (Mlynarik 2016)

hly
21

Equacéo 1. =
onde h é a constante de Planck.

Ha 21 + 1 estados de spin permitidos com diferencas inteiras que vao de
+l a —I. Portanto, se o | for igual a zero, apenas um estado € permitido e ndo é
possivel falar em espectroscopia nesse caso. A Tabela 1 apresenta alguns
ndcleos importantes para a RMN, assim como 0s seus respectivos numeros

quanticos de spin e suas abundancias isotopicas. (Mlynarik 2016)
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Tabela 1. Alguns nucleos importantes para a RMN.

Nucleo H ’H 13C 15N 170 OF sip 2Na

I 1/2 1 1/2 1/2 5/2 1/2 1/2 3/2

Abund 99,9% 0,015% 1,1% 0,37% 0,04% 100% 100% 100%
Fonte: (Veeman 1997).

Na espectroscopia de RMN, 0s nucleos sdo submetidos a um campo
magnético externo homogéneo denominado Bo, e se | for igual a 1/2, por
exemplo, dois estados de spin s&o observados, normalmente identificados por
a e f. Um desses estados esta paralelo ao campo magnético Bo e 0 outro tem
uma orientacdo antiparalela em relacdo ao campo magnético Bo. Esses dois
estados tém energias diferentes, sendo o de menor energia o que esta paralelo
ao campo magnético externo. E importante ressaltar que os nucleos ndo estéo
restritos aos estados o e P, podendo estar em uma combinacdo desses
estados. (Keeler 2002; Mlynarik 2016)

A diferenca de energia entre os estados de spin possiveis é dependente
do campo externo aplicado, Bo. Quanto maior a forca do campo magnético,
maior é a diferenca de energia entre os estados de spin.

Equacéao 2 AE~B,
A relacéo entre a diferenca de energia e a constante magnetogirica é

Equacéo 3 AE = y%BO = hv

Em um experimento de RMN, ndo se observa apenas um nucleo, mas
sim um enorme numero deles, podendo chegar a 10%°. Se o momento
magnético de todos esses nucleos apontarem em direcbes aleatérias,
inevitavelmente um cancelara o outro; entretanto, o que se observa no
equilibrio € uma organizacédo tal que ha uma magnetizacédo paralela a direcao
do campo magnético aplicado Bo. (Keeler 2002)

A ideia por tras da espectroscopia de RMN baseia-se no seguinte:
quando é aplicado um pulso de radiofrequéncia (RF) cuja energia corresponde
a diferenga de energia entre os estados de spin « e g, ocorre a transigdo do
ndcleo no estado de spin « para o estado de spin S. Ao retornarem aos seus
estados de origem, 0s nucleos emitem sinais eletromagnéticos cuja frequéncia
depende da diferenca de energia entre os estados de spin. Esses sinais sédo

detectados pelo espectrobmetro de RMN e sédo apresentados como um registro
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da frequéncia do sinal versus sua intensidade, o espectro de RMN. A seguir,
sera explicado detalhadamente todo o processo que ocorre para que seja
possivel a obtencado de um espectro de RMN.

A magnetizacdo de todos os nucleos pode ser representada por um
vetor - chamado de vetor de magnetizacdo - que € a soma vetorial de todos os
momentos magnéticos individuais e aponta na dire¢do do campo magnético

aplicado (por convencgéo, eixo z), como mostra a Figura 2. (Keeler 2002)

Figura 2. No equilibrio, a amostra possui um vetor de magnetizacao total paralelo ao campo
magnético aplicado.

Vetor de
magnetizagdo

L/

Campo magnético

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).
A aplicagdo do pulso de radiofrequéncia ao sistema resulta em uma

corrente que cria um campo magnético oscilante ao longo do eixo x. Este
campo magnético oscila em uma frequéncia préxima ou igual a frequéncia de
Larmor, ou seja, € ressonante com essa frequéncia. A frequéncia de Larmor
depende da constante magnetogirica do nucleo, do deslocamento quimico e do
campo magnético aplicado Bo. Isso € capaz de transferir a rotagdo do vetor de
magnetizacdo para um pouco longe do eixo z, mesmo na presenca de um
campo magnético aplicado muito forte (Bo) (Figura 3), e isso € chamado de
“Efeito Zeeman”, porque foi descoberto pelo fisico holandés Peter Zeeman em
1897. (Keeler 2002)
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Figura 3. Se o campo magnético ao longo do eixo z for substituido rapidamente por um ao
longo do eixo x, a magnetizacdo precessara em relacdo ao eixo x e se movera para o plano
transversal.

A

SR

X

-

Campo
Magnético

s

% y

i

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).

Uma vez que o vetor de magnetizacdo € afastado do eixo z, o seu
movimento de rotacdo agora é no formato de um cone com um angulo
constante (Figura 4). Esse movimento é chamado de precessédo de Larmor.
(Keeler 2002)

Figura 4. llustracdo da precessao de Larmor.

1r

Campo magnético

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).
Se o campo magnético € Bo, a frequéncia da precessdo de Larmor é

o (em rad/s):
Equacao 4 wo = VB,
ou se a frequéncia for em Hz

Equacdo 5 vy = —VBy (Keeler 2002).

Em um experimento de RMN, o que é detectado é a precessdo do vetor
de magnetizacdo. Tudo que precisa ser feito € colocar uma bobina ao redor da

amostra com o eixo da bobina alinhado no plano xy (Figura 5). (Keeler 2002)
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Figura 5. llustracdo da bobina no plano xy (o desenho sé a mostra em uma parte do eixo x).

Fonte: (Keeler 2002).
A medida que o vetor de magnetizacdo se aproxima da bobina, uma

corrente € induzida, podendo ser amplificada e registrada — o resultado é
chamado de decaimento livre de inducédo (FID, do inglés, free induction decay),
o sinal de RMN que € detectado. (Keeler 2002)

Basicamente, a bobina detecta a componente x da magnetizagao.
Supondo que o vetor de magnetizacdo no equilibrio € Mo; se esse vetor for
inclinado por um angulo B na direcdo do eixo X, a componente X €
Mosenp (Figura 6). E possivel visualizar o que acontece com as componentes x

e y fazendo a projecdo no plano xy (Figura 7). (Keeler 2002)

Figura 6. llustracdo da componente x do vetor de magnetizacao.

Fonte: (Keeler 2002).
Figura 7. llustracdo da precesséo do vetor de magnetizagdo no plano xy.

I,/ T\ ,/ T \\. ‘/ T\ .«'/ ’ﬁ'\\
\ J NP2 F? \/

T2
Fonte: (Keeler 2002)
No tempo zero, assume-se que ha somente a componente x. ApGs um

tempo t1, 0 vetor de magnetizacéo rotacionou de um certo angulo chamado &:.
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Como o vetor rotaciona a uma velocidade de wo radianos por segundo, no
tempo 11 0 vetor se moveu através de (wo X t1) radianos; entdo 1 = wot1. ApOS
mais algum tempo, diga-se t2, 0 vetor teve mais tempo para precessar, € 0
angulo &2 sera mot2. No geral, pode-se dizer que ap0s um tempo t, o0 &ngulo é ¢
= mot. (Keeler 2002)

A componente X é proporcional ao cose e a componente y € negativa (ao
longo de —y) e proporcional ao sens. Relembrando que no tempo inicial o vetor
de magnetizagdo € Mosenp, pode-se deduzir que as componentes x e y, Mx e
My, respectivamente, sao:

Equacéo 6 M, = MysenBcos(wgt)
Equacéo 7 M, = —Mgysenfisen(wot).
Mx e My sdo oscilagdes simples da frequéncia de Larmor (Figura 8).

Aplicando-se a transformacdo de Fourier nesses sinais, obtem-se o espectro
de RMN. (Keeler 2002)

Figura 8. llustracdo dos sinais das componentes x e y da magnetizagéo.

tempo

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).
Para entender como o pulso de radiofrequéncia pode rotacionar a

magnetizagdo, é necessario introduzir a ideia de rotating frame, que é
basicamente rotacionar o sistema para que seja possivel observar o que
acontece no plano xy. Quando o pulso de RF é aplicado na bobina ao longo do
eixo X, o resultado € um campo magnético oscilando ao longo desse eixo. Este
campo magnético se movimenta ao longo do eixo X, indo de +x a —x e
passando pelo zero. Assume-se que a frequéncia da oscilagéo é wrr (em rad/s)
e 0 campo magnético é 2B1 (em Tesla); a razdo para ser 2B1 é que para
entender o que esta acontecendo é mais facil substituir, em nossas mentes, o
campo que esta oscilando linearmente por dois campos oscilando em direcbes

contrarias (Figura 9). Esses dois campos tem a mesma magnitude Bi. Bf
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rotaciona no sentido positivo (de x a y), e By rotaciona no sentido negativo.
(Keeler 2002)

Figura 9. llustracdo dos dois campos magnéticos Bl++ e By se unindo para formar o campo
magnético que oscila ao longo do eixo x.
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Fonte: Adaptado (Keeler 2002).
No tempo inicial, os dois campos estdo alinhados no eixo x resultando

em um campo total de 2B1 nesse eixo. Enquanto o tempo passa, 0s vetores se
afastam do eixo x em dire¢cdes opostas. Como os dois vetores tém a mesma
magnitude e rotacionam na mesma frequéncia, as componentes y sempre se
cancelam. Entretanto, as componentes x se aproximam de zero a medida que
esses vetores se aproximam de rotacionar 90°. Como o angulo cresce depois
desse ponto, a componente X cresce mais uma vez, mas na parte negativa do
eixo x, alcancando um méaximo quando o angulo de rotacdo é 180°. (Keeler
2002)

Chama-se de offset (Q) a diferengca entre a frequéncia wo citada
anteriormente e a frequéncia presente no rotating frame

Equacéo 8 1 = wo = Wrot.fram.

Sendo assim, o0 campo magnético no rotating frame também deve ser
diferente do que é aplicado. Usando a relacdo existente entre o campo
magnético e a frequéncia de precessao:

Equacgéo 9 w =YB
entdo pode-se calcular o campo magnético aparente, AB, a partir da frequéncia

de Larmor aparente, Q:

Equacéo 10 AB =

RID
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sendo AB geralmente chamado de campo reduzido. (Keeler 2002)

Quando um pulso de RF é aplicado, ha dois campos magnéticos
presentes: o de magnitude Bi1 produzido pelo pulso de RF (o deixaremos
estatico colocando a frequéncia igual a -orF), € 0 campo reduzido, AB, dado
por Q/y. Sabendo que Q = ®wo — ®rot.fram. € Wrotfram. = -ORF, Segue-se que o offset
é:

Equacao 11 N =wy— (—wgp) = Wy + Wgp

No rotating frame, o campo reduzido (eixo z) e o campo Bi1 do pulso de

RF (eixo x) se adicionam vetorialmente resultando no campo efetivo Beft (Figura

10). (Keeler 2002)

Equagéo 12 Besr = +/Bf + AB?

Figura 10. llustragdo do campo magnético efetivo como a soma vetorial do campo reduzido AB
e do campo B1.

Fonte: (Keeler 2002).

Quando o offset € pequeno ou igual a zero, o campo efetivo se aproxima
do plano xy e a magnetizacao rotaciona do eixo z para esse plano, sendo isso
0 esperado no experimento de RMN. Apesar de Bo ser muito maior que Bi,
pode-se afetar a magnetizacdo com B o fazendo oscilar préximo a frequéncia
de Larmor. Isso € o chamado fenbmeno de ressonancia. (Keeler 2002)

Basicamente, o experimento de RMN pode ser dividido em 3 partes
(Figura 11):

1) Espera-se que a amostra chegue ao equilibrio;

2) O(s) pulso(s) de RF é(sao) aplicado(s) por tempo suficiente para
rotacionar a magnetizacao (por exemplo, 90°);

3) Apos a aplicacdo do(s) pulso(s) de RF, é possivel detectar o sinal que

surge da magnetizagdo a medida que ela rotaciona no plano transversal.
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Figura 11. llustracdo das 3 partes de um experimento simples de RMN.

RF I

Fonte: (Keeler 2002).

Durante a parte 1, a magnetizacdo em equilibrio encontra-se ao longo do
eixo z. Em seguida, aplica-se um pulso de RF de, por exemplo, 90° no eixo X,
gue rotaciona a magnetizacao para o eixo -y, caracterizando o fim da parte 2.
Na parte 3, a magnetizacdo precessa no plano transversal a uma frequéncia
chamada de offset, que ja foi descrita anteriormente. Observando a Figura 12,
podemos deduzir como as componentes x e y da magnetizacao variam com o
tempo. O offset € Q e apds certo tempo t, 0 vetor precessou através de um
angulo Qt. Sendo assim, a componente y € proporcional a cos Qt e a
componente x a senQt. (Keeler 2002)

Equacéo 13 M, = —M,cos(wt)
Equacéo 14 M, = Mysen(wt)

Figura 12. A magnetizacdo comeca ao longo do eixo —y e rotaciona através de um angulo Qt
ap6s um tempo t.

Fonte: (Keeler 2002).

A magnetizagédo tem a tendéncia de retornar ao seu estado de equilibrio
(Mo ao longo do eixo z sem magnetizagdo transversal no plano xy) através de
um processo chamado relaxagao. Entdo, com o passar do tempo, a relaxacdo
faz com que a magnetizacdo transversal decaia para zero. O FID, sinal
produzido pela precessdo da magnetizacdo no plano xy também diminui em
amplitude. Essa perda de intensidade das componentes x e y da magnetizacéo

€ chamada de relaxacao transversal. A componente z também tende a retornar
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a sua posicéo inicial de equilibrio, e esse processo € chamado de relaxacao
longitudinal. (Keeler 2002)

A relaxacdo longitudinal € designada pelo tempo Ti, e envolve a
transferéncia de energia dos spins “excitados” para aqueles que estdo com a
frequéncia apropriada. A Figura 13 mostra a perda da componente xy pelo
processo de relaxacéo longitudinal enquanto a magnetizacdo retorna para o
eixo z. (Robert M. Silverstein, Francis X. Webster 2005)

Figura 13. Relaxacao longitudinal de M para Mo.
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Fonte: (Keeler 2002).
A relaxagdo transversal, caracterizada pelo tempo T2, envolve a
transferéncia de energia entre 0s nucleos que estdo precessando, 0 que

provoca defasagem, alargamento dos picos e a perda do sinal (Figura 14).

Figura 14. llustragdo da relaxagéo transversal que ocorre com a magnetiza¢do no decorrer do
tempo.
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Fonte: Adaptado (Keeler 2002).
Tipicamente, em moléculas pequenas, T1 e T2 sdo similares em

magnitude; a relacdo entre essas duas grandezas esta ilustrada na Figura 15.
(Robert M. Silverstein, Francis X. Webster 2005)



31

Figura 15. llustracdo da relacdo entre T1 e T2 para moléculas pequenas.

B,

Fonte: (Keeler 2002).
Enquanto a relaxacdo transversal ocorre, a magnetizacdo diminui no

plano xy ao transferir energia para o eixo z. Para moléculas maiores (ou outros
nicleos além de 'H), a relaxacédo longitudinal demora mais tempo do que a
transversal.

O FID, o sinal obtido pela precessao da magnetizacdo, € apresentado
numa escala de tempo. Aplicando a transformada de Fourier, obtém-se os
dados apresentados numa escala de frequéncia, o espectro propriamente dito.
(Figura 16). (Keeler 2002)

Figura 16. A transformada de Fourier € uma operacdo matemética que transforma uma funcgéo
dependente do tempo — como o FID — em uma funcdo dependente da frequéncia — como o

espectro.
u tempo

Transformada
de Fourier

frequéncia

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).

De acordo com a equagédo vi = (y/21)Bo, apenas um pico seria esperado
no espectro de RMN. Porém, a situacdo ndo é assim tdo simples.
Considerando os nlcleos de 'H presentes numa estrutura quimica, eles
encontram-se blindados pelas nuvens de elétrons, e essa densidade eletrbnica
varia de acordo com o ambiente quimico. Essa variacdo € o que promove as
diferencas nas posi¢des dos deslocamentos quimicos. Sendo assim, agora a
equacao fundamental da espectroscopia de RMN é modificada para os nucleos

equivalentes de uma espécie:

Equacdo 15 Verf = %30(1 —0)
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onde 0 é a constante de blindagem, cujo valor é proporcional ao grau de
blindagem da nuvem eletronica. (Robert M. Silverstein, Francis X. Webster
2005)

Para um determinado valor de Bo, a frequéncia efetiva, v.¢s, durante a
ressonancia é menor do que a frequéncia aplicada, v;. Os elétrons que estédo
sob a influéncia do campo magnético produzem o0 seu proprio campo
magnético oposto ao campo magnético aplicado, sendo isso o “efeito
blindagem” (Figura 17). Este efeito é responsavel pelo diamagnetismo
observado por todos os materiais organicos. No caso dos materiais com elétron
desemparelhado, o paramagnetismo associado a esse elétron substitui o
diamagnetismo dos elétrons emparelhados. (Robert M. Silverstein, Francis X.
Webster 2005)

Figura 17. llustracdo da blindagem diamagnética do nicleo pelos elétrons circulando ao seu
redor.

Nucleo

Elétrons circulando

Forga magnética

Fonte: Adaptado (Keeler 2002).

O grau de blindagem depende da densidade eletronica e o grau de
blindagem de um nlcleo de 'H ligado a um atomo de carbono depende
também do efeito indutivo de outros grupos ligados ao carbono. Por exemplo,
guanto mais eletronegativo for o grupo ligado ao carbono, menor a blindagem
eletrébnica e, dessa forma, maior o deslocamento quimico (Figura 18). A
diferenca entre a posi¢do de absorcdo de um determinado ndcleo e a posi¢ao
de absor¢cdo de um nucleo de referéncia é o que chamamos de deslocamento
quimico daquele ndcleo. Dessa forma, nucleos de hidrogénio em diferentes
ambientes quimicos possuem diferentes deslocamentos quimicos, e,
consequentemente, aqueles em um mesmo ambiente quimico possuem o
mesmo deslocamento quimico. (Robert M. Silverstein, Francis X. Webster
2005)
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Figura 18. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN de 'H dos tipos mais comuns de
funcgdes orgéanicas.
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Fonte: (Lampman et al. 2009).
A frequéncia depende do campo aplicado, sendo assim, ao indicar a

posicdo de um determinado ndcleo no espectro, sempre seria necessario
indicar em qual campo o espectro foi obtido. Porém, para solucionar esse
problema, foi criada uma escala de referéncia que independe do campo, d.
(Keeler 2002)

Equacdo 16 5= VAU;VR

0
sendo v4, vg € v, as frequéncias do nucleo na amostra, na referéncia e a
frequéncia do espectrometro, respectivamente, dadas por

Equacéo 17

Vo = Bo(1 —0y) %T’ Vg = Bo(1—0g) %' e Vo = Bo(1 - Uo)%
A unidade de & é ppm (partes por milhdo), porque o numerador esta em
Hz e o denominador em MHz.
No caso da espectroscopia de RMN de 'H, a referéncia utilizada é o
TMS (Figura 19a) para solventes organicos, e o TSP (Figura 19b) quando o
sistema é aquoso. Por definicdo, os spins desses materiais tem deslocamento
quimico igual a zero e a escala de 6 sempre aumenta da direita para esquerda

no espectro. (Keeler 2002; Robert M. Silverstein, Francis X. Webster 2005)
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Figura 19. llustragcbes das estruturas de Lewis do a) tetrametilsilano (TMS) e do b) acido 3-
trimetilsilil propiénico (TSP).
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Autoria prépria.

A espectroscopia de RMN é uma poderosa ferramenta utilizada para
elucidacdo estrutural, amplamente empregada na quimica, sobretudo a
Quimica Orgéanica. Mas, ela também se constitui em poderosa ferramenta para
identificar mudancas no perfil metabolico como resultado de mudancas no
status bioquimico, pois oferece uma analise ndo-invasiva, que & capaz de
apresentar os metabdlitos e as suas concentracdes relativas com precisao
(Godoy et al. 2010; Araujo et al. 2017).

Entretanto, a identificacdo de biomarcadores e dos metabdlitos
responsaveis pela discriminacéo entre os grupos de amostras ndo € algo trivial.
Ha, na literatura, algumas revisdes sobre como fazer essa identificacdo através
da espectroscopia de RMN. Sabe-se que um grande nimero de informacdes é
proporcionado através do espectro de RMN de 'H unidimensional, incluindo: 1)
deslocamentos quimicos; 2) multiplicidade dos sinais; 3) constantes de
acoplamento homonuclear; 4) constantes de acoplamento heteronuclear ; 5) a
integral do sinal e 6) a estabilidade do sinal (variagéo da integral com o tempo).

Uma grande vantagem da espectroscopia de RMN é que os
deslocamentos quimicos sdo muito sensiveis a mudancas na estrutura e no
ambiente quimico. A sensibilidade dos deslocamentos quimicos as mudancas
no pH pode ser utilizada para distinguir ou identificar metabdlitos,
especialmente aqueles contendo grupos funcionais ionizaveis. Essa
sensibilidade diminui a probabilidade de duas moléculas similares terem
espectros de RMN idénticos.

A analise da multiplicidade dos sinais também € importante para a
identificacdo dos metabdlitos. Através de certos tipos de experimentos de spin-
echo é possivel distinguir sinais com diferentes multiplicidades, o que permite
identificar metabdlitos.

A deteccdo da presenca de acoplamento entre dois hidrogénios néo

equivalentes € muito importante na identificacdo de metabdlitos, uma vez que
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as magnitudes das constantes de acoplamento s&o caracteristicas da
densidade eletrGnica entre os dois tipos de hidrogénio.

Os metabdlitos que estdo presentes em concentracdes relativamente
altas ou que apresentam sinais distintos na regido espectral podem ser
identificados pela inspecdo visual de um uUnico espectro unidimensional de
RMN de *H. Isto pode ser feito baseando-se na base de dados metabolémicos
HMDB. A identificacdo de metabdlitos que estdo presentes em niveis
relativamente baixos, ou que tem sinais parcialmente ou completamente
superpostos, € dificil através de métodos de RMN unidimensional. Sendo
assim, é necessario utilizar a espectroscopia de RMN bidimensional.

O experimento de RMN bidimensional consiste em obter duas
dimensdes de tempo e, consequentemente, duas frequéncias. Sendo assim, &
construido um gréafico com dois eixos dos sinais nas respectivas frequéncias, e
eles séo ortogonais entre si. Na Figura 20 observa-se um exemplo de como o

espectro de RMN bidimensional é apresentado.

Figura 20. Exemplo de espectro de RMN bidimensional.
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Alguns exemplos de experimentos de RMN bidimensionais sé&o: JRES
(do inglés, J-Resolved), COSY (do inglés, Chemical Shift Correlation
Spectroscopy), TOCSY (do inglés, Total Correlation Spectroscopy), HSQC (do
inglés, Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC (do inglés,
Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Através deles, € possivel observar a
correlagcdo entre os spins, 0 que proporciona mais informacéo a respeito dos
metabdlitos presentes.

O STOCSY (do inglés, Statistical Correlation Spectroscopy) € uma
técnica utilizada para a identificacdo de metabdlitos que se baseia na
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espectroscopia de correlacdo bidimensional e € tradicionalmente aplicada ao
experimento de RMN de !H unidimensional. Ele analisa a covariancia das
variaveis de intensidade e produz uma matriz de correlacdo, que se apresenta
na forma de um espectro de RMN, revelando o grau de correlagéo entre cada
variavel no espectro (unidimensional ou bidimensional). Dependendo da forca
da correlacédo, as variaveis correlacionadas podem pertencer & mesma espécie
(forte correlacdo) ou a espécies da mesma via metabdlica (correlagdo mais
fraca). Para a metabondmica, esta técnica é bastante util na analise de
misturas complexas, como urina, onde a identificacdo dos metabdlitos pode ser
dificil. A eficiéncia do STOCSY para detectar corretamente as correlacfes
depende do grau de sobreposicdo entre as ressonancias, assim como de
baixas concentracdes. Uma sobreposicdo significativa dos picos distorce a
covariancia de diferentes ressonancias pertencentes a mesma espécie em um
espectro, e as ressonancias que estdo mais proximas dos ruidos sdo mais
dificeis de analisar. Estes problemas levaram ao desenvolvimento de outras
técnicas, incluindo STORM (do inglés, SubseT Optimization by Reference
Matching) que utiliza um método interativo para calcular as correlagfes e é
mais adequado para lidar com possiveis sobreposicbes ou baixas
concentracdes. (Dona et al. 2016)

3.2.2 PRESAT

A supressdo do solvente é necessaria quando o solvente contem
prétons ndo deuterados, porque o sinal do solvente pode ser muito superior em
comparacao aos sinais de interesse. Ha algumas sequéncias de pulsos que
podem ser utilizadas a fim de fazer a supressdo do solvente: Watergate,
Double PFG spin echo e PRESAT, que foi a sequéncia utilizada neste trabalho.
PRESAT é uma sequéncia de dois pulsos de RF: um pulso relativamente longo
e de baixa poténcia para saturar seletivamente uma frequéncia especifica,
geralmente a frequéncia atribuida ao sinal da agua, e outro pulso ndo seletivo
de 45° ou 90° para excitar as frequéncias de interesse. Em seguida, o sinal é
adquirido (Figura 21). Antes da aplicacao dos pulsos de RF, tem-se um tempo

de espera (d1) para que o equilibrio seja estabelecido. (Keeler 2002)
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Figura 21. llustracao da sequéncia de pulsos de RF utilizada para supresséo do sinal da agua.
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Fonte: (Costa 2016).

Esta sequéncia de pulsos é particularmente Gtil para amostras aquosas

ou para aquelas que apresentam o sinal do solvente muito intenso. Com a

devida otimizacdo do experimento, € possivel obter um espectro praticamente

livre do sinal do solvente e também obter uma melhoria na relacdo sinal/ruido.

(Keeler 2002)

3.2.3 CPMG

Moléculas mais pesadas, como os lipidios, possuem um menor tempo

de relaxagéo transversal (T2), fazendo com que seus sinais no espectro se

apresentem de forma alargada. Isso dificulta, muitas vezes, a visualizagdo de

sinais menos intensos. Porém, é possivel eliminar esses sinais alargados

utilizando a sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Pucell-Meiboom-Gill), como um

filtro de T2. Essa sequéncia de pulsos foi descrita pela primeira vez em 1958

por Meiboom e Gill, sendo uma adaptacdo da sequéncia proposta por Carr e

Pucell, por isso é chamada de Carr-Pucell-Meiboom-Gill. (Meiboom & Gill 1958)

Ela consiste em um pulso de 90° aplicado no eixo x e sucessivos pulsos de

180° entre intervalos de tempo t = (2n + 1)tcom n = 0,1,2... (Figura 22).

Figura 22. Sequéncia de pulsos CPMG.
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Autoria prépria.

Esta sequéncia consiste em um pulso de 90° aplicado no eixo X
sucessivos pulsos de 180° entre intervalos de tempo t = (2n + 1)tcom n

0,1,2... (Figura 22). Durante o intervalo t entre o pulso de 90° (Figura 23a) e
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primeiro pulso de 180°, o vetor de magnetizagdo precessa por um angulo 8 =

T(yBesr — w). Uma vez que B.sr ndo € homogéneo, os vetores pertencentes

aos diferentes elementos de volume da mesma amostra precessam em
velocidades diferentes. O resultado disto est4 indicado na Figura 23b pelo vetor
sombreado. A Figura 23c ilustra o efeito do primeiro pulso de 180°. Durante o
préximo intervalo, os vetores continuam a precessar, Figura 23d, cada um na
sua propria velocidade, e ao final deste intervalo todos eles alcancam o eixo y
negativo simultaneamente, produzindo o eco (Figura 23e). A Figura 23f ilustra a
situacdo apos o eco, enquanto a Figura 23g ilustra o efeito do segundo pulso
de 180°, a Figura 23h a magnetizacdo apos esse pulso, e a Figura 23i o
segundo eco. O processo entdo se repete com um periodo igual a 4r.
(Meiboom & Gill 1958)

Figura 23. llustracdo do comportamento do vetor de magnetizagdo durante a sequéncia de
pulsos CPMG.

Autoria prépria.
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Nesse experimento, o intervalo entre os pulsos € ajustado de tal forma
que se torna maior do que o tempo T2 dos spins cujos sinais nao sao de
interesse e menor do que o T2 daqueles de interesse. Sendo assim, o espectro
apresenta-se mais definido. Isso facilita a analise quimiométrica, que sera

discutida na proxima secao deste trabalho.



40
3.3 Quimiometria

A quimiometria € uma area da quimica que vem se desenvolvendo por
mais de 40 anos a fim de suprir a necessidade de métodos estatisticos e
matematicos avancados que surgiu devido a crescente sofisticacdo dos
processos e da instrumentacdo quimica. (Hopke 2003; Wold & Sjéstrom 1998)

Massart et al. definiram a quimiometria como “uma disciplina quimica
que usa matematica, estatistica e légica (a) para desenhar ou selecionar
procedimentos experimentais adequados; (b) para fornecer as informagdes
quimicas relevantes a partir da analise dos dados quimicos; e (c) para obter
conhecimento a respeito dos sistemas quimicos.”. (Slutsky 1998) A
guimiometria possui trés campos de atuacdo: planejamento de experimentos,
reconhecimento de padrdes e calibragdo multivariada (Neto et al. 2002). Uma
ilustracdo que representa a quimiometria € a Figura 24, onde coloca essa

disciplina como a interseccdo entre quimica, matematica e estatistica.

Figura 24. Interdisciplinaridade da quimiometria.

=
QUIMIOMETRIA
Fonte: (Ferreira 2015).

A Sociedade Internacional de Quimiometria (International Chemometrics
Society) foi fundada em 1974 para auxiliar o desenvolvimento desta area.
(Hopke 2003) O primeiro artigo com o nome “quimiometria” no titulo foi
publicado em 1975 (Kowalski 1975), escrito por Bruce Kowalski. Neste
trabalho, ele sugere que a quimiometria se desenvolveu a um ponto que agora
funcionava como uma area de pesquisa dentro da ciéncia da quimica. Porém,
durante esta época havia impedimentos na publicacdo de artigos sobre
quimiometria, pois a comunidade de cientistas analiticos ainda estava cética
guanto a necessidade de ferramentas complexas para a analise dos dados. Na
visdo de muitos quimicos, a necessidade dessas “complicadas” ferramentas

era um sinal de que os experimentos apropriados ndo eram realizados, ao
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invés de compreenderem que uma analise avancada dos dados € uma parte
integrante da utilizagdo das novas tecnologias em evolucéo. (Ferreira 2015)

Em 1977, a introducdo da secdo “Computer Techniques and
Optimization” na revista Analytica Chimica Acta foi a primeira se¢do de uma
revista claramente dedicada a essa area em desenvolvimento. Em 1980, a
Analytical Chemistry mudou o nome da secdo de revisdo “Statistical and
Mathematical Methods in Analytical Chemistry” para “Chemometrics”. Em 1982,
uma segao separada na Analytica Chimica Acta foi finalizada porque a
guimiometria se tornou aceita o suficiente para ndo precisar dessa atencéao
especial. Subsequentemente, foram lancadas duas revistas dedicadas a
guimiometria: Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems e Journal of
Chemometrics. (Ferreira 2015) Assim, a quimiometria continuou se
desenvolvendo e com o passar dos anos passou a ter um papel importante
dentro da quimica analitica. (Hopke 2003)

Em muitos estudos quimicos, a concentracdo de uma ou mais espécies
€ estimada baseando-se nas propriedades medidas do sistema. Um exemplo
classico € a absorcdo da radiacdo eletromagnética em um comprimento de
onda especifico, que esta relacionada com a concentracdo através da lei de
Beer-Lambert.

~ 1(4) —g;cl
E 1 — £)c
quacéo 18 =€

Onde I(1) € a intensidade da luz no comprimento de onda A passando através
de uma amostra de comprimento [, I,(1) é a intensidade da luz incidente na
amostra, ¢; é a absortividade molar, e ¢ é a concentracao.

Tipicamente, devido aos coeficientes de absortividade molar ndo serem
bem caracterizados, € necessério fazer uma calibracdo do sistema medindo a
absorcdo da luz de uma série de amostras em que as concentracdes das
espécies de interesse sao conhecidas.

Entretanto, para as amostras que contem multiplas espécies, o problema
se torna mais complicado porque podem ocorrer muitas componentes no
sistema que absorvem em diferentes comprimentos de onda. Isso gera uma
variedade de problemas que podem ser solucionados utilizando métodos de
regressao, pois podem proporcionar uma melhor predicdo dos componentes na

mistura. Tais métodos sdo comumente chamados de métodos de calibracao
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multivariada, e sdo amplamente aplicados porque permitem um estudo com
varias espeécies presentes ao mesmo tempo. (Hopke 2003; Ferreira et al. 1999)

Dessa forma, ficou claro que a tradicional estatistica univariada néo era
mais suficiente para descrever todos os modelos quimicos, uma vez que
sistemas multivariados sdo muito comuns na quimica. Sendo assim, a
guimiometria se coloca como alternativa, pois ela supera os limites da
estatistica univariada ao fazer uso de técnicas de analise multivariada, mesmo
guando muitas variaveis sao correlacionadas entre si. (Geladi 2003)

O campo da quimiometria utilizado neste trabalho foram as técnicas de
reconhecimento de padrdes, que séo divididas em dois grupos: supervisionado
e nao supervisionado. O ndo supervisionado nao utiliza a informagéo de classe
das amostras na constru¢cdo do modelo, buscando encontrar padrdes naturais
de agrupamento. Um exemplo € a Andlise de Componentes Principais (PCA).
O supervisionado, por sua vez, utiliza a informagéo de classe das amostras
para construir modelos de classificagdo capazes de predizer a que classe uma
amostra desconhecida pertence. Dois exemplos de analise supervisionada sao
Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e Soft
Independent Modelling by Class Analogy (SIMCA).

Entretanto, a utilizacdo de ferramentas de estatistica multivariada nao
dispensa 0 uso de estatistica univariada. Os postulados desta continuam
validos e a abordagem multivariada se diferencia por ser mais avancada. Neste
estudo, foi necessario utilizar alguns testes estatisticos univariados a fim de
identificar se existiam diferencas significativas entre os grupos para algumas
variaveis de interesse, como idade, sexo, colesterol, triglicerideos, entre outras.
Os testes estatisticos utilizados foram: teste t de Student ndo pareado, teste U
de Mann-Whitney e teste exato de Fisher.

O teste t de Student ndo pareado € o teste t utilizado para amostras de
populac6es (grupos) distintas com distribuicdo normal quando ha interesse em
verificar se ha diferenca significativa entre as médias das populacdes. O teste
exato de Fisher é utilizado quando € necessario aplicar um teste de
independéncia em uma tabela 2x2, onde as amostras séo classificadas de
duas maneiras diferentes, e é necessario avaliar a significancia da associacao
entre as duas classificagdes. (Beiguelman 2006) O teste U de Mann-Whitney é

utilizado quando a variavel numérica ndo apresenta uma distribuicdo normal e
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o teste t ndo pode ser utilizado. Ele é utilizado para amostras independentes e
0 requisito é que os grupos tenham a mesma distribuicdo. Ao contrario do teste
t, que testa a igualdade das médias, o teste U testa a igualdade das medianas.

(Callegari-Jacques 2003)

3.3.1 Pré-processamento dos dados

Uma vez que os dados foram coletados e organizados da forma
apropriada, eles devem, se necessario, ser pré-tratados antes da analise
guimiométrica a fim de reduzir as variacdes indesejaveis que podem influenciar
no resultado da analise.

Ha dois tipos de pré-processamento: um deles é aplicado as amostras, e
0 outro, as variaveis. O pré-processamento escolhido depende da técnica
analitica utilizada e também do tipo de amostra que foi analisada. Existem dois
tipos de contribuicbes dos sinais registrados por um instrumento analitico:
contribuicdo deterministica do sinal, que contem o sinal verdadeiro, e
contribuicdo estocastica, que corresponde as variagfes indesejadas (ruido). O
ruido ndo pode ser eliminado, mas pode ser reduzido quando se adicionam
medidas repetidas. Na espectroscopia de RMN, que utiliza transformada de
Fourier, os espectros séo registrados rapidamente e entdo adicionados a fim de
reduzir o ruido. (Ferreira 2015)

Além do ruido, também podem estar presentes informacdes sistematicas
gque ndo estdo relacionadas com o objeto de estudo. Por exemplo, o
deslocamento na linha de base de um espectro (no eixo das ordenadas),
causado pelo equipamento ou pela propria amostra, € uma variacdo
sistematica indesejavel. (Ferreira 2015)

Um método de alinhamento geralmente utilizado nos espectros de RMN
€ 0 binning ou bucketing, que consiste em dividir o espectro em janelas, o que
permite alinhar os espectros e também filtrar ruidos. (Ferreira 2015)

Neste trabalho, as amostras foram soro de sangue (biofluido), e é natural
que haja diferencas de diluicdo entre essas amostras. Neste caso, h& varios
tipos de pré-processamento para impedir que as amostras mais concentradas

tenham uma maior importancia na constru¢cdo do modelo. Os dois tipos de pré-
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processamento nas amostras utilizados neste trabalho foram normalizacéo pela
soma e Standard Normal Variate (SNV).

A normalizagéo pela soma € quando cada bin (x;;) é dividido pela soma

de todos os bins da amostra (Equagéo 19).
xi]-

Equacao 19 Xij = m

Onde x;; € o valor obtido apos a normalizagdo, x;; € o valor da amostra i na

variavel j, e |x;;| € o médulo do valor da amostra i na variavel j. (Ferreira 2015)

Essa normalizacéo iguala a magnitude de cada amostra, pois remove a
informacéo da distancia de cada amostra a origem dos dados, preservando a
direcdo. Geralmente utiliza-se a normalizacdo pela soma quando o objetivo €
manter a informacdo que distingue qualitativamente uma amostra da outra e
remover toda a informagdo que poderia discriminar duas amostras de

composicao idéntica, mas com concentragdes diferentes. (Ferreira 2015)

SNV, por sua vez, subtrai do valor da amostra em cada variavel o valor
da média de todos os valores da determinada amostra em todas as variaveis e

divide esse valor pelo desvio padréo (Equagéo 20).

Xij—X,

Equacéao 20 Xij snp = onde

Si

—  1qJ _ J _
X, = 72j=1xij € S; = \/Zj:l(xij _xl)z'

Onde xjjsny € 0 valor obtido apés o SNV, x, € o valor médio dos bins de cada

amostra e s; é o desvio padréo dos bins de cada amostra. (Ferreira 2015)

Quanto as variaveis (colunas dos dados), também ha varios tipos de pré-
processamento que podem ser utilizados para evitar que as diferencas entre
elas influenciem na constru¢cdo do modelo. Neste estudo, foram utilizados a
centragem dos dados na média e o autoescalamento.

Para centrar os dados na média, calcula-se o valor médio de cada
coluna da matriz de dados e, a seguir, esse valor € subtraido de cada um dos
valores da respectiva coluna (Equacéo 21).

Equa(;éo 21 xl-j(cm) = xij - .')?]
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Onde xjcm) € 0 valor obtido apos a centragem dos dados na media, e X, € 0

;s q- . _ 1 .
valor medio dos bins de cada coluna: x; = i §=1xij. (Ferreira 2015)

O autoescalamento, por sua vez, consiste em subtrair de cada elemento
de uma coluna o valor médio da respectiva coluna e dividir o resultado pelo

desvio padréo dessa coluna (Equacéo 22).

Xij=%)

Equacéo 22 Xij(a) =

Sj

Onde xjj,) € 0 valor obtido apds o autoescalamento, e s; € o desvio padrdo dos

bins de cada coluna: s; = \/Z{=1(xij — X;)2. (Ferreira 2015)

Observa-se que o autoescalamento torna os dados adimensionais, ou
seja, com valores invariantes com respeito a unidade utilizada originalmente.
(Ferreira, 2015) A segquir, serdo apresentadas as técnicas de reconhecimento

de padrdes utilizadas neste estudo.

3.3.2 Andlise de Componentes Principais

A Andlise de Componentes Principais (do inglés, Principal Component
Analysis) € uma andlise ndo supervisionada, e é frequentemente o primeiro
passo na andlise de dados, pois funciona como uma andlise exploratéria ao
detectar padrbes no conjunto de dados. (Berrueta et al. 2007) A primeira
publicacdo na literatura sobre PCA foi de Karl Pearson em 1901, mas o
tratamento formal do método € devido ao trabalho de Hotelling em 1933, que
causou uma revolucédo no uso de métodos multivariados na area da psicologia.
Porém, apenas décadas depois, quando os computadores eletrbnicos se
tornaram acessiveis, que foi computacionalmente possivel usar a PCA em
conjuntos de dados que néo fossem trivialmente pequenos. (Jolliffe & Cadima
2016)

A ideia por trds da PCA é simples: reduzir a dimensionalidade do
conjunto de dados enquanto preserva o maximo de variabilidade (informacéo
estatistica) possivel. O que se entende por “preservar 0 maximo de
variabilidade possivel” € encontrar novas variaveis que sao funcodes lineares

das variaveis originais, que maximizam a variancia sucessivamente e que nao
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se correlacionam umas com as outras. Essas novas variaveis sdo chamadas
de componentes principais (PC), e elas sao eixos ortogonais entre si que
representam as dire¢cbes da maior variancia de dados (Figura 25). (Ferreira
2015)

Figura 25. Rotacéo das variaveis originais para obtencao das componentes principais.

Variavel 1

Variavel 2

Variavel 3 PC1
Autoria prépria.

A primeira componente principal (PC1) explica a maior variancia dos
dados, a segunda componente principal (PC2) ndo € correlacionada com a
primeira e explica 0 maximo da variancia residual, e assim sucessivamente até
que toda a variancia dos dados seja explicada. (Jolliffe & Cadima 2016;
Berrueta et al. 2007)

A Figura 24 ilustra um conjunto de amostras no espaco tridimensional
definido pelas trés variaveis e as respectivas componentes principais, PC1 e
PC2. E possivel observar que as amostras estdo agrupadas em dois grupos
distintos. Como sdo necessarias duas componentes principais para descrever
todas as amostras, € possivel dizer que a dimensionalidade intrinseca desse
conjunto de dados é dois. Neste caso, a primeira componente, PC1, discrimina
0S grupos, enquanto a PC2 descreve alguma outra fonte de variabilidade dos
dados.

Os novos eixos se relacionam com as amostras através dos escores e
com as variaveis originais através dos pesos (loadings). O escore € o valor que
representa a amostra no espaco definido entre ela e a respectiva componente
principal (Figura 26). O peso corresponde ao cosseno do angulo entre 0s eixos
da PC e da variavel original (Figura 27). (Ferreira 2015)
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Figura 26. llustragdo grafica do escore de uma amostra.

PC2

| PC2 score

PCl

PC1 score
Autoria prépria.

Figura 27. llustracéo gréafica do peso de uma variavel.

Variavel
PC1

Autoria propria.

Apos a PCA, a matriz de dados X (IxJ) se divide em duas submatrizes,
escores e pesos, que dependem do numero de PCs (Figura 28). Sendo assim,
pode-se representar matematicamente a PCA a partir da Equacéo 23. (Ferreira
2015)

Figura 28. Representacédo esquematica das matrizes presentes na PCA.

P (AxJ)
X (IxJ) = (|IA) 5 E (IxJ)
Autoria propria.
Equagéo 23 X=TP'+E

Onde A é o numero de PCs, X é matriz dos dados pré-processados, P é a
matriz de pesos, T & a matriz de escores e E é a matriz dos residuos, que
corresponde a parte ndo explicada pelo modelo.

Através da PCA, além de ser possivel observar os agrupamentos das
amostras quando projetadas nas componentes principais, também € possivel
observar a presenca de amostras anémalas (outliers), que sédo aquelas que

nao se encontram dentro do padrdo observado pelas outras amostras. Com a
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PCA também sao removidos as informacdes redundantes e os ruidos, fazendo

com que a dimensionalidade dos dados seja reduzida. (Ferreira 2015)

3.3.3 Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais

A Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (do inglés
Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) faz parte dos métodos de
classificacdo multivariada, ou seja, é uma técnica supervisionada de
reconhecimento de padrdes. A primeira vez que a PLS-DA surgiu na literatura
foi em 2003 (Barker & Rayens 2003), mas ela vem sendo utilizada desde
aproximadamente 20 anos atras. (Brereton & Lloyd 2014)

Na PLS-DA busca-se a relacdo entre as variaveis dependentes (Y) e as
variaveis independentes (X). A matriz X consiste nos dados originais pré-
processados. A matriz Y contém a informacédo de classe das amostras, sendo
um vetor para cada classe. Entdo, se temos L classes envolvidas, a matriz Y
tem dimensfes (I x L), onde | é o numero de amostras. Para a classe
observada, é atribuido o niumero um (1) para as amostras dessa classe, e 0
namero zero (0) € atribuido a todas as outras amostras ndo pertencentes a
essa classe. A Figura 29 ilustra as matrizes X e Y da PLS-DA para um conjunto

de amostras com duas classes, A e B. (Ballabio & Consonni 2013)
Figura 29. llustracdo das matrizes X e Y da PLS-DA.

X Y
Variaveis Classes
1 2 3 ] A B
1 | X41 X42 X43 X4 1 0
ar ) Amostras
21 ? 1 0 | daclasse A
3 [ X3q e X33 : 4 0
8
a 4 X41 0 i
o
Amostras
daclasse B
i X Xi3 Xij 0 i

Fonte: Adaptado (Costa 2016).
A PLS-DA se baseia em encontrar as variaveis latentes (LVs), que sao

combinacgdes lineares das variaveis originais e representam as direcbes que

melhor discriminam as classes. Ou seja, as LVs explicam a maxima correlacéo
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entre as matrizes X e Y, e através de pequenas rotacdes dessas variaveis €
possivel obter a melhor relacdo entre essas duas matrizes. Similarmente a
PCA, é possivel construir um sistema de coordenadas com as variaveis
latentes e, se for o caso, visualizar diferentes padrées nos dados, como
também as relagcbes com 0s escores e 0S pesos dessas variaveis latentes.
(Brereton & Lloyd 2014)

Assim como na PCA, os pesos sdo os coeficientes das variaveis nas
combinacdes lineares que determinam as LVs, e portanto pode ser interpretado
como a influéncia de cada variavel em cada LV, enquanto o0s escores
representam as coordenadas das amostras na projecdo da LV. (Ballabio &
Consonni 2013)

Os valores da variavel dependente estimados pelo modelo final ndo
necessariamente sao os numeros inteiros zero (0) e um (1), mas sim valores
que estdo proximos desses numeros. Por isso estabelece-se um valor de corte
entre zero e um para delimitar as duas classes, como, por exemplo, 0,5.
(Ballabio & Consonni 2013)

Para a metabon6mica, é importante a matriz P, pois nela é possivel
identificar as varidveis que indicam as regifes do espectro mais importantes
para a classificacdo e, assim, associar essas regides aos metabdlitos
discriminantes.

A utilizacdo da informacdo de classe na PLS-DA permite uma melhor
separacdo entre 0s grupos. Entretanto, a variagdo nao correlacionada
diretamente com Y pode complicar a interpretacdo do modelo PLS-DA
construido, uma vez que ela esta presente nos escores. Este problema pode
ser solucionado aplicando um filtro de correcdo de sinal ortogonal (OSC, do
inglés Orthogonal Signal Correction) no modelo PLS. Ele atua utilizando a
informacgéo contida na matriz Y para decompor a matriz X em dois conjuntos:
variancia correlacionada com Y e variancia ortogonal a Y:

Equacdo 24 X=TP'+T\P5+E
Onde To e Po s@o 0s escores e 0s pesos, respectivamente, para a variagao nao
correlacionada com Y identificada pelo filtro OSC.

Os escores preditivos da OPLS-DA e os pesos usados para estimar Y

sdo entdo compostos de variancias diretamente correlacionadas com Y. A
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OPLS-DA fornece uma melhor interpretacdo dos dados quando comparada
com a PLS-DA porque a OPLS-DA separa a variancia preditiva da nao preditiva
(ortogonal). Por exemplo, na PLS-DA tem-se as componentes ti1 e t2
responsaveis pela discriminacdo entre as classes (Figura 30a). Os
correspondentes vetores dos pesos pi1 e pz2 contem uma mistura de
propriedades discriminantes e n&o discriminantes que s&o principalmente
confundidas na direcdo de t2. No mesmo exemplo, a OPLS-DA separa
efetivamente a direcdo discriminatoria em tp,1 da direcdo ortogonal a Y (to,1)
tornando o vetor do peso preditivo correspondente (pp,1) facil de interpretar
(Figura 30b). As regides do espectro responsaveis pela variancia
remanescente podem ser identificadas através do vetor ortogonal po.1, que esta
relacionado a variancia presente dentro de uma das classes. Quando em X néo
h& variancia ndo correlacionada com Y, o modelo OPLS-DA obtido € idéntico

ao PLS-DA. (Worley & Powers 2015; Bylesjo et al. 2007)
Figura 30. Demonstracdo das principais diferencas entre a) PLS-DA e b) OPLS-DA.

A B
l \ \\ . e
| / \\ \ ;
; [ \\\ :\\ ": 1 5 e
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P, P

b
Fonte: (Bylesjo et al. 2007).

O passo seguinte é a validacdo do modelo, cujo objetivo é determinar o
namero de variaveis necessarias para a modelagem do conjunto de dados,
avaliar a representatividade dos dados utilizados na constru¢do do modelo, e
apresentar a capacidade do modelo de classificar corretamente novas
amostras. A situacdo ideal € quando ha amostras suficientes para construir
dois conjuntos: de treinamento, usado na constru¢cdo do modelo, e de teste,
usado para avaliar o modelo. Quando isso ndo € possivel, a validacdo cruzada
pode ser aplicada. (Westad & Marini 2015)
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A validagao cruzada LOOCYV (do inglés leave-one-out-cross-validation)
calcula o erro do modelo utilizando n-1 amostras (onde n é o0 numero de
amostras), e testando a amostra restante. Este processo é repetido para todos
0s n subconjuntos de tamanho n-1. LOOCV também ¢é utilizada para determinar
0 numero de variaveis latentes para o modelo PLS-DA, fornecendo os valores
da capacidade preditiva (Q?), do coeficiente de determinacgdo (R?) e da precisédo
do modelo. (Berrueta et al. 2007)

Neste trabalho, foi utilizada a validacdo cruzada LOOCV e também o
teste de permutacao, que consiste em permutar as classificagcdes das amostras
muitas vezes para verificar se 0 modelo permutado € mais preciso ou ndo do
gue o modelo original. (Berrueta et al. 2007)

Outra ferramenta utilizada pela PLS-DA é o VIP (do inglés, Variable
Importance Projection), um método proposto em 1993 por Wold et al.. Os
escores VIP apresentam a influéncia das varidveis no modelo. Esses escores
fornecem uma forma Util de selecionar quais sdo as varidveis que mais
contribuem para a explicacdo da variancia nos dados. Para certo conjunto de
dados e um dado modelo, havera sempre somente um vetor de escores VIP,
resumindo todas as componentes e variaveis. Sendo assim, sabendo a
importadncia de cada variavel na projecdo do modelo, é possivel identificar
quais as variaveis mais importantes para a discriminacédo das amostras. (Farrés
et al. 2015)

3.3.4 Figuras de Mérito

Os erros cometidos pelos modelos classificatorios sdo organizados em
uma tabela de contingéncia, também chamada de matriz de classificagdo ou
matriz de confusdo (Figura 31). Nas colunas dessa tabela estdo as classes
verdadeiras das amostras, enquanto nas linhas estdo as classes estimadas
pelo modelo classificatorio. Os elementos internos indicam o nuamero de
amostras de cada classe e onde elas foram classificadas. Por exemplo, AA € o
namero de amostras que sdo verdadeiramente da classe A e que foram
corretamente classificadas. BA € o numero de amostras da classe B que foram
incorretamente classificadas em A. A soma a seguir, AA + BA, é o numero total

de amostras previstas pelo modelo na classe A. Na linha seguinte estdo as
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amostras previstas como sendo da classe B, em que AB sdo amostras de A
incorretamente classificadas em B, e BB sdo as amostras da classe B
corretamente classificadas. A soma AB + BB € o numero total de amostras
previstas pelo modelo na classe B. A soma AA + AB é o0 numero total de
amostras da classe A, enquanto a soma BA + BB é o numero total de amostras
da classe B. As amostras corretamente classificadas encontram-se na diagonal
principal, e tudo que aparece fora da diagonal representa 0S insucessos

obtidos no modelo. (Ferreira 2015)

Figura 31. Tabela de contingéncia dos resultados de uma classificacéo.

Classe verdadeira

A B
A AA BA AA +BA

B AB BB AB+BB

Classe prevista

AA+AB BA+BB

Fonte: Adaptado (Ferreira 2015).

As figuras de mérito sdo calculadas a partir das hipoteses consideradas
na analise dos dados. Por exemplo, considerando que a classe A representa
pacientes acometidos por alguma doenca e a classe B representa os pacientes
saudaveis, temos 2 hipéteses:

Ho: a amostra é de um paciente saudavel (classe B) e
Hi: a amostra é de um paciente doente (classe A).

Um erro designado de falso positivo (FP) acontece quando a hipétese Ho
€ verdadeira e rejeitada, ou seja, quando uma amostra da classe B é
classificada erroneamente como sendo da classe A. Porém, se uma amostra
da classe B é classificada corretamente, tem-se um verdadeiro negativo (VN).
Se a hipétese HO é falsa e € aceita, ou seja, se a hipotese H1 é verdadeira e €
rejeitada, tem-se um erro designado de falso negativo (FN). E se H1 é
verdadeira e é aceita, ndo ha erro e tem-se um verdadeiro positivo (VP).

(Ferreira 2015)

As cinco figuras de mérito que podem ser calculadas utilizando a tabela

de contingéncia sdo: exatiddo, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
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positivo e valor preditivo negativo. Elas sdo expressas em porcentagem e estao

definidas nas equacdes abaixo. (Kawamura 2002)

A exatidao é a probabilidade de acerto do modelo:

Equagdo 25 EXAT = —22%58 109

AA+AB+BA+BB
A sensibilidade é a capacidade que o modelo apresenta de detectar os

verdadeiros positivos:

AA

Equacao 26 SEN = T

100

A especificidade é a capacidade que o modelo apresenta de detectar os

verdadeiros negativos:

BB

Equacéo 27 ESP = YT

100

O valor preditivo positivo é a probabilidade de um verdadeiro positivo ser

realmente positivo:

AA

Equacao 28 VPP = Y,

O valor preditivo negativo € a probabilidade de um verdadeiro negativo

ser realmente negativo:

BB
BB+AB

Equacao 29 VPN =
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3.4 Figado

O figado € o segundo maior 6rgdo do corpo humano (o maior é a pele),
e a maior glandula, funcionando como glandula exdécrina (liberando secrecdes)
e endocrina (liberando substancias no sangue e no sistema linfatico). Em um
adulto normal, pesa de 1200 a 1600 g, constituindo aproximadamente 2,5% do
peso corporal. Ele se encontra no lado direito da regido abdominal, logo abaixo
do diafragma, e é dividido em duas regides principais: o lobo direito e o lobo
esquerdo, que sdo separados por ligamentos (Figura 32). O direito é cerca de
seis vezes maior que o esquerdo, e é subdividido em segmentos menores: 0S
I6bulos caudado e quadrado, que estdo nas partes posterior e inferior,
respectivamente. (Junqueira & Carneiro 2013; Kumar et al. 2010; McCormick
2011)

Figura 32. Face diafragmética do figado.

Lobo direito Diafragma

Lobo esquerdo

Ligamentos

Vesicula biliar

Fonte: (Kumar et al. 2010)

Este 6rgdo funciona como uma ponte entre o sistema digestorio e o
sangue, pois € nele que os nutrientes absorvidos no trato digestério séo
processados e armazenados para serem utilizados por outros érgaos. O figado
capta, transforma e acumula metabdlitos para a neutralizacdo e eliminacédo de
substancias toxicas. Atuando como uma glandula exdcrina, ele elimina a bile,
uma secrec¢do importante para a digestdo de lipidios. Além disso, o figado
também exerce uma funcdo muito importante na producdo de proteinas
plasmaticas, como a albumina e outras proteinas carreadoras. (Junqueira &
Carneiro 2013)

A veia porta fornece uma grande parte do sangue para o figado (cerca
de 70 a 80%), enquanto a menor percentagem € suprida pela artéria hepatica.

A primeira traz sangue venoso dos intestinos e do baco; e a segunda supre o
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figado com sangue proveniente do tronco celiaco da aorta abdominal. Todos os
nutrientes absorvidos pelo intestino chegam ao figado pela veia porta, exceto
os lipidios complexos, que chegam pela artéria hepatica. (Junqueira & Carneiro
2013; Kumar et al. 2010; McCormick 2011)

As células hepaticas (hepatodcitos) compreendem aproximadamente 60%
do figado. Elas s&o poliédricas, com seis ou mais superficies, com diametro de
20 a 30 mm. Agrupam-se em placas interconectadas por capilares, 0s
sinusoides hepaticos. Existem aproximadamente 202 x 10° células em cada
miligrama do figado de um ser humano normal. Unidades estruturais
denominadas Iébulos hepéticos podem ser observadas, e o figado humano, por
exemplo, contém de 3 a 6 espacos porta por l6bulo, cada um contendo um
ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica, um ducto (parte do sistema
de ductos biliares) e vasos linfaticos (Figura 33). (Junqueira & Carneiro 2013;
McCormick 2011)

Figura 33. llustracao dos I6bulos hepaticos do figado.

Veia sublobular
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hepatécitos
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P Ramo da oy
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Fonte: (Junqueira & Carneiro 2013).

Os hepatocitos geralmente contem glicogénio, que € um depdsito de
glicose, sendo mobilizado quando a glicose sanguinea cai abaixo do nivel
adequado. Desta maneira, as células hepaticas contribuem para manter a
glicemia estavel, representando uma das principais fontes de energia para
utilizacao pelo organismo. Além disso, 0s perixossomos (organelas que contém

enzimas) sdo abundantes nos hepatoécitos, e algumas das suas fungdes sao:
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oxidacdo de acidos graxos em excesso, quebra do peréxido de hidrogénio
gerado por esta oxidag&do, quebra de purinas em excesso com consequente
formacao de &cido Urico e participacao na sintese do colesterol, acidos biliares
e alguns lipidios utilizados para a sintese de mielina. O complexo de Golgi no
hepatocito é responsavel pela formacdo de lisossomos e pela secrecdo de
proteinas plasmaticas, glicoproteinas e lipoproteinas. Dessa forma, o
hepatocito é, provavelmente, a célula mais versatil do organismo, pois além de
ter funcbes enddcrinas e exdcrinas, também acumula, detoxifica e transporta
diversas substancias. (Junqueira & Carneiro 2013)

O figado armazena lipidios e carboidratos na forma de triglicerideos e
glicogénio, respectivamente, suprindo o organismo da energia hecessaria entre
as refeicfes. Além disso, também armazena algumas vitaminas, especialmente
a vitamina A. No hepatdcito, acontece a conversdo de aminoacidos em glicose,
sendo também o principal sitio de desamina¢édo de aminoacidos, processo que
resulta na producdo de ureia. ApGs isso, a ureia é transportada para os rins
pelo sangue, sendo excretada na urina. (Junqueira & Carneiro 2013)

Em humanos, o figado apresenta uma capacidade de regeneracao
consideravelmente restrita, mas sua importancia reside no fato de que podem
ser usadas partes deste Orgdo em transplantes cirdrgicos. (Junqueira &
Carneiro 2013)

As principais doencas que acometem o figado sédo as hepatites virais, a
doenca hepética alcoolica, a doenca hepética gordurosa nao alcoolica
(DHGNA) e o carcinoma hepatocelular (CHC). Além disso, doengcas como
insuficiéncia cardiaca descompensada, cancer disseminado e infec¢des extra-
hepaticas podem fazer a lesdo hepatica ocorrer secundariamente. Apesar de o
figado ser vulnerdvel a uma grande quantidade de metabdlitos toxicos,
microbianos, circulatérios e neoplasicos, ele possui uma enorme reserva
funcional que mascara o impacto clinico quando a lesdo hepatica é leve,
porém, com a progressao da doenca, as consequéncias sdo severas e podem

levar a morte. (Kumar et al. 2010)
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3.4.1 Esquistossomose

A esquistossomose €é uma doenca infecciosa tropical comum
principalmente na Africa, Asia e América do Sul. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) a considera como a segunda doenga socioeconomicamente mais
importante (a primeira é maléria), e a terceira doenca parasitaria mais
frequente na saude publica, afetando aproximadamente 200 milhdes de
pessoas em 74 paises, com uma taxa de infeccdo de 1 em cada 30 individuos
nessa populacdo. (Sah et al. 2015; Gasim et al. 2015; Elbaz & Esmat 2013)

Esta doenca €é causada por parasitas do género Schistosoma,
pertencente a classe Trematoda. Entre 25 espécies conhecidas desse género,
as com importancia epidemioldgica na medicina humana sédo apenas cinco:
Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum,
Schistosoma mekongi e Schistosoma intercalatum. Entre elas, Schistosoma
mansoni, Schistosoma japonicum e Schistosoma intercalatum sao os principais
parasitas causadores de doencas em humanos. (Sah et al. 2015). Schistosoma
mansoni é a espécie mais dominante em certas areas tropicais e sub-tropicais
da Africa subsariana, do Oriente Médio, da América do Sul e do Caribe. A
infeccdo por Schistosoma haematobium é adquirida no norte da Africa, na
Africa subsariana, no Oriente Médio e na india. Schistosoma japonicum ocorre
somente na Asia. Schistosoma intercalatum ocorre na Africa central e
ocidental, enquanto Schistosoma mekongi é restrita a Laos e Camboja.
Atualmente, o maior nimero de casos de esquistossomose ocorre no Egito,
Iémen e Argélia. (Elbaz & Esmat 2013)

Apesar de esta doenca ter sido reconhecida apenas em 1851, por
Theodore Bilharz, que confirmou a presenca do verme conhecido hoje como
Schistosoma haematobium em vasos mesentéricos de um camponés egipcio
autopsiado, os ovos do Schistosoma foram encontrados em mumias egpipcias
que datam de 3500 a.C.. Entretanto, a sindrome de Katayama, uma forma
aguda da infeccao pelo Schistosoma japonicum, foi descoberta por Fuji em
1847, 4 anos antes da descoberta de Bilharz. Mas, somente em 1914 que os
moluscos do género Oncomelamia foram identificados como os hospedeiros
intermediarios do Schistosoma japonicum. Em 1902, Manson encontrou ovos

em Antilhas, indicando uma nova espécie de Schistosoma, que foi classificada
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como Schistosoma mansoni em 1907 por Sambon. No Brasil, esta mesma
espécie teve sua presenca confirmada em 1908 através da descricdo de quatro
casos registrados por Piraja da Silva, na Bahia. (Coura & Amaral 2004)

No Brasil, a esquistossomose foi provavelmente introduzida logo apés a
chegada dos europeus ao pais, com a vinda dos escravos africanos. Na
sequéncia, através dos fluxos migratorios, a doencga se disseminou no interior.
A Figura 34 ilustra como a esquistossomose se espalhou para todo o pais,
assim como a distribuicAo dos hospedeiros intermediarios Biomphalaria
glabrata, B. straminea e B. temagophila. (Coura & Amaral 2004)

Figura 34. Fluxos migratérios da esquistossomose e distribuicdo dos hospedeiros
intermediarios do Schistosoma mansoni no Brasil.
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Fonte: (Coura & Amaral 2004)

Atualmente, a doenca € detectada em todas as regides do pais, mas 0s
estados das regibes Nordeste e Sudeste sdo os mais afetados. As areas
endémicas compreendem os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas
Gerais (predominantemente no norte e nordeste do estado). No Pard,
Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana,
Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséo é focal, n&do
atingindo grandes areas. Esses dados estdo ilustrados na Figura 35 (Da
Martins et al. 2015)
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Figura 35. Distribuicdo da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade, por
municipio brasileiro entre 2010 e 2015.
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Fonte: Ministério da Saude.

A transmissao da esquistossomose ocorre amplamente em todo o Brasil,
atingindo aproximadamente 6 milhdes de pessoas com formas avancadas da
doenca, e estima-se que 25 milhdes de pessoas vivam em areas onde existe o
risco de transmissédo. Apesar disso, a incidéncia e a morbidade da doenca
diminuiram em alguns estados devido a politicas governamentais. (Da Martins
et al. 2015)

A esquistossomose hepética é a forma mais comum dessa doenca e
usualmente resulta da infeccdo pelo Schistosoma mansoni. (Elbaz & Esmat
2013). O ciclo de vida desse parasita possui dois hospedeiros: um
intermediario e um definitivo. O principal hospedeiro € o homem, sendo a partir
de suas fezes que os ovos sdo disseminados na natureza (fontes de agua
doce, como rios, riachos e cachoeiras). Na agua, 0s ovos se transformam em
miracideos, que invadem o tecido do hospedeiro intermediario (caramujo,
caracol ou lesma). Neste hospedeiro, o parasita modifica-se de miracidio para
uma larva denominada cercaria. Este ciclo esta ilustrado na Figura 36.
(Barsoum et al. 2013)
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Figura 36. Ciclo de vida do Schistosoma.
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Fonte: (Barsoum et al. 2013).

Uma vez que as cercarias penetram na epiderme, elas atingem a
corrente sanguinea, por onde sdo transportadas até o intestino e o figado,
fixando-se por meio de ventosas e reproduzindo-se assexuadamente. As
fémeas produzem ovos por volta da sexta semana, e estes sdo depositados em
varios tecidos, principalmente no figado. Trata-se de uma doenca inicialmente
assintomatica que pode evoluir para formas clinicas extremamente graves, e
levar o paciente a morte. Aproximadamente 40% dos pacientes infectados séo
assintomaticos e apenas 10% apresentam a forma mais grave da doenca
(Barsoum et al. 2013).

Os sintomas na fase inicial incluem febre, tosse, diarreia, coceiras,
vomitos e emagrecimento. Enquanto na fase avancada os sintomas mais
comuns sao diarreia, aumento do figado e do baco, hemorragias e “barriga
d’agua”. (Garcia-Perez et al. 2010; Sah et al. 2015) No figado, a patogénese da
esquistossomose esta relacionada a formacdo de granuloma ao redor dos
ovos, levando a fibrose periportal e subsequente hipertensdo portal,
esplenomegalia e varizes esofagicas. (Elbaz & Esmat 2013)

O diagndstico da esquistossomose é feito tradicionalmente através da
deteccdo dos ovos do parasita nas fezes do paciente. Este método é baseado
em microscopia e € simples e barato, porém, devido a distribuicdo desigual dos
ovos em fezes sélidas e a consideravel variacdo diaria da produgédo dos ovos,
ndo é um método preciso o suficiente. Alternativamente, a deteccdo de

anticorpos € um método sensivel e especifico, porém, os resultados sao
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dificeis de interpretar nos pacientes que tem um historico de infeccdo prévia.
(Balog et al. 2011)

A ultrassonografia (US) € considerada a principal modalidade de escolha
e desempenha um papel fundamental no diagndstico do comprometimento
hepatico na esquistossomose, uma vez que permite a identificacdo de fibrose,
esplenomegalia, dimensfes aumentadas da veia porta e a presencga de vasos
colaterais (Elbaz & Esmat 2013; Guimaraes Cavalcanti et al. 2015). Entretanto,
a US é um procedimento subjetivo, dependente do examinador, e a
heterogeneidade do parénquima hepatico resultante da infeccdo viral pode
dificultar a visualizacdo da fibrose periportal em alguns pacientes (Lambertucci
2014).

3.4.2 HepatitesBe C

As hepatites virais sdo doencas infecciosas que afetam o figado através
de um grupo de virus conhecidos como virus hepatotrépicos, que sdo 0s virus
das hepatites A, B, C, D e E. (Kumar et al. 2010) Nesta secao serao discutidas

especificamente as hepatites B e C, 0s objetos de estudo deste trabalho.

Hepatite B

Em 1963, o virus da hepatite B (HBV) foi descoberto por Baruch
Blumberg durante sua pesquisa sobre o antigeno Australia, que posteriormente
ficou conhecido como o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBSAQ).
Esse virus pertence a familia Hepadnaviridae, e possui uma molécula de DNA
circular de fita parcialmente dupla, que possui 3200 nucleotideos. O HBV € o
menor virus DNA fita dupla conhecido, apresentando forma esférica com 42 nm
de didametro. (Kumar et al. 2010; Saeed et al. 2014)

O virion de HBV maduro, também conhecido como “particula de Dane”,
é responsavel por infeccionar aproximadamente 5% da populagdo mundial,
atingindo um total de 2 bilhdes de pessoas infectadas com o virus e cerca de
350 milhdes apresentam infec¢ao cronica. Este virus é responsavel por 600 mil
mortes a cada ano, e é reconhecido mundialmente como um problema de

saude publica (Saeed et al. 2014). A transmissdo se da fundamentalmente
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atraveés das vias parenteral e sexual, e 0 virus atua nas células do figado, onde
replica o seu DNA. (Dény & Zoulim 2010)

As formas de manifestacdo e evolucao clinica da infeccdo pelo HBV séo
as seguintes:

1) Hepatite aguda com recuperacao e eliminacéo do virus;

2) Hepatite cronica ndo progressiva;

3) Doenca cronica progressiva terminando em cirrose;

4) Hepatite fulminante com necrose hepatica macica; e

5) Estado de portador assintomatico. (Kumar et al. 2010)

A Figura 37 ilustra as frequéncias aproximadas das evolugdes clinicas
da infecgao por HBV.

Figura 37. Possiveis evolug@es da infec¢éo por HBV em adultos.
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copias/mL; niveis persistentes normais das enzimas hepaticas AST e ALT; auséncia de
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Fonte: Adaptado (Kumar et al. 2010).

O periodo de incubacédo do HBV é prolongado, durando cerca de 4 a 26
semanas. A maioria dos pacientes infectados (70%) apresentam sintomas
inespecificos ou até mesmo nenhum, e ndo desenvolvem ictericia. Os outros
30%, além de manifestarem sintomas inespecificos, como anorexia, febre,

fadiga, e dor no quadrante superior direito do abdémen, apresentam ictericia.
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Na maioria dos casos, a infeccdo desaparece sem a necessidade de
tratamento. (Kumar et al. 2010)

As pessoas que desenvolvem hepatite B cronica, morrem, em média, 22
anos mais cedo do que aquelas que ndo possuem HBV. Isso acontece devido
a complicacbes da doenca, como cirrose, carcinoma hepatocelular e
insuficiéncia hepatica. (Rajbhandari & Chung 2016)

Na fase inicial da doencga, antes mesmo do inicio dos sintomas, o0 HBsAg
aparece. Ele atinge seu pico durante a fase evidente da doenca e entao diminui
até niveis indetectaveis em 3 a 6 meses. Apos o desaparecimento do HBsAQ,
que é quando a fase aguda acaba, o0 anticorpo anti-HBs aumenta e passa a ser
detectavel no sangue. Esses anticorpos podem permanecer no corpo humano
durante toda a vida, funcionando como uma forma de protecdo. A intensa
replicacdo do virus também é manifestada através da presenca de HBeAg,
HBV-DNA e DNA polimerase, que aparecem logo apés HBsAg. O periodo de
duracdo do HBeAg é curto, entdo quando ele permanece além de trés meses
no sangue pode indicar a evolucdo do quadro clinico para hepatite crbnica.
Quando isto ndo acontece, o antigeno HBeAg € substituido pelo anticorpo anti-
HBe, que indica que uma infeccdo aguda atingiu seu pico e estd declinando.
(Kumar et al. 2010; Dény & Zoulim 2010)

O anti-HBc IgM também é um indicativo da fase aguda, e torna-se
detectavel no soro pouco antes do inicio dos sintomas, simultaneamente ao
aumento das aminotransferases AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina aminotransferase), cujo aumento é um indicativo da ocorréncia de
destruicdo celular no individuo. O anti-HBc IgG aparece na fase aguda a partir
do declinio do anti-HBc IgM, e pode permanecer em menor quantidade mesmo
apos a cura do paciente. (Kumar et al. 2010; Dény & Zoulim 2010)

O marcador epidemiolégico mais importante na infec¢do pelo HBV é o
anti-HBc. A detec¢éo do HBsAg, anti-HBc (IgM e IgG) e HBeAg/anti-HBe se faz
atualmente através de técnicas imunoenzimaticas (ELISA) e de
guimioluminescéncia. (Kumar et al. 2010; Dény & Zoulim 2010; Brasil.
Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. 2015)

Os casos de hepatite B mais graves, em que o HBsAg desaparece
rapidamente (cerca de 4 semanas apdés a infeccdo), possuem o0 seu

diagnostico baseado na presenca do anti-HBc IgM. Devido a intensa replicagéo
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viral que ocorre no inicio da doenca, sempre deve ser solicitado o exame de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo do DNA viral. Se
ocorre a progressao para a hepatite crénica e a replicacéo viral ainda estiver
acontecendo, os resultados para HBeAg e HBV-DNA sdo positivos, caso
contrario, o resultado para HBV-DNA é negativo. Além disso, a bidpsia
hepatica, apesar de ser invasiva, auxilia no diagnéstico, pois permite avaliar a
evolucéo da doencga. (Ferreira 2000)

A vacina de prevencdo a hepatite B é preparada a partir de HBSAg
purificado produzido em levedura e induz uma resposta protetora de anticorpos

anti-HBs em mais de 95% dos casos. (Kumar et al. 2010)

Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) foi descoberto em 1989 como um membro
da familia Flaviridae. Diferentemente do HBV, € um virus de RNA pequeno,
envelopado e de fita Unica. O HCV é inerentemente instavel, originando
multiplos gendtipos e subtipos. Esta instabilidade genémica e a variabilidade
antigénica sdo os fatores que impedem o desenvolvimento de uma vacina de
prevencdo ao HCV. Esse virus afeta aproximadamente 170 milhdes de
pessoas ao redor do mundo, sendo relacionado ao desenvolvimento de cancer
de figado (carcinoma hepatocelular) em varios paises. Dos mais de 500 mil
casos que ocorrem todo ano de carcinoma hepatocelular, 22% decorrem da
infeccdo por HCV. Sendo assim, essa doenca € de importancia global que
requer eficientes métodos de prevencdo e controle. (Kumar et al. 2010;
Lavanchy 2011)

Os fatores de risco mais comuns para infeccéo por HCV sao:

1) Abuso de drogas intravenosas;

2) Mudltiplos parceiros sexuais;

3) Realizacao de cirurgia nos ultimos 6 meses;

4) Acidente com material biolégico;

5) Atividade profissional na area médica ou odontoldgica. (Kumar et al.

2010)
Ao contrario do HBV, o HCV nado gera uma resposta adequada do

organismo, 0 que ocasiona menos sintomas na fase aguda, mas também faz



65

com que a doenca evolua mais facilmente para a fase crénica. Cerca de 80%
dos casos evoluem para hepatite crbnica, 10 a 20% desenvolvem
complicagBes como cirrose ao longo de duas a trés décadas apos a infecgéo, e
1 a 5% desenvolvem carcinoma hepatocelular. (Conry-Cantilena 1997; Kumar
et al. 2010; Lavanchy 2011)

Similarmente ao HBV, o HCV também possui um periodo de incubacéo
relativamente longo, que varia de 2 a 26 semanas. Na grande maioria dos
individuos afetados (85%), o quadro clinico da fase aguda € assintomatico e
facilmente ignorado ou apresenta sintomas muito inespecificos, como letargia,
dores musculares e articulares. (Conry-Cantilena 1997; Kumar et al. 2010)

Na fase inicial da doenca, ocorrem elevacdes dos niveis das
aminotransferases séricas (ALT e AST), e o HCV-RNA é detectavel no sangue
por 1 a 3 semanas. Os anticorpos sédo detectados na fase aguda em apenas 50
a 70% dos casos; nos demais, os anticorpos anti-HCV surgem apés 3 a 6
semanas. Apesar de infeccao persistente e hepatite cronica serem as marcas
registradas da infeccédo por HCV, a fase aguda do HCV é mais leve do que a
do HBV. Os fatores que levam a infec¢cdo por HCV a cronicidade ainda néo sao
bem compreendidos, mas se sabe que o virus desenvolveu uma resisténcia a
imunidade antiviral do hospedeiro. (Kumar et al. 2010)

Na infeccdo crénica, o HCV-RNA persiste em mais de 90% dos casos,
apesar da presenca de anticorpos neutralizantes. Sendo assim, para avaliar a
replicacdo viral e confirmar o diagnostico, deve ser realizado o teste de HCV-
RNA. A insuficiéncia hepatica fulminante raramente ocorre nas infeccbes por
HCV. (Kumar et al. 2010)

O diagnéstico da hepatite C é frequentemente realizado por meio de
imunoensaios empregados em laboratério e de testes rapidos que detectam o
anticorpo anti-HCV, indicando contato prévio com o virus. Além dos
imunoensaios e dos testes rapidos, o teste molecular para detectacdo do HCV-
RNA oferece uma alternativa para a deteccdo cada vez mais precoce da
infeccdo pelo HCV e também para a confirmacdo dos casos anti-HCV
reagentes. (Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.
2015)
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3.4.3 Coinfeccao Esquistossomose e Hepatites Virais B e C

Os dados sobre a coinfeccéo entre a esquistossomose e a hepatite B ou
hepatite C sdo inconsistentes (Van-Lume et al. 2013).

Quando o paciente apresenta esquistossomose e hepatite B ou C, a
progressdo da fibrose hepatica para cirrose e carcinoma hepatocelular pode
ocorrer mais rapidamente do que quando sO a hepatite viral esta presente, e
essa coinfeccdo é observada frequentemente em areas endémicas, como Egito
e Brasil (Van-Lume et al. 2013; Kamal et al. 2004). Em Pernambuco, por
exemplo, a prevaléncia da coinfeccao varia de 3% para HBV a 7,4% para HCV
entre pacientes ambulatoriais com esquistossomose do Hospital das Clinicas
da UFPE (Silva et al. 2011).

Em alguns casos, a esquistossomose pode se apresentar assintomatica,
o que torna dificil o diagnostico, muitas vezes descoberto por causa da
infeccdo com HBV ou HCV. Como essa coinfeccdo agrava consideravelmente
o estado do paciente, isto indica a urgente necessidade de um diagndstico

mais preciso e sensivel.

3.4.4 Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) é uma condicao
clinico-patolégica caracterizada por acumulo de lipidios no interior dos
hepatocitos e auséncia de consumo excessivo de élcool, definido como > 210 g
de etanol/semana para homem e > 140 g de etanol/semana para mulher.
DHGNA abrange um amplo leque de doencas hepaticas, variando de simples
esteatose macrovesicular a esteatohepatite, fiborose avancada e cirrose. (Sass
et al. 2005; Hassan et al. 2014)

O enfoque deste estudo foi esteatose e esteatohepatite. Esteatose € a
presenca de lipidios dentro do citoplasma dos hepatocitos. Esteatohepatite, por
sua vez, é definida como esteatose na presenca de danos nos hepatdcitos,
inflamacé&o e/ou subsequentes cicatrizes e substituicdo do tecido com colageno
tipo 1. Aproximadamente 10 a 29% dos pacientes com esteatohepatite

desenvolverao cirrose em um periodo de 10 anos. (Hassan et al. 2014)
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E possivel ter essa doenca em qualquer idade, etnia ou pais, apesar de
ser mais comum entre americanos descendentes de hispanicos e europeus do
que americanos descendentes de africanos (essas diferencas podem estar
relacionadas aos diferentes metabolismos de lipidios). (J.K. & J.W. 2011)
Encontra-se usualmente associada com a obesidade e resisténcia a insulina,
incluindo diabetes, e com outras caracteristicas do metabolismo, como altos
niveis de triglicerideos e baixos niveis de colesterol HDL. A DHGNA é uma
doenca mais comum em homens, aumentando com a idade e apos a
menopausa das mulheres. (Cotrim et al. 2011)

Devido ao problema da obesidade ter se tornado uma epidemia entre os
séculos XX e XXI, a DHGNA se tornou uma das doencas mais comuns e
conhecidas mundialmente. Por exemplo, nos Estados Unidos, a DHGNA ¢é a
causa mais comum de doenca hepdtica, representando mais de 75% das
doencas hepéticas cronicas. Além disso, por poder evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular, € um indicativo da necessidade de transplante de
figado, contribuindo para a morbidade e a mortalidade desse pais. (Hassan et
al. 2014)

Helma et al. relataram que a DHGNA é comum na América Latina e nao
€ uma doenca exclusiva da populacdo ocidental, uma vez que atingiu
propor¢cdes epidémicas entre japoneses adultos saudaveis ao redor do mundo.
(Cotrim et al. 2011) No Brasil, segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), o sobrepeso em adultos passou de 51,1% em 2010 para 54,1%
em 2014. Em 2010, 17,8% da populacéo era obesa; em 2014, o indice chegou
aos 20%, sendo a maior prevaléncia entre as mulheres, 22,7%. Estes dados
devem alertar a sociedade e o governo devido aos impactos importantes na
salde, necessitando ser um tema prioritario.

O diagnéstico da DHGNA ¢é altamente provavel na presenca de
caracteristicas como obesidade, diabetes e apneia obstrutiva do sono. Como a
maioria dos pacientes sao assintomaticos, a suspeita desse diagndstico ocorre
principalmente quando os niveis de atividade das aminotransferases
encontram-se alterados nos exames de rotina. As aminotransferases sao as
enzimas que em condi¢cdes normais residem dentro dos hepatocitos. Porém,

qgquando ha lesdo hepatica, essas células liberam as enzimas na corrente
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sanguinea, elevando os niveis das aminotransferases no sangue, as quais
podem ser detectadas facilmente. (J.K. & J.W. 2011)

A esteatose hepética é frequentemente diagnosticada através do exame
de ultrassonografia. Quando apresenta sintomais, 0S mais comuns S&o
desconforto no quadrante superior direito e fadiga, apesar deste ultimo também
ser causado por apneia obstrutiva do sono, que é tipicamente observada na
populacdo obesa com DHGNA. Hepatomegalia é o achado clinico mais
comum, e os sinais de doenca hepatica crénica raramente estdo presentes na
auséncia de cirrose. (J.K. & J.W. 2011) Apesar da ultrassonografia ser um teste
comumente usado em pacientes com suspeita da DHGNA, a presenca de
obesidade mérbida reduz consideravelmente a sensibilidade e a especifidade
do resultado. Isto acontece porque o ultrassom ndo é capaz de determinar
acuradamente a quantidade de gordura presente ou fornecer o estagio da
doenca. Além disso, € um exame que depende do operador, fato que aumenta
a variabilidade dos resultados. (J.K. & J.W. 2011)

ApoOs o diagnostico de DHGNA, o proximo passo é determinar a
gravidade da doenca, pois isso € importante para o prognostico. Apesar dos
avancos promissores no surgimento de métodos ndo invasivos, a bidpsia
hepatica ainda € considerada o “padrdo-ouro” no diagnostico, com
determinacdo da atividade necroinflamatéria, localizacdo e grau da fibrose.
(Nalbantoglu & Brunt 2014) Basicamente, ha dois aspectos que devem ser
considerados: (i) o nivel de fibrose e (ii) o nivel de inflamacao. Como ja foi dito
anteriormente, esteatose é o0 acumulo de triglicerideos nos hepatécitos,
enquanto esteatohepatite inclui lesdo hepatocelular, caracterizada por
hepatocitos balonizados, com inflamacdo e presenca ou ndo de fibrose.
Anormalidades mitocondriais podem estar presentes na esteatohepatite, mas
raramente na esteatose. (J.K. & J.W. 2011) O escore de atividade baseado na
diretriz NASH Clinical Research Network € bem estabelecido e foi o método
utilizado neste estudo. Ele baseia-se no grau de esteatose (0 a 3), inflamacéao
lobular (0 a 3), balonizagao (0 a 2), e fibrose (0 a 4). Uma soma = 5 sugere ou
define a presenca de esteatohepatite, e <3 indica que esteatohepatite ndo esta
presente. (Nishida et al. 2012). Assim, uma soma entre 3 e 4 constitui uma
zona cinza que necessita ser melhor definida usando outras ferramentas

diagnésticas. Além disso, apesar da bidpsia hepatica ser o “padrdo ouro” para
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o diagnostico de esteatohepatite, € um método invasivo, de alto custo, sujeito a
erros de amostragem e de variacdo do observador (Alkhouri & McCullough
2012).

Devido a alta incidéncia de DHGNA ao redor do mundo, muitos estudos
vém sendo realizados a fim de desenvolver métodos néo invasivos (potenciais
biomarcadores), confidveis e que possam assegurar precisamente a presenca
de esteatohepatite sem a necessidade de bidpsia hepatica. (Alkhouri &
McCullough 2012) Ha diversas abordagens para a identificacdo de
biomarcadores: (i) o uso de marcadores clinicos ou bioquimicos derivados de
grandes estudos de associacdo, como indice de massa corpdrea e resisténcia
a insulina; (ii) o uso de algoritmos, incluindo marcadores de inflamacao/morte
celular gerados pelo conhecimento da fisiopatologia da doenca; (iii) a terceira e
ultima abordagem é baseada nas novas tecnologias “6micas”, como gendmica,
protedmica e metabondmica, que séo investigagbes imparciais das mudancas
nas vias metabdlicas em doencas complexas como DHGNA. (Fitzpatrick &
Dhawan 2014; Alkhouri & McCullough 2012)

3.4.5 Fibrose Hepatica

A fibrose pode ser definida como o acumulo excessivo ou anormal da
matriz extracelular, particularmente de colagenos fibrilares, sendo um dos
principais componentes de muitas doencas inflamatérias e metabdlicas,
incluindo doenca hepética avancada. Apds a lesédo, os tecidos danificados
induzem a producdo excessiva da matriz extracelular ao invés dos processos
reparadores homeostéaticos que restauraram a integridade, a estrutura e a
funcdo do 6rgao lesionado. (Nanthakumar et al. 2015)

A fibrose é uma caracteristica comum da maioria das doencas cronicas,
sendo especialmente importante nas doengas do pulméo, figado, coracéo, rins
e pele (Nanthakumar et al. 2015).

No figado, acredita-se que a fibrose € uma resposta a lesdo hepatica
cronica (Figura 38). O figado possui uma elevada capacidade de regeneracéo,
porém, a fibrose hepatica pode resultar em cirrose e consequente falha de
regeneracdo do Orgdo, que pode requerer transplante. (Nanthakumar et al.
2015)
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Figura 38. Mudancas no figado pela fibrose ap6s doenca hepéatica cronica.

Doenca
Hepatica
Cronica

Figado normal Figado com fibrose avangada

Fonte: (Bataller & Brenner 2005).

O conhecimento da presenca e do estagio da fibrose hepatica é de
crucial importancia para as decisfes terapéuticas e para prever os resultados
clinicos. Historicamente, a bidpsia hepatica é o exame de referéncia na
avaliacdo do estagio de fibrose, sendo geralmente classificado pela escala
METAVIR, que vai de FO (sem fibrose) a F4 (cirrose). A histologia de um
fragmento hepatico permite obter informacdo diagndstica ndo somente sobre
fibrose, mas também sobre inflamacdo, necrose, esteatose, e depdsitos de
ferro ou cobre. Entretanto, a bidpsia € um procedimento invasivo, podendo
ocasionar dor e maiores complicacdes, como sangramento. Além disso, possui
um pequeno, porém significante risco de mortalidade: 0,009-0,12%. Erros de
amostragem podem ocorrer, principalmente quando sao analisados pequenos
fragmentos de tecido hepéatico. Portanto, ha uma necessidade de métodos néo
invasivos confidveis e simples para a avaliacdo do grau de fibrose. (Bataller &
Brenner 2005; Papastergiou et al. 2012)

Os métodos néo invasivos para detectar e quantificar fibrose hepatica
podem ser divididos em dois grupos: marcadores sorolégicos e técnicas de
imagem. Os marcadores sorolégicos estdo em constante evolucdo e sao
classificados como diretos, onde representam 0s componentes da matriz
extracelular (refletindo a fisiopatologia da fibrogénese); e indiretos, onde
utilizam dados laboratoriais de rotina (mostrando as consequéncias dos danos
no figado). (Papastergiou et al. 2012)

Devido a ma precisdao dos marcadores individuais para avaliar fibrose
hepatica, foram desenvolvidos e amplamente validados algoritmos ou indices

gue combinam marcadores. Entre eles estao os indices APRI (do inglés, ALT to
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Platelet Ratio Index) e FIB-4 (do inglés, Fibrosis-4), que s&o calculados a partir

das Equacgdes 32 e 33, respectivamente.
AST

Equacao 30 APRI = ——x100

Plaquetas

idade x AST
Plaquetas x VALT

Equacéo 31 FIB —4 =

onde AST é o nivel sérico de aspartato aminotransferase em unidades
normalizadas por litro, dividido pela contagem de plaquetas em 10° unidades
por litro, e ALT & o nivel sérico de alanina aminotransferase em unidades
normalizadas por litro. O APRI e o FIB-4 se relacionam com a escala METAVIR
através dos seguintes pontos de corte: APRI acima de 1,25 indica fibrose
significativa (F2-F4) e o FIB-4 acima de 3,25 indica fibrose avancada (F3-F4).
(Papastergiou et al. 2012)

A fibrose hepatica também pode ser determinada por técnicas de
imagem, como ultrassonografia, tomografia computadorizada, e MRI (do inglés,
Magnetic Resonance Imaging), que podem detectar mudancas no parénquima
hepatico causadas por fibrose moderada a avancada. Devido ao seu baixo
custo, a ultrassonografia é uma técnica muito utilizada. Ela é capaz de detectar
cirrose hepética com base nas mudancas na ecogenicidade e na nodularidade
do figado, bem como sinais de hipertensdo portal. Entretanto, a
ultrassonografia é totalmente dependente do operador, e a presenca de um
aumento na ecogenicidade hepatica ndo diferencia de forma confiavel a
esteatose hepética da fibrose, por exemplo. (Bataller & Brenner 2005;

Papastergiou et al. 2012)
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4 DISCRIMINACAO ENTRE ESTEATOSE E ESTEATOHEPATITE
4.1 Objetivos Especificos

Construir modelos metabondmicos a partir da anédlise de RMN de 'H de
amostras de soro sanguineo com a finalidade de diferenciar entre pacientes

portadores de esteatose e pacientes portadores de esteatohepatite;

4.2 Metodologia
4.2.1 Amostras

Foram estudados pacientes obesos com DHGNA submetidos a cirurgia
bariatrica no Hospital das Clinicas da UFPE e em trés hospitais particulares do
Recife, no periodo de novembro de 2015 a maio de 2016. Todos 0s pacientes
concordaram em participar e assinaram o0 termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
(nimero do parecer: 815.390).

Para participarem do estudo, os voluntarios preencheram os seguintes
critérios:

1. ldade maior que 18 anos;

2. Consumo de alcool < 20 g/dia para mulheres e < 30 g/dia para homens;
3. Nao possuir outras formas de doenca hepatica;

4. Na&o usar qualquer medicacao que cause esteatose.

A amostra de sangue foi coletada em jejum, antes da inducao
anestésica, no dia em que o paciente se submeteu ao procedimento cirdrgico.
O material coletado foi centrifugado e estocado a -20 °C no Hospital das
Clinicas até a analise de RMN de 'H na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE. Dessa forma, evitou-se ciclos desnecessarios
de congelamento e descongelamento, reduzindo assim a possibilidade de
degradacdo de metabdlitos e a introducdo de erros sistematicos no perfil
metabalico. Na bidpsia, por sua vez, o material coletado foi fixado em formol e

encaminhado para analise histopatologica para determinar a gravidade da
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doenca segundo Escore de Atividade da Doenca Hepatica Gordurosa Nao

Alcodlica.

4.2.2 Aquisicdo dos espectros de RMN de *H

Os espectros de RMN de *H foram obtidos na Central Analitica do DQF-
UFPE, utilizando um espectrometro Varian Unity Plus operando a 300 MHz e
tubos com 5 mm de didmetro. As amostras continham 400 pl de soro e 200 pl
de cloroférmio deuterado (D20). O sinal atribuido a metila do lactato (6 1,33
ppm) foi utilizado como referéncia de deslocamento quimico.

Apos a homogeneizacdo, foi utilizada a sequéncia de pulsos
PRESAT/CPMG para a supressdo do sinal da agua e como filtro de relaxacao
transversal (T2) para eliminar os sinais de alta massa molar. Os seguintes
parametros foram empregados: janela espectral de 4,8 kHz, tempo de espera
(delay) de 2 segundos, tempo de aquisicdo de 1,704 s, pulso de RF de 90°,
temperatura de 25°C, 88 ciclos, tau igual a 0,0004 s, bigtau igual a 0,07 s e 128
repeticdes. Os espectros foram processados usando line broadening igual a 0,3
Hz. A linha de base e a fase foram corrigidas manualmente.

Com o software MestreNova 9.0, foi realizada a divisdo da regido
espectral entre 6 8,00 e 0,04 ppm em 185 bins com largura de 0,04 ppm (a
regido entre & 5,20 e 4,56 ppm foi excluida).

Foi construida uma matriz linha para cada amostra. As matrizes linhas
das amostras foram todas agrupadas em uma Unica matriz com 39 linhas
(casos) e 186 variaveis (185 bins mais a variavel de classe), e esta matriz foi
submetida a analise multivariada (Figura 39).

Figura 39. Matriz de bins para constru¢cdo dos modelos metabonémicos, onde E é esteatose e
EH é esteatohepatite.

A g C D 3 F G H | J K L M N o P Q R s T U [~
1 |Amostra Grupo 0,04 0,08 0,12 0,16 02 0,24 0,28 0,32 0,36 0,4 0,44 0,98 0,52 0,56 06 0,64 0,68 0,72 {
z A03 E 0,07932 -0,07852 -0,07954 -0,07303 -0,07908 -0,07928 -0,07955 -0,07833 -0,07834 -0,07836 -0,07741 -0,07718 -0,07694 -0,07587 -0,07484 -0,07288 -0,07131 -0,06897 -0,0¢
3 A4 E 0,07135 -0,07129 -0,07131 -0,0714 -0,07138 -0,07136 -0,07134 -0,07123 -0,07123 -0,0712 -0,07113 -0,07109 -0,07102  -0,071 -0,07094 -0,07079 -0,07048 -0,07009 -0,0¢
4 A5 E 0,085935 0,08912 0,024795 0,085496 0,086323 0,086278 0,087745 0,029176 0,08982 0,090461 0,092603 0,093977 0,09533 0,098343 0,10144 0,105929 0,110435 0,11534 0,12
5 09 E 10,1432 -0,1417 -0,14387 -0,14338 -0,14293 -0,14276 -0,1428 -0,14263 -0,14312 -0,14213 -0,14099 -0,14032 -0,13969 -0,13819 -0,13703 -0,13436  -0,131 -0,12743 0,1
6 |AL0 E 0,11726  -0,1156 -0,11699 -0,11556 -0,11562 -0,11517 -0,11469 -0,11306 -0,1126 -0,11231 -0,11033 -0,10926 -0,10808 -0,1053 -0,10282 -0,03803 -0,09269 -0,08771 -0,07
7 ALl E 0,07248 -0,07204 -0,07247 -0,07254 -0,0726 -0,07251 -0,07248 -0,07243 -0,07246 -0,07242 -0,07244 -0,07236 -0,0722 -0,07213 -0,07203 -0,07189 -0,07137 -0,07116 -0,
2 AL2 E 0,11827 -0,11432 -0,11641 -0,11771 -0,11682 -0,11614 -0,11598 -0,11571 -0,11454 -0,11437 -0,11299 -0,11155 -0,1105 -0,10575 -0,10747 -0,10493 -0,09981 -0,09478 -0,
o Al4 E 0,05112 -0,04925 -0,05208 -0,05143 -0,0508 -0,05038 -0,05017 -0,04896 -0,0486 -0,04746 -0,04553 -0,04518 -0,04363 -0,04154 -0,0385 -0,03438 -0,03038 -0,02602 -0,01
10 A19 E 0,15242 -0,14931 -0,14872 -0,15198 -0,15183 -0,15228 -0,15207 -0,15264 -0,15337 -0,15312 -0,15312 -0,15483 -0,15457 -0,15472 -0,15575 -0,15656 -0,15596 -0,15451 -0,1%
11/A20 E 0,07432 -0,07423 -0,07425 -0,07425 -0,07425 -0,07416 -0,07418 -0,07404 -0,07405 -0,07396 -0,07385 -0,07374 -0,07361 -0,0742 -0,0733 -0,07293 -0,0724 -0,07186 -0,07
12 A23 E 0,43881 -0,42333  -0,4271 -0,42537 -0,42258 -0,40977 -0,40429 -0,3938 -0,38605 -0,36144 -0,35733 -0,3325 -0,31377 -0,28427 -0,25528 -0,13291 -0,12961 -0,07515 0,05¢
13 A27 E 0,11042 -0,10951 -6,69328 -0,10317 -0,11057 -0,11029 -0,11067 -0,1034 -0,10853 -0,10872 -0,1077 -0,10771 -0,10618 -0,10387 -0,10366 -0,1005 -0,09428 -0,09132 -0,0¢
14 A28 E 0,05479 -0,05061 -0,0535 -0,05557 -0,05603 -0,05592 -0,05651 -0,05627 -0,05548 -0,05556 -0,05511 -1,24113 -0,05481 -0,05492 -0,0531 -0,05045 -0,04732 -0,04575 -0,04
15 A29 E -0,10682 -0,08639 -0,09913 -0,11037 -0,11062 -0,1099 -0,1101 -0,10841 -0,10797 -0,10772 -0,10628 -0,10569 -0,10457 -0,10327 -0,10066 -0,03747 -0,09416 -0,08986 -0,0
16 A30 E 0,07937 -0,07802 -0,07877 -0,07337 -0,07943 -0,0794 -0,07931 -0,0793 -0,07927 -0,07914 -0,07908 -0,07909 -0,07392 -0,07875 -0,07852 -0,07825 -0,0778 -0,07728 -0,07
17 A312 E 0,33203  -0,2014 -0,33794 -0,42555 -0,42982 -0,42436 -0,41563 -0,41234 -0,39309 -0,39395 -0,38212 -0,37059 -0,35056 -0,33326 -0,31443 -0,2784 -0,23965 -0,19656 -0,17
18 A33 EH 0,47868 -0,37172 -0,45281 -0,49292 -0,49872 -0,49577 -0,48612 -0,48579 -0,47835 -0,46127 -0,45522 -0,4438 -0,43611 -0,41547 -0,39737 -0,36438 -0,32531 -0,2855 -0,2
19/A342  EH -12,6324 0,064156 0,053986 0,049362 0,043057 0,048042  0,0472 0,047923 0,047854 0,046833 0,046753 0,045133 0,046463 0,046037 0,046177 0,047195 0,048252 0,047918 0,04
20 A35 E 0,15273 -0,14204 -0,14732 -0,15415 -0,15407 -0,15415 -0,15372 -0,15328 -0,15263  -0,153 -0,15255 -0,15159 -0,15051 -0,14538 -0,14831 -0,14676 -0,14398 -0,14164 -0,13
21 | A36 E 0,04255 -0,02027 -0,03354 -0,04209 -0,04362 -0,04368 9465587 -0,04347 -7,10337 -0,04313 -0,04364 -0,04308 -0,0433 -0,04285 0,024 -0,04068 -0,03918 -0,03738 -0,03
E

22 A37 -043883 -0,39238 -0,44274 -0,44592 -0,43413 -0,4306 -0,42724 -0,41471 -0,41337 -0,39722 -0,38462 -0,37691 -0,35928 -0,33451 -0,30742 -0,26814 -0,20769 -0,15768 -0,0€
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4.2 .3 Andlise estatistica multivariada

Na etapa de pré-processamento, foi utiizado SNV nas amostras e
autoescalamento nas variaveis, ambos realizados pelo programa MATLAB
R2015b através da PLS-Toolbox verséo 8.2.1. Os formalismos PCA, PLS-DA e
OPLS-DA foram realizados também através da PLS-Toolbox, sendo utilizada a

validagéo cruzada LOOCYV para validar os modelos.

4.3 Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos dois
grupos (esteatose e esteatohepatite). Nao foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre 0s grupos.

Tabela 2. Niveis séricos das enzimas hepaticas, ferritina, glicose e insulina dos pacientes com
esteatose (n=31) e esteatohepatite (n=8).

Caracteristicas Esteatose Esteatohepatite Valor de p
(n =31) (n=8)
ALT (UI/L) 32,21  (23,00-41,42) 22,11 (1,51-42,71) 0,102
AST (UI/L) 4552  (27,41-63,62) 37,00 (15,29-58,71) 0,991

Ferritina (ng/mL) 287,40 (167,66-497,14) 160,60  (62,62-258,58) 0,552
Glicose (mg/dL) 113,39  (98,52-128,27) 108,67  (91,75-125,59) 0,827
Insulina (U/mL) 15,69  (11,31-20,27) 20,48 (5,99-34,97) 0,881

Os dados foram apresentados como os valores medianos e os intervalos interquartilicos (entre

parénteses). O valor de p foi obtido através do Teste de Mann-Whitney.

Serdo apresentados os modelos construidos com amostras de soro
sanguineo para a discriminagdo entre esteatose e esteatohepatite. O mérito
desta abordagem é devido ao fato de que a partir de uma Unica amostra de
sangue do paciente com DHGNA é possivel diferenciar quem possui apenas
esteatose de quem tem esteatohepatite.

Na Figura 40, pode-se ver um exemplo de espectro de RMN de 'H de
soro sanguineo de um paciente com esteatose. Visualmente, ndo é possivel
diferenciar entre as amostras de esteatose e de esteatohepatite, pois os

espectros sao bem similares.
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Figura 40. Espectro de RMN (300 MHz) de 'H de soro sanguineo apds as sequéncias de
pulsos PRESAT e CPMG.
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A partir da andlise exploratéria PCA, ndo foi possivel identificar uma
distincdo entre as classes, porém, foram identificadas duas amostras anémalas
(uma de cada grupo) e elas foram excluidas da analise.

Foram construidos modelos PLS-DA e OPLS-DA, porém, os resultados
da OPLS-DA foram mais satisfatorios.

A Tabela 3 apresenta a tabela de contingéncia fornecida pelo MATLAB

apos a validacéo cruzada.

Tabela 3. Tabela de contingéncia para o modelo esteatose versus esteatohepatite.

Classes verdadeiras

EH E

Modelo B > >
Metabonémico E 2 25
Total 7 30

Apesar dos dois grupos serem constituidos de pacientes com DHGNA,
neste estudo optou-se por calcular os valores de sensibilidade e especificidade
considerando o estagio mais avancado, a esteatohepatite. Sendo assim, a
partir dessa tabela foi possivel obter valores de exatiddo, sensibilidade e

especificidade iguais a 81,1%, 71,4% e 83,3%, respectivamente.
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Atualmente, o marcador citoqueratina-18 é considerado como uma das
estratégias minimamente invasivas mais eficientes na discriminacdo entre
esteatose e esteatohepatite (Shen et al. 2012). Em um estudo com 83
pacientes, a primeira forma deste marcador (antigeno-M30) apresentou
sensibilidade e especificidade iguais a 60,0% e 97,4%, respectivamente,
enquanto os valores da segunda forma (antigeno-M65) foram 68,9% e 81,6%,
respectivamente, para o diagnéstico de esteatohepatite (Yilmaz et al. 2007).
Enquanto que os resultados obtidos pelo modelo metabondémico neste estudo
foram: 71,4% de sensibilidade e 83,3% de especificidade para o diagndstico de
esteatohepatite. Na Figura 41, observa-se que, apesar de ser um estudo piloto,
o modelo metabondmico aqui construido mostrou resultados préximos aos
observados usando citoqueratina-18 (nos dois antigenos considerados pelos
autores) e gue possui, portanto, potencial para ser utilizado como ferramenta

de diagnostico diferencial para esteatohepatite.

Figura 41. Comparacgéao das figuras de mérito do modelo proposto por Shen et al (2012) com o
estudo piloto que estamos propondo.
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Ha, na literatura, outros relatos de investigacdes para identificar
biomarcadores para esteatohepatite. Li et al. realizaram um estudo a fim de
descobrirem biomarcadores para um diagndstico precoce ndo invasivo da
DHGNA envolvendo pacientes saudaveis (controle), com esteatose e com
esteatohepatite, e encontraram quatro potenciais biomarcadores: glicose,

lactato, glutamato/glutamina e taurina. (H. Li et al. 2011)
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Klein et al., em um estudo utilizando camundongos como modelo animal
para discriminar entre esteatose e esteatohepatite, relataram que a quantidade
de lipidios encontrada estava elevada nos dois grupos, ndo sendo o fator
responsavel pela discriminacédo entre eles. Os metabdlitos identificados como
discriminantes foram: betaina, glicose, taurina, isoleucina, lactato, leucina e
valina. Segundo este estudo, a taurina é um metabdlito interessante uma vez
que provou ser eficaz no tratamento para gordura no figado de camundongos e
criancas. Os seus niveis foram encontrados elevados no grupo de esteatose.
Os autores também relataram que as concentracdes de lactato foram
significativamente menores no grupo de esteatohepatite quando comparadas
as observadas em camundongos com esteatose, indicando que a quantidade
de glicose nas células estava acima do normal no ultimo grupo. (Klein et al.
2011)

De acordo com a literatura, a regulacdo da glicose depende de uma
variedade de fatores e pode ser modificada a medida que a doenca progride.
Ha estudos indicando uma alta associacdo de DHGNA com resisténcia a
insulina e, consequentemente, com um metabolismo anormal da glicose.
(Gaggini et al. 2013)

O glutamato, por exemplo, est4 associado com a obesidade, pois ele
danifica a regulacéo hipotalamica do apetite. (Hermanussen et al. 2006) Sabe-
se que a obesidade e o sobrepreso estédo relacionados as doencas hepaticas
gordurosas ndo alcodlicas. Como a esteatohepatite é a progressdo da
esteatose dentro da DHGNA, é esperado que o0s pacientes com esteatohepatite
apresentem niveis mais elevados de glutamato que os com esteatose.

Estudos relatam que a presenca de niveis elevados de creatinina no
sangue configura diminuicdo da funcéo renal ou até mesmo insuficiéncia renal.
Sabe-se que a doenca renal crénica é uma condicdo que frequentemente esta
associada com a insuficiéncia renal. Em um estudo realizado por Musso et al.,
constatou-se que a presenca de DHGNA esta associada com um aumento do
risco e da gravidade da doenca renal cronica. (Musso et al. 2014)

A partir desses relatos, temos potenciais biomarcadores para diferenciar
esteatose de esteatohepatite. As estruturas, com o deslocamento quimico, sdo
apresentadas na Figura 42. Os sinais foram atribuidos de acordo com a base
de dados do HMDB (Human Metabolome Database). (Wishart et al. 2009)
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Figura 42. Estrutura quimica dos principais candidatos a biomarcadores para o diagndstico
diferencial de esteatose e esteatohepatite. Em destaque, o deslocamento quimico. a) lactato; b)
glutamato; c) creatinina; d) glicose e e) taurina.
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Autoria propria.

De acordo com os diferentes relatos apresentados, devem-se observar
niveis mais elevados de glutamato e creatinina entre aqueles com quadro de
esteatohepatite, enquanto os niveis séricos de lactato, glicose e taurina devem
ser menores neste grupo.

A Figura 43 apresenta 0S escores e 0S pesos obtidos a partir do
formalismo OPLS-DA. Esse modelo foi validado por LOOCV, sendo indicado
gue o numero ideal de variaveis latentes a ser utilizado € igual a 3 (variancia
acumulada de 63,16%), e foi obtido um valor de R? igual a 0,75. Observa-se,
na Figura 43a, que a componente 1 é a responsavel pela separacdo entre 0s
grupos.

Figura 43. Resultados da OPLS-DA. a) Escores discriminando entre os pacientes com
esteatose e 0s com esteatohepatite; b) Grafico de pesos (loadings) da primeira variavel latente.

Scores on LV 2 (45.81%)

2 4 6
Scores on LV 1 (8.82%)

LV 1 (Component) (8.82%)

0.25 pr

0.20 +

0.10

0.05

0t

-0.05 |

-0.10

llactato
0.5,

creatinina—

glutamato

\\/&J\

s,

taurina

¥
glicose

Ry

lactato

4.5

2.5 1.5 1.0 0.5
pPpm

4.0 3.5 3.0 2.0



79

No gréfico de escores (Figura 43a), observa-se uma dispersdo maior
entre os portadores de esteatohepatite, enquanto os portadores de esteatose
estdo mais préximos e, em sua maioria, com escores negativos. No grafico de
pesos (Figura 43b), a regido espectral que contém os sinais atribuidos ao
grupo metila da creatinina (6 3,03 ppm), metilenos e metinos dos candidatos a
biomarcadores tem pesos positivos. Por outro lado, a regido que contém o0s
sinais atribuidos ao lactato (metila & 1,33 ppm e metino 6 4,10 ppm) e a taurina
(© 3,25 e 3,42 ppm) tem peso negativo. Os escores negativos observados para
0s portadores de esteatose sédo devidos aos niveis séricos mais intensos de
lactato e taurina para este grupo. Além disso, o vetor de regressédo da OPLS-
DA indica contribuicdo relevante para a discriminagdo vinda a partir dos bins
centrados em & 3,42; 3,03; 1,90; 1,25; e 0,70 ppm, de forma semelhante a
descrita anteriormente. (Figura 44) Esses resultados sdo congruentes com 0s
estudos relatados por Klein e colaboradores (2011) e Li e colaboradores
(2011), e estdo resumidos na Tabela 4.

Figura 44. Grafico obtido a partir do vetor de regressdo do modelo OPLS-DA.
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Tabela 4. Possiveis metabdlitos responsaveis pela discriminagéo entre 0s grupos.

Lactato Glutamato Creatinina Glicose Taurina

Esteatose 1 ] ] 1 1
Esteatohepatite | 1 1 ! |
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4.4 Conclusao

O objetivo desta etapa do trabalho foi construir um modelo
metabondmico capaz de diferenciar pacientes com esteatose de pacientes com
esteatohepatite.

Uma vez que o diagnostico de esteatohepatite € feito a partir de bidpsia
hepatica, uma estratégia invasiva, o modelo metabonémico construido nesse
estudo se mostrou relevante, pois a partir de uma estratégia nao invasiva
obteve valores de sensibilidade e especificidade de 71,4% e 83,3%,
respectivamente. Comparando com o marcador citoqueratina 18, que €
considerado uma das estratégias ndo invasivas mais eficientes na
discriminagdo entre esteatose e esteatohepatite, os resultados obtidos neste
estudo sdo semelhantes. Isso mostra o potencial que a metabondmica possui
de discriminar entre esteatose e esteatohepatite a partir de uma Unica amostra
de sangue do paciente.

E importante ressaltar que este modelo fez parte de um estudo piloto
realizado para avaliar a possibilidade de utilizar a estratégia metabonémica na
diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite, uma vez que o tradicional
método utilizado (bidpsia) é bastante invasivo e h4 um interesse crescente em

substitui-lo.

4.5 Perspectivas

e Ampliar o nimero de amostras, visando ter um grupo de calibracéo e
outro de teste, para consolidar os resultados obtidos no estudo
preliminar;

e Construir modelos metabonémicos capazes de diferenciar entre os

diferentes graus de fibrose dos pacientes com DHGNA.
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5 DIAGNOSTICO DE ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA
5.1 Objetivos Especificos

Construir modelos metabondémicos a partir de dados espectrais de RMN
de 'H de amostras de soro sanguineo para discriminar pacientes com hepatite
viral B ou C de pacientes coinfectados com esquistossomose.

5.2 Metodologia
5.2.1 Caracteristicas dos Pacientes

Este estudo incluiu 40 pacientes na faixa etaria entre 21 e 82 anos
atendidos no ambulatério de Hepatologia do Hospital das Clinicas da UFPE de
Outubro/2012 a Maio/2016. Eles foram divididos em dois grupos: 18 pacientes
coinfectados com esquistossomose hepatica e hepatite B ou C e 22 pacientes
monoinfectados com HBV ou HCV.

No grupo dos coinfectados, 7 pacientes apresentavam infec¢ao cronica
pelo HBV (38,9%) e 11 pelo HCV (61,1%); enquanto no grupo dos
monoinfectados, 17 eram infectados crénicos pelo HBV (77,3%) e 5 pelo HCV
(22,7%). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (numero do
parecer: 1.782.771), e todos os pacientes concordaram em participar apos
leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

O diagndstico da esquistossomose foi baseado na histéria clinica de
contato com fonte de agua doce de &reas endémicas e/ou relatos de
tratamento prévio da esquistossomose e fibrose periportal, que, por sua vez, foi
confirmada através de ultrassonografia. Os exames de ultrassonografia foram
realizados pelo mesmo operador experiente, utilizando um equipamento
Siemens Acuson X150® com um transdutor convexo de 3,5 MHz.

A infeccdo cronica por hepatite foi diagnosticada pela positividade do
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ), e anticorpo do core da hepatite B
(anti-HBc), ou pela presenca de anticorpos anti-HCV, por mais de 6 meses. A
técnica de deteccéo utilizada foi quimioluminescéncia (CMIA — Architect/Abbott
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Diagnostics, Wiesbaden, Alemanha), realizada no Laboratério Central do
Hospital das Clinicas da UFPE.

Os pacientes com esteatose, esteatohepatite, sindrome de
imunodeficiéncia adquirida, hepatite autoimune, hepatopatia metabdlica,
neoplasia, alcoolismo (consumo de etanol > 210 g/semana em homens e 140
g/semana em mulheres) e recebendo qualquer tratamento antiviral foram

excluidos deste estudo.

5.2.2 Coleta das amostras e analise laboratorial

O soro do sangue de todos os pacientes foi coletado e foram
determinados os niveis séricos de alanina e aspartato aminotransferase (ALT e
AST), gama-glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP), e o perfil
lipidico (colesterol total, colesterol HDL e LDL, e triglicerideos). Uma aliquota

do soro foi armazenada a —20°C até a analise de RMN ser realizada.

5.2.3 Anélise estatistica univariada

A fim de investigar a distribuicdo de dados laboratoriais, demogréficos e
clinicos entre os grupos, foram realizados testes de estatistica univariada
utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA) como o teste t de Student ndo pareado, teste de Mann-Whitney e o teste
exato de Fisher. Um valor de p < 0,05 foi definido como o nivel de significAncia

estatistica.

5.2.4 Aquisicdo dos espectros de RMN de 'H

As amostras de soro foram preparadas com 400 pl de soro e 200 ul de
D20, utilizando o sinal atribuido a metila do lactato (6 1,33 ppm) como sinal de
referéncia. Todos os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um
espectrometro Varian Unity Plus operando a 300 MHz, utilizando tubos de RMN
com 5 mm. Ap6s a homogeneizacdo, o espectro de RMN de 'H foi obtido

utilizando a sequéncia de pulsos PRESAT-CPMG, para a supressao do sinal
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da agua e uso de filtro de relaxacao transversal (T2) para eliminar os sinais das
espécies de alta massa molar.

Os seguintes parametros foram empregados: janela espectral de 4,8
kHz, tempo de espera (delay) de 2 segundos, tempo de aquisi¢éo de 1,704 s,
pulso de RF de 90°, temperatura de 25°C, 88 ciclos, tau igual a 0,0004 s, bigtau
igual a 0,07 s e 128 repeticdes. Os espectros foram processados usando line
broadening (Ib) igual a 0,3 Hz. A linha de base e a fase foram corrigidas
manualmente.

Com o software MestreNova 9.0, foi realizada a divisdo da regido
espectral entre 6 4,20 e 0,04 ppm em 104 bins com largura de 0,04 ppm. Desta
forma, foi construida uma matriz linha para cada amostra. As matrizes linhas
das amostras foram todas agrupadas em uma Unica matriz com 40 linhas
(casos) e 105 variaveis (104 bins mais a variavel de classe), e esta matriz foi

submetida a analise multivariada. A Figura 45 ilustra uma parte dessa matriz.

Figura 45. Matriz de bins para construcdo dos modelos metabonémicos, onde V é o grupo
mono-infectado e VE € o grupo coinfectado.

A B [= D E F G H I J K L M N o P a R s T u~

1 |Amostra  Grupo 0041 0081 0121 0161 0201 0241 0281 0321 0361 0401 0441 0481 0521 051 0,601 0641 0681 0721 0
2 |psT VE 0,000592 0,00104 -0,00029 0,000284 0,000188 -832E-05 -0,00013 -6,27E-05 0,000417 0,000723 0,00116 0,001269 0,001277 0,001638 0,002219 0,003723  0,0067 0,009693 0,01¢
3 |FFX VE 0,001585 0,00173  0,0013 0,001492 0,001478 0,001873 0,002565 0,003223 0,00397 0,003459 0,004591 0,005643 0,006191 0,007511 0,009269 0,011717 0,014643 0,017378 0,023
4 |ITs VE -6,03E-06 0,001354 -1,48E-05  0,00018 -0,00048 0,00018 0,000288 -1,07E-05 0,000233 0,000737 0,000367 0,000781 0,001729 0,001675 0,002414 0,004515 0,00684 0,008364 0,01(
5 |Mcs VE 0,008361 0,009227 0,005301 0,005863 0,007582 0,009187 0,010282 0,01124 0,012632 0,013414 0,014868 0,016532 0,020822 0,024442 0,026197 0,032898 0,042922 0,04962 0,067
6 |SMs VE -0,00234 -0,00247 -0,00273 -0,00342 -0,00401 -0,00431 -0,00517 -0,00544 -0,0055 -0,0063 -0,00638 -0,00692 -0,00775 -0,00786 -0,0088 -0,00844 -0,0089 -0,0091 -0,0(
7 |mAL v 0,004113 0,003796 0,004061 0,004434 0,005455 0,00598 0,006356 0,007167 0,008371 0,009256 0,010201 0,011468 0,013687 0,015888 0,01904 0,023257 0,034375 0,077441 0,1
8 |1ss v 0,000446 0,000406 -0,00042 -9,35€-05 -0,00052 -0,00035 -0,0001 0,000163 0,000254 4,90E-05 0,000207 0,000407 0,00161 0,002314 0,003315 0,004546 0,009772 0,037143 0,11¢
9 |pm v 0,00056 0,000751 0,000773 0,001222 0,001033 0,001322 0,001275 0,002096 0,001987 0,001989 0,002325 0,003965 0,004671 0,006297 0,008272 0,010163 0,015955 0,040893 0,125
10 |NMAS v 0,000324 0,000463 0,000618 0,000373 0,00065 -5,33E-05 0,000582 0,000445 0,000859 0,001221 0,001868 0,001673 0,003136 0,003989 0,005209 0,006755 0,013013 0,042289 0,13(
11|ARSN 'V 0,003231 0,003132 0,003563 0,004405 0,004838 0,006078 0,007162 0,007827 0,009165 0,01018 0,011645 0,01343 0,016181 0,020592 0,025835 0,030759 0,042683 0,091035 0,253
12 |AER VE -0,00036 0,000531 0,000196 0,000773 -1,52E-06 0,000921 0,000928 0,000619 0,001354 0,001643 0,00287 0,002568 0,003352 0,003925 0,004657 0,006205 0,008266 0,010005 0,013
13 |JGO VE 0,001374 0,002049 0,001308 0,001044 0,00162 0,002153 0,002505 0,002391 0,002562 0,002966 0,003549 0,003961 0,005352 0,004855 0,006137 0,007901 0,010671 0,012621 0,01€
14 |MCBS  VE -0,00016 0,001538 0,000188 0,000214 -0,00016 0,000333 -6,33E-05 0,001154 0,001198 0,001176 0,001529 0,002579 0,002325 0,003415 0,004524 0,005954 0,008407 0,010129 0,013
15 |MIMF  VE 0,001142 0,001808 0,00124 0,001533 0,001688 0,002106 0,002673 0,002997 0,003278 0,00345 0,004245 0,005111 0,006352 0,007327 0,008904 0,011828 0,015142 0,016803 0,022
16 1555 v 0,001597 0,001879 0,00221 0,002668 0,00359 0,00304 0,003874 0,004432 0,005235 0,006234 0,007303 0,009487 0,011102 0,014905 0,017848 0,022938 0,035872 0,083122 0,21(
17 [Icms v -0,00358 -0,00371 -0,00458 -0,0043 -0,00501 -0,00512 -0,00583 -0,00623 -0,00694 -0,00793 -0,00791 -0,00874 -0,00918 -0,00941 -0,01085 -0,01305 -0,01348 0,001514 0,06¢
18 [EMM v 0,003363 0,003679 0,003772 0,004403 0,005013 0,005622 0,006753 0,007423 0,008855 0,01026 0,011325 0,013957 0,017329 0,022456 0,028333 0,033041 0,048133 0,118363 0,355
19 |LBA v 0,003413 0,004336  0,00479 0,005019 0,005144 0,005594 0,006893 0,007491 0,008251 0,009246 0,010029 0,012449 0,01474 0,01748 0,021879 0,025769 0,035933 0,073118 0,18%
20 |ABS VE 0,00117 0,002063 0,001155 0,001407 0,00134% 0,001411 0,001289 0,001112 0,000914 0,001608 0,001502 0,00112 0,001923 0,002434 0,002647  0,0035 0,00474 0,00573 0,007
21|AC VE 0,001471 0,002853 0,001842 0,00234 0,002505 0,002684 0,002833 0,003444 0,003809 0,003916 0,004032 0,00462 0,005358 0,00691 0,007638 0,009478 0,012232 0,013524 0,017
22 |ASS) VE 0,001427 0,002425 0,001356 0,001292 0,001304 0,001536 0,001642 0,002323 0,002259 0,002911 0,003639 0,003918 0,005717 0,006237 0,007544 0,009478 0,01159 0,01401 0,015

[Sheet | @ ‘ 2

5.2.5 Anélise estatistica multivariada

O pré-processamento utilizado antes de submeter os dados a analise
estatistica foi a normalizacdo pela soma e a centragem dos dados na média,
ambos realizados pela plataforma para estudos metabonémicos MetaboAnalyst
3.0. (Xia et al. 2015) Os modelos PCA e PLS-DA também foram construidos
atraves dessa plataforma.

A validagdo do modelo PLS-DA foi realizada por dois métodos: (i)

LOOCV, onde foi determinado o numero ideal de variaveis latentes, e o0s
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valores de Q? (capacidade preditiva), R? (coeficiente de determinagdo) e
acuracia do modelo foram calculados; (ii) teste de permutacdo, com 2000
permutacfes da variavel de classe para verificar a acuracia do modelo PLS-
DA.

O modelo PLS-DA forneceu uma medida quantitativa do poder de
discriminagédo de cada bin. Foi utilizado o escore VIP para identificar as

variaveis mais importantes na discriminagdo entre 0s grupos.

5.3 Resultados e Discusséao

A Tabela 4 mostra as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos dois
grupos (pacientes coinfectados e mono-infectados). Ndo houve diferencas
significativas (p < 0,05) entre os grupos, exceto pelos niveis de colesterol, que
foram um pouco mais altos no grupo de monoinfectados (p = 0,0421), e de

fosfatase alcalina, que foram um pouco mais altos no grupo dos coinfectados.

Tabela 5. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos de coinfectados (n=18) e
moninfectados (n=22).

Pacientes Pacientes
Caracteristicas Coinfectados Monoinfectados Valor de p
(n=18) (n=22)
Idade (anos) 53,7 +13,7 45,6 +15,2 0,08562
Sexo (n, %)

Masculino 13 (72,2%) 10 (45,5%) 0,1159°

Feminino 5 (27,8%) 12 (54,5%)
ALT (/JULN)* 1,13 (0,70-1,70) 0,82 (0,61-0,82) 0,2595°¢
AST (/ULN)* 0,96 (0,63-1,60) 0,72 (0,52-1,39)  0,3348¢
GGT(/ULN)* 1,87 (0,61-4,23) 1,01 (0,66-1,41) 0,2162°¢
ALP (/JULN)* 1,57 (1,09-2,20) 1,22 (0,95-1,35)  0,0464°
Colesterol total (mg/dL) 155 + 30,29 179,2 + 35,66 0,04212
HDL (mg/dL) 47,67 + 9,67 55,79 + 14,85 0,07182
LDL (mg/dL) 86,44 + 33,17 100,7 + 31,74 0,20942

62,1-

Triglicerideos (mg/dL)* 93,35 (71,9-134,9) 84,45 §52,1) 0,7655¢
APRI* 0,68 (0,63-2,59) 0,42 (0,27-0,56)  0,0536°

aTeste t de Student ndo pareado; "Teste exato de Fisher; Teste de Mann-Whitney. ULN: do inglés, upper
limits of normal. Os dados foram apresentados como a média + desvio padrdo, exceto aqueles marcados
com um asterisco (*), que sdo apresentados como os valores medianos (intervalo interquartilico entre
parénteses).

O processo inflamatdrio da esquistossomose nédo invade o lobulo
hepatico e, portanto, preserva funcionalmente os hepatocitos; porém, a

inflamacé&o envolve os espacos portais, dando origem ao espessamento fibroso
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periportal. (Machado et al. 2002) A esquistossomose € a principal causa de
fibrose periportal em todo o mundo. (Raiza et al. 2007)

A respeito dos padrOes de ultrassonografia da fibrose periportal no
parénquima hepatico devido a esquistossomose, 9 pacientes apresentaram
padrdes leves (50%) e 4 moderados (22,2%), enquanto 5 apresentaram fibrose
avancada (27,8%).

Ap6s uma lesdo hepatica como a hepatite viral, as células
parenquimatosas se regeneram e substituem as células necroticas. Porém, se
a leséo persiste e esse processo falha, os hepatocitos séo substituidos por um
excesso de matriz extracelular, caracterizando a fibrose parenguimatosa.
(Bataller & Brenner 2005). Nos dois grupos houve uma predominancia de
fibrose parenquimatosa nao significativa causada por hepatite viral crénica
(METAVIR < F2).

Nos pacientes coinfectados e que possuem fibrose periportal leve ou
moderada, o diagnéstico do dano no figado devido a esquistossomose
apresenta mais desafios. Isto acontece porgue, comparando com 0s pacientes
coinfectados cujo estagio da fibrose periportal é avancado, a avaliacdo pelos
exames de US é mais dificil devido a presenca de fibrose parenquimatosa
induzida pelos virus das hepatites. No presente estudo, apenas um terco dos
pacientes coinfectados apresentaram fibrose periportal avancada, tornando
esse diagndstico muito necessario. Na pratica clinica, estes dados mostram a
importancia dos modelos metabonémicos desenvolvidos neste estudo.

A Figura 46 ilustra um espectro de RMN de 'H de soro de uma das
amostras com a atribuicdo de alguns sinais. As amostras dos dois grupos
apresentam o mesmo padrdo nos espectros, sendo assim, com apenas a

inspecao visual ndo é possivel diferenciar entre elas.
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de uma amostra de soro sanguineo apoés
aplicacdo das sequéncias de pulsos PRESAT e CPMG.

-6.0
5.5

-5.0

4.0
35
-3.0
2.5

2.0

Jlactato | lipidios 1.0
lipidios 1' actcares lactato_ |
|
insaturados | I | l Qs
~ U IUM\L oY) WAV
) . 1 A Nk o — Lo

creatinina Iipx’dios\ alanina
-05

Os resultados obtidos pela PCA estdo apresentados na Figura 47. As
duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) explicam 80,7% da
variancia dos dados, e com elas foi possivel obter claramente um agrupamento
das amostras nas classes de interesse. Na Figura 47a, observa-se que a
componente responsavel pela separagdo entre os grupos € a PC1, que
inclusive é a que explica a maior parte da variancia dos dados. Através da
analise do grafico dos pesos (Figura 47b), constata-se que provavelmente os
bins mais importantes na discriminagéo entre 0s grupos séo 6 1,20 e 1,32 ppm.
O primeiro esta relacionado ao grupo dos monoinfectados e o segundo ao

grupo dos coinfectados.

Figura 47. Resultados da PCA. a) Escores das 2 primeiras componentes (PC1 e PC2) da PCA
dos pacientes coinfectados e dos pacientes monoinfectados; (b) Gréfico dos pesos (loadings)
das 2 primeiras componentes da PCA.
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A fase de modelagem para os dois grupos foi baseada no formalismo
PLS-DA (Figura 48). A Figura 48a mostra uma clara separagdo entre 0s
grupos, um resultado ja esperado apos a discriminacdo obtida na analise
exploratoria. Esse modelo foi validado por LOOCYV, resultando em valores de
exatiddo, R? e Q? iguais a 100%, 98,1% e 97,5%, respectivamente (Figura
48b). O asterisco vermelho na Figura 48b indica o melhor numero de
componentes com base na acuracia, que neste caso foi igual a dois. Além da
LOOCV, outro método de validacdo também foi realizado: teste de permutacao.
Este teste envolveu 2000 permutacdes da variavel de classe a fim de verificar
se 0 modelo seria preciso, e o resultado foi satisfatorio, com p < 0,0005 (Figura

49b).

Figura 48. Resultados da PLS-DA. a) Escores discriminando entre os pacientes
monoinfectados e os coinfectados; b) O numero ideal de componentes da PLS-DA de acordo
com o0 R2, 0 Q2 e a acuracia do modelo.
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No gréfico VIP (Figura 49a), os dois bins que melhor discriminaram as
amostras foram & 1,20 e 1,32 ppm. Estes deslocamentos quimicos foram
previamente identificados pela inspecéo visual dos pesos da PCA (Figura 47b).
Considerando apenas os valores do escore VIP maiores que 2,5, identificam-se
trés regides espectrais responsaveis pela discriminagdo: (1) 6 1,28 — 1,36 ppm;
(2) 6 1,16 — 1,24 ppm, atribuido aos grupos metileno do colesterol HDL; (3) 6
0,76 — 0,80 ppm, atribuido aos grupos metil do colesterol HDL (Pinto et al.
2015). De acordo com o gréfico VIP, os niveis de lactato no soro foram maiores
no grupo coinfectado, enquanto os sinais atribuidos ao colesterol HDL foram

mais intensos no grupo monoinfectado. Além disto, o grafico obtido a partir do
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vetor de regressao (Figura 50) também apresentou os sinais relacionados com
o lactato e o colesterol, além de apresentar sinais nas regides 6 2,5 — 2,0 ppm
e 6 40 — 3,0 ppm. Provavelmente, estes sinais estdo relacionados a

aminoacidos e carboidratos.

Figura 49. Resultados da PLS-DA. a) Escores VIP utlizando duas componentes. Os
guadrados posicionados a direita representam a importancia dos bins em cada grupo
(monoinfectados e coinfectados); b) Teste de permutagédo envolvendo 2000 permutacdes com
p < 0,0005.
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A Figura 51 apresenta o espectro de RMN de 'H das amostras de soro

dos dois grupos apos os pulsos PRESAT-CPMG, indicando as regides
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espectrais correspondentes ao lactato e aos grupos metileno e metil do

colesterol HDL, o0s sinais responsaveis pela separacao entre 0s grupos.

Figura 51. Espectro de RMN de 'H (PRESAT-CPMG, 300 MHz) do soro, com atribuicdo dos
sinais responsaveis pela separacéo entre 0s grupos.
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As alteracBes observadas nas concentracfes relativas dos metabdlitos
identificados podem ser consideradas assinaturas metabdlicas da infec¢céo por
S. mansoni, a qual é caracterizada por niveis reduzidos dos intermediarios do
ciclo do acido tricarboxilico, incluindo citrato, succinato e 2-oxoglutarato, e
niveis elevados de piruvato, sugerindo estimulo da glicolise (Githui et al., 2006),
ainda que as consequéncias da reducédo de glicose e a elevacdo dos niveis de
lactato na corrente sanguinea dependem da gravidade da infeccéo e do estado
nutricional do hospedeiro. (Balog et al. 2011) Estudos indicam que o acumulo
de lactato na corrente sanguinea eventualmente reduz o pH intracelular. (Githui
et al. 2006) Sendo assim, apesar do parasita ndo estar mais presente, esses
pacientes possuem uma marca da infeccdo que um dia sofreram. Isso alterou o
funcionamento normal do figado, apresentando uma elevada importancia no
quadro clinico atual.

Neste estudo, por exemplo, os niveis de lactato no sangue foram
significantes o suficiente para discriminar entre os pacientes coinfectados e 0s

monoinfectados. Em um estudo realizado por Wang et al., onde utilizaram
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camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni para construir um modelo
baseado em espectroscopia de RMN de 'H, a concentracdo de lactato variou
entre os animais mas nao foi significante na discriminagéo entre os dois grupos
(controle e infectados). De acordo com Wang et al., o Schistosoma mansoni
também é responsavel por uma perturbacdo no metabolismo dos aminoacidos
e por distirbios na microbiota intestinal. (Wang et al. 2004; Githui et al. 2006).

Li et al. realizaram um estudo quimiométrico para diferenciar entre
camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni e n&o infectados, e
identificaram o lactato como um dos principais metabdlitos responsaveis pela
separacdo entre os dois grupos. Além disso, relataram mudancas na energia
da homeostase metabdlica, como os niveis relativamente mais elevados de
lipideos e uma diminui¢éo dos niveis de glicose. (J. V Li et al. 2011)

Ha relatos na literatura que associam fibrose avancada (Sands et al.
2015) e cirrose (Embade et al. 2016) com os niveis baixos de LDL e HDL. Da
Fonseca et al. relataram que os pacientes com esquistossomose apresentam
reducdo do colesterol total, LDL e triglicerideos quando comparados com 0s
individuos saudaveis. Eles indicaram que isto acontece porque a infec¢ao pelo
Schistosoma mansoni causa mudancas nos niveis plasmaticos de lipideos e
lipoproteinas devido as diferentes formas do gene APOE. (Da Fonseca et al.
2014).

Por outro lado, ha estudos relatando que as infec¢des crbnicas pelas
hepatites B e C causam uma reducao significativa nos niveis de HDL, LDL e de
colesterol total nos pacientes, e que isto indica a gravidade da lesédo hepética.
Os autores sugerem que a enzima envolvida na biotransformacédo dessas
moléculas se encontra em menores quantidades nos pacientes com doenca
hepéatica cronica avancada ou cirrose, provavelmente devido ao
enfraquecimento da sintese hepatica. (Su et al. 2004; Nashaat 2010)

Como discutido acima, encontra-se na literatura que a dislipidemia é
uma caracteristica presente na esquistossomose e na hepatite, porém, neste
estudo foi observado que os niveis do colesterol total no soro foram menores
nos pacientes coinfectados (esquistossomose e hepatite B ou C) quando
comparados com o grupo monoinfectado (hepatite B ou C). Apesar de nao ser
estatisticamente significante, houve uma tendéncia para menores valores de

HDL e LDL e maiores valores de triglicerideos no grupo coinfectado, o que
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pode explicar a importancia dos sinais atribuidos a HDL na discriminacao entre
as amostras.

E interessante notar que os modelos metabonémicos indicaram
diferencas entre os grupos a respeito dos niveis de triglicerideos e HDL apesar
dessas diferencas serem minimas e nao ser possivel observa-las nos niveis

séricos medidos por ensaios convencionais.

5.4 Concluséo

O objetivo desta etapa do trabalho foi construir modelos metabondémicos
capazes de discriminar as amostras dos pacientes portadores de HBV/HCV
das amostras dos pacientes portadores de coinfeccdo de esquistossomose
mansbnica com HBV/HCV. Analisando os resultados obtidos, pode-se
considerar que o objetivo foi alcangcado com sucesso. Pois, a partir de 40
amostras de soro sanguineo (18 pacientes coinfectados com esquistossomose
e hepatite B ou C e 22 pacientes monoinfectados com HBV ou HCV), obteve-se
na andlise exploratoria PCA uma clara separacgéo entre os grupos (Figura 45) e
na analise supervisionada PLS-DA obteve-se uma exatiddo de 100% na
validacdo cruzada (Figura 46). Além disso, através do grafico VIP (Figura 47a)
foi possivel observar as variaveis responsaveis pela discriminacdo entre os
grupos, sugerindo que os niveis de lactato foram maiores no grupo coinfectado,
enquanto que os sinais atribuidos ao colesterol HDL foram mais intensos no

grupo de monoinfectados.

5.5 Perspectivas

e Obter um nimero maior de amostras a fim de ser possivel dividi-las
em dois grupos: calibracdo e validacéo;

e Construir um modelo metabonémico com trés grupos: pacientes
apenas com esquistossomose mansonica, pacientes com coinfecgéo
de esquistossomose mansonica e hepatite viral, e pacientes apenas

com hepatite viral;
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e Construir um modelo metabondmico que diferencie entre pacientes

coinfectados e pacientes com esquistossomose mansoénica ativa.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo, a estratégia metabonbmica se apresentou como uma
ferramenta com potencial para discriminar algumas doencas hepaticas:
esteatose de esteatohepatite e monoinfeccdo por HBV/HCV de coinfec¢céo por
HBV/HCV e esquistossomose mansodnica. Ambos os modelos metabonémicos
foram desenvolvidos a partir de amostras de sangue dos pacientes, uma
estratégia minimamente invasiva.

No caso da esteatohepatite, a bidpsia é bastante invasiva, enquanto o
estudo piloto, aqui apresentado, demonstrou o potencial que a estratégia
metabondémica possui como método alternativo. Além disso, o modelo
metabonémico construido para diferenciar entre pacientes coinfectados com
esquistossomose mansoénica e HBV/HCV e pacientes monoinfectados com

HBV/HCV apresentou 100% de exatidao na validacdo cruzada.

7 PERSPECTIVAS GERAIS

e Ampliar o niumero de amostras a fim de ser possivel dividi-las em dois
grupos: conjunto de treinamento e de teste, com amostras
representativas em cada classe;

e Identificar, através de RMN bidimensional, os metabdlitos responsaveis
pelas discriminacdes entre 0s grupos e associar as respectivas rotas
metabdlicas; e

e Avaliar o potencial da estratégia metabonémica para o diagndstico e
estadiamento de diferentes agressées hepaticas, usando amostra Unica

e diferentes modelos metabondémicos.
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ANEXO A — APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA PARA PROJETO DE
DISCRIMINAGAO ENTRE ESTEATOSE E ESTEATOHEPATITE

Platakfor
oo

-G UFE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Doenga Hepatica Gordurosa Nao-alcodlica em Cirurgia
Bariatrica: Andlise da Adiponectina, TNF-¢,, Interleucina-6 e Fragmento CK-18 como
marcadores de fibrose hepatica

[elie

34692714.8.0000.5208

Instituicio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE Patrocinador
Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER NuUmero do Parecer: 815.390
Data da Relatoria: 01/10/2014
Apresentacdo do Projeto:

Projeto de pesquisa apresentado na selegéo para ingresso ao Programa- Ano Letivo
2013-Doutorado, pos graduacgido em cirurgia-CCS-UFPE.itA doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica do figado (DHGNA) corresponde a um espectro de desordens
gue pode variar desde simples acumulo de triglicerideos até esteato-hepatite ndo
alcodlica (EHNA), fibrose, cirrose e hepatocarcinoma, sem relagdo com alcool e

doenca hepética viral, sendo uma condi¢ao clinica emergente no mundo.

O projeto visa avaliar a possibilidade de diagnéstico através de dosagens bioquimicas,
sem necessidade de bidpsia hepatica. Os pacientes terdo coleta de sangue para o
processamento dos exames laboratoriais previstos na pesquisa e serdo submetidos a
bidpsia hepética no intra-operatorio da cirurgia bariatrica. O estudo vai ser
desenvolvido no Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os pacientes seréao selecionados nos ambulatérios de endocrinologia e de
cirurgia geral do referido hospital, preenchendo os critérios de selecao para a cirurgia
proposta. Serédo estudados 50 pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar a quantidade das substancias adiponectina, TNF-, interleucina-6 e
fragmento CK-18

Endereco: Av. da Engenharia s/no - 1o andar, sala 4, Prédio do CCSisiBairro: Cidade
Universitaria CEP: 50.740-600st4JF: PE Municipio: RECIFEit elefone: (81)2126-8588 E-mail:
cepccs@ufpe.br
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através da técnica de extracdo de RNA do fragmento hepatico com os diferentes graus de
esteatose hepatica e de fibrose hepética em pacientes submetidos a DGYR (Derivacéo
gastrica em Y de Roux). Determinar a ocorréncia de DHGNA e EHNA através da histologia
hepatica em pacientes com diferentes categorias de peso (sobrepeso, obesidade graus |, Il
e lll), submetidos a DGYR.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Adequados

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, inovadora que visa oferecer possibilidade de diagndstico néo invasivo
para uma condi¢éo na qual a bidépsia hepatica tem sido o padrao ouro.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
adequados

Recomendacoes:

Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nenhuma

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questédo e o pesquisador esta autorizado

i

dada, apos a entrega do relatério final, na PLATAFORMA BRASIL, através de “Notificagéo
” e, apos apreciagdo, sera emitido Parecer Consubstanciado .

Endereco: Av. da Engenharia s/no - 1o andar, sala 4, Prédio do CCSisiBairro: Cidade
Universitaria CEP: 50.740-600st4JF: PE Municipio: RECIFEis] elefone: (81)2126-8588 E-mail:
cepccs@ufpe.br



107

Qo™

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE /
UFPE-Continuacéo do Parecer: 815.390

O-B08-UFE

RECIFE, 01 de Outubro de 2014
Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO (Coordenador)



108

ANEXO B — APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA PROJETO DE
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE COINFECGCAO DE HBV/HCV COM
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W““'
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

CEP-BuS- UFPE

SEree Humanos

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A utilizacao da metabonémica no diagnéstico das hepatites B, C e esquistossomose
mansonica em pacientes com e sem alteragdes das enzimas hepaticas

Pesquisador: Joelma Carvalho Santos

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 60316616.4.0000.5208

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.782.771

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado intitulado "A utilizagao da metabondmica no diagnéstico das hepatites
B, C e esquistossomose mansénica em pacientes com e sem alteragdes das enzimas hepaticas", do
Programa de P6s Graduagao em Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Saude. Sera desenvolvido por
Joelma Carvalho Santos com orientagao do Prof. Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes, co-orientagao do
Prof. Dr. Ricardo Oliveira da Silva e Colaboragao da médica hepatologista do Hospital das Clinicas/UFPE.
No estudo, os pesquisadores almejam a construgao de modelos metabondémicos baseador em ressonancia
magnética nuclear de préton para diferenciar pacientes com infecgao crénica pelo HBV ou HCV, com e sem
alteragdes na atividade das enzimas hepaticas (ALT, AST e GGT), pacientes com esquistossomose
mansonica, hepatite cronica de etiologia mista (DHM), e individuos imunes ao HBV, além de diferenciar os
diferentes graus de fibrose hepatica nos pacientes com esquistossomose.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Diferenciar pacientes com infecgao crénica pelos virus da hepatite B ou da hepatite C, com e sem alteragoes
na atividade das enzimas hepaticas

(ALT, AST e GGT), pacientes com EM, DHM e individuos imunes ao HBV, além de diferenciar os

Endereco: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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diferentes graus de fibrose hepatica nos pacientes
com esquistossomose, através de modelos metabonémicos baseados em RMN de 1H, obtidos de amostras
de soro.
Objetivo Secundario:
- Obter espectros de RMN de 1H das amostras de soro de pacientes com infecgao crénica pelo HBV ou
HCV, com e sem alteragdes na atividade
das enzimas hepaticas, associados ou nao a EM, e de individuos imunes ao HBV (controles);
- Desenvolver modelos metabonémicos, a partir dos espectros de RMN de 1H obtidos, que permitam
diferenciar:

« Pacientes com e sem alteragdes na atividade das enzimas hepaticas (ALT, AST e GGT),
independentemente da etiologia da infeccao viral (HBV
ou HCV);

« Pacientes com infeccao crénica pelo HBV ou HCV, EM, DHM e controles, independente dos niveis das
enzimas hepaticas;

« Pacientes com e sem alteragdes na atividade da ALT, de acordo com a etiologia da infecgao (HBV ou
HCV);

« Graus de fibrose hepatica em pacientes com esquistossomose.
- Investigar se ha efeito sinérgico entre os dados de RMN de 1H e niveis de atividade das enzimas hepaticas
para a classificagao do tipo de hepatite
(BouC).
- Comparar o MM obtido para fibrose hepatica em pacientes com esquistossomose com método
ultrassonografico padrao e elastografia hepatica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participacao no estudo podera trazer aos participantes envolvidos riscos fisicos relacionados a coleta
sanguinea na veia cubital, acarretando em

uma leve dor e pequenos hematomas, contudo, ndo comprometera a homeostasia do paciente. Para
minimizagao dos riscos a coleta sera realizada

por profissionais experientes que tomarédo os cuidados necessarios para diminuir o risco de edema, e
obedecera as normas de biosseguranga

vigentes com a utilizagdo de materiais estéreis e descartaveis.

Beneficios:
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Os beneficios que os participantes terdo sera a realizacao de um exame de espectroscopia por ressonancia
magnética de soro sem nenhum custo, e a contribuigao para o desenvolvimento de um método diagnéstico,
minimamente invasivo, que visa associar o perfil metabélico desses individuos a presenca de hepatite B ou
C, e esquistossomose poderao contribuir para o desenvolvimento de um método diagnéstico de

fibrose hepatica, minimamente invasivo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O Projeto de relevancia, o qual trata de um estudo observacional analitico constituido de duas etapas, uma
realizada através de um caso-controle e a outra, um estudo de validagao fase l/fase Il adequado para a
analise do modelo metabondmico. Na etapa de caso controle serdo incluidos os pacientes com diagndstico
prévio de infecgao crénica pelo HBV (Grupo I), ou pelo HCV (Grupo Il), com esquistossomose pura (Grupo
IIl), com doenga hepatica mista-DHM (Grupo 1V), e individuos imunes ao HBV (Grupo V). Na etapa de
validagao de fase | serao construidos modelos metabonémicos para diferenciar os individuos com infecgao
cronica pelo HBV ou HCV, com e sem alteragdes das enzimas hepaticas, pacientes com esquistossomose
mansénica-EM, DHM e controles. Na fase |l sera realizada validagao dos modelos para discriminar os
pacientes com e sem alteragao da atividade enzimatica e para diferenciar os graus de fibrose hepatica em
pacientes com esquistossomose. Assim, serao incluidos amostras de soro coletadas no ambulatério de
Gastroenterologia do HC-UFPE, de pacientes dos referidos grupos. Os espectros de RNM de 1H serao
obtidos utilizando-se o equipamento VARIAN Unity Plus 300. Os MM serao processados utilizando a Analise
de Componentes Principais (PCA), a Analise de Discriminante Linear (LDA) e a Analise Discriminante
Ortogonal por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA), a partir da matriz de escores da PCA, utilizando a
plataforma online do MetaboAnalyst, versao 3.0. Os valores de sensibilidade, especificidade, acuracia serao
obtidos através do resultado da LDA, e a significancia estatistica sera determinada por Validagao Cruzada e
pela aplicacao do Teste F, usando o software Statistica 10.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacao obrigatéria foram apresentados.

Recomendacoes:

Incluir o nome do Co-orientador no TCLE, Incluir o nome da colaboradora no Projeto e
Incluir a assinatura do orientador, co-orientador e colaborador no Termo de Compromisso.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O Projeto atende as exigéncias em pesquisa com seres humanos. Dessa forma, ndo ha pendéncias, mas ha
sugestoes que estdo contidas no item recomendacgoes

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e estda APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 ser4 dada ap6s 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
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apés apreciacao desse relatério, o CEP emitird 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 Resolugao CNS/MS N2 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 execugao, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
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 aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugao 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 Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 791495.pdf 10:09:59
Projeto Detalhado / |Projeto_ CEP_26_09_16.pdf 26/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
Brochura 10:07:47 |Santos
Investigador
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TCLE/ Termos de |TCLE.pdf 23/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito

Assentimento / 11:12:59 |Santos

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_anuencia_SAME.pdf 23/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:11:02__[Santos

Outros Autorizacao_uso_de_dados.pdf 23/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:10:20 | Santos

Folha de Rosto Folha_de_rosto_CEP.pdf 23/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:09:03 | Santos

Outros Carta_anuencia_DQF_UFPE.jpg 16/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
13:15:24 [Santos

Outros Termo_compromisso_confidencialidade.| 12/09/2016 [Joelma Carvalho Aceito

pdf 11:47:52 | Santos

Qutros Autorizacao_amostras.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:46:38 | Santos

Outros Carta_anuencia_amb_gastro.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:45:37__[Santos

Outros Lattes_prof Edmundo.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:44:39 |Santos

Outros Lattes_prof_Ricardo.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:44:18 | Santos

Outros Lattes_Andrea.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:44:00 | Santos

Outros Lattes_Joelma.pdf 12/09/2016 |Joelma Carvalho Aceito
11:43:39 | Santos

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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(Coordenador)
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Abstract

Background

Diagnosis of liver involvement due to schistosomiasis in asymptomatic patients from
endemic areas previously diagnosed with chronic hepatitis B (HBV) or C (HCV) and peripor-
tal fibrosis is challenging. H-1 Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-based metabonomics
strategy is a powerful tool for providing a profile of endogenous metabolites of low molecular
weight in biofluids in a non-invasive way. The aim of this study was to diagnose periportal
fibrosis due to schistosomiasis mansoni in patients with chronic HBV or HCV infection
through NMR-based metabonomics models.

Methodology/Principal findings

The study included 40 patients divided into two groups: (i) 18 coinfected patients with schis-
tosomiasis mansoni and HBV or HCV; and (ii) 22 HBV or HCV monoinfected patients. The
serum samples were analyzed through H-1 NMR spectroscopy and the models were based
on Principal Component Analysis (PCA) and Partial Least Squares—Discriminant Analysis
(PLS-DA). Ultrasonography examination was used to ascertain the diagnosis of periportal
fibrosis. Exploratory analysis showed a clear separation between coinfected and monoin-
fected samples. The supervised model built from PLS-DA showed accuracy, R? and Q? val-
ues equal to 100%, 98.1% and 97.5%, respectively. According to the variable importance in
the projection plot, lactate serum levels were higher in the coinfected group, while the sig-
nals attributed to HDL serum cholesterol were more intense in the monoinfected group.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0182196  August 1, 2017
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Diagnosis of schistosomiasis and hepatitis B or C using metabonomics

Conclusions/Significance

The metabonomics models constructed in this study are promising as an alternative tool for
diagnosis of periportal fibrosis by schistosomiasis in patients with chronic HBV or HCV infec-
tion from endemic areas for Schistosoma mansoni.

Introduction

Schistosomiasis is a widespread disease in the developing world and the most important
water-based disease of tropical zone [1]. This neglected disease affects 200 million people in 78
countries, mainly across Africa, Asia and South America, and remains a major public health
problem [2]. In Brazil, Schistosoma mansoni has infected approximately 12 million persons,
mostly in the Northeastern region [3].

Schistosomiasis mansoni (SM) affects the mesenteric portal venous system with a range of
clinical manifestations, from asymptomatic to extremely severe disease. Although, about 40%
of infected patients are asymptomatic and only 10% have a more severe disease [4]. In the
liver, the pathogenesis of SM is related to the granuloma formation around the eggs, leading to
periportal fibrosis (Symmers’ fibrosis) and subsequent portal hypertension, splenomegaly and
esophageal varices [5]. The rupture of esophageal varices may promote digestive hemorrhage
requiring blood transfusion that would spread hepatic virus.

Data on schistosomiasis, hepatitis B virus (HBV) or hepatitis C virus (HCV) coinfection are
inconsistent [6]. It is known that the coinfection can aggravate or accelerate the evolution of
fibrosis, and a high prevalence of the coinfection is often observed in countries where SM is
endemic [5,7].

Schistosomiasis infections are diagnosed by a clinical history of contact with a fresh water
source, such as rivers or streams from endemic areas, followed by the detection of eggs in the
stool [8]. Moreover, the presence of periportal fibrosis in mainly established by imaging meth-
ods such as ultrasonography (US), CT scan and MR scan [2]. US is considered as the primary
modality of choice and plays an integral role in the diagnosis of liver involvement in schistoso-
miasis, since it can show fibrosis around the periportal spaces, splenomegaly, enhanced portal
vein dimensions, and the presence of collateral vessels [5,9]. However, US is a subjective proce-
dure, examiner-dependent and the liver parenchymal heterogeneity caused by viral infection
might hamper visualization of periportal fibrosis in some patients [10].

Since the coinfection of schistosomiasis with HBV or HCV can aggravate the evolution of
fibrosis, the diagnosis of coinfection is crucial to evaluate the severity of the disease process
and its complications [2]. Hence, there is a need for more accurate and sensitive diagnostic
techniques for periportal fibrosis, mainly for asymptomatic chronic schistosomiasis coinfected
patients.

As an alternative, the Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-based metabonomics strategy
has proved its value in disease diagnosis. This strategy is often used when there is interest in
classifying samples by their biochemical status in response to diseases [11,12], since NMR
spectroscopy is a powerful tool for identifying changes in metabolite profiling as a result of
changes in the biochemical status. A disadvantage is the fact that an NMR spectrometer is
expensive. However, comparing to US, NMR is not a subjective technique. Moreover, NMR
offers a non-invasive analysis and with only one serum sample it would be possible to find out
with high accuracy if the patient has coinfection or not. The use of specific statistical tools for
an efficient interpretation of NMR spectra is necessary, due to complexity of the process [13].
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Many encouraging results have been obtained using NMR-based metabonomics to investi-
gate diseases, including studies on hepatitis C [14], urological cancer [15] and schistosomiasis
[16,17].

Therefore, the aim of this study was to diagnose periportal fibrosis due to schistosomiasis
mansoni in patients with chronic HBV or HCV infection through 'H NMR-based metabo-
nomics models.

Patients and methods
Patient characteristics

The study included 40 patients aged between 21 and 82 years attending the Hepatology outpa-
tient clinic at the Hospital das Clinicas of Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE)
from October 2012 to May 2016. They were stratified into two groups: 18 coinfected patients
with SM and HBV or HCV chronic infection and 22 HBV or HCV chronic monoinfected
patients. Among the coinfected group, 7 had HBV infection (38.9%) and 11 HCV (61.1%).
Among the monoinfected group, 17 had HBV infection (77.3%) and 5 HCV (22.7%).

The diagnosis of schistosomiasis mansoni was based on the clinical history of contact with
fresh water sources from endemic areas and reports of prior treatment for schistosomiasis.
The diagnosis of periportal fibrosis was confirmed by US findings, along with hypertrophy of
the left liver lobe and splenomegaly. US exams were performed by a single experienced opera-
tor using a Siemens Acuson X 150" device with a 3.5 MHz convex transducer.

Hepatitis chronic infection was diagnosed by hepatitis B surface antigen (HBsAg) and total
hepatitis B core antibody (anti-HBc) positive results or anti-HCV antibodies positive, for more
than 6 months, detected by microparticle immunoassay (CMIA) by Architect (Abbott Diag-
nostics, USA) at the Central Laboratory of (HC-UFPE).

Patients receiving any antiviral treatment, ethanol consumption, HIV coinfection or under-
going immunosuppressive therapy were excluded from the study.

Ethics statement

This study was approved by the Ethics Committee on Research Involving Human Subjects of
the Health Sciences Center—Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE), Recife, Bra-
zil (Approval no. 1.782.771/2016) and all patients were adults and signed terms of informed
consent.

Sample collection and laboratory analysis

Sera from all patients were collected and liver function tests including alanine and aspartate
aminotransferase (ALT and AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), alkaline phosphatase
(ALP), and lipid profile (total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides)
were carried out using Wiener Lab™" kits in a Wiener Lab" autoanalyzer (Wiener Lab Group,
Argentina), according to the manufacturer’s instructions. Part of the sera was stored at minus
20°C for a short period of time until the NMR analysis could be performed.

Fibrosis stage for both groups was based on AST to Platelet Ratio Index (APRI) with a cut-
off score of 1.5 for detection of significant fibrosis (F2 to F4 by METAVIR) [18]. In addition,
periportal fibrosis on the coinfected group was based on US patterns in mild, moderate or
advanced fibrosis, according to the World Health Organization’s Niamey protocol [19], using
a Siemens Acuson X 150™ with a 3.5 MHz convex transducer for all patients by the same
researcher.
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Univariate statistical analysis

To investigate the distribution of demographic and clinical laboratory data between groups,
univariate tests were performed using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA) with unpaired Student’s t-test, Mann-Whitney, Fisher’s exact or %2 tests, as
appropriate. A p value <0.05 was set as the level of statistical significance.

NMR analysis

Serum samples were prepared by mixing 400 pl of serum and 200 pl of D,0, using the signal
attribute to lactate (5 1.33 ppm) as a chemical shift reference. All 'H NMR spectra were
recorded in a Varian Unity Plus spectrometer operating at 300 MHz, using NMR tubes of 5
mm. After homogenization, the "H NMR spectrum was acquired using a sequence of pulses
with presaturation (PRESAT) of the water signal hyphenated to the Carr-Purcell-Meiboom-
Gill (CPMG) pulse sequence, which was employed as a T2 filter. The following parameters
were used: spectral window of 4.8 kHz, saturation delay of 2.0 s, acquisition time of 1.704 s,
90° RF pulse, temperature of 25°C, 88 cycles, tau equal to 0.0004 s, bigtau equal to 0.07 s and
128 scans. The line broadening used was 0.3 Hz. Baseline and phase distortions were corrected
manually. Using the MestreNova 9.0 software, the region between & 4.20 and 0.04 ppm was
binned into 104 bins with 0.04 ppm-wide bins. One matrix was built with 40 rows (cases) and
105 variables (bins of the 'H NMR spectrum plus class variable), and then was submitted to
multivariate analysis.

Framework for chemometric analysis

Multivariate statistical treatment of spectra data allows a simple, fast and reliable analysis,
using tools such as Principal Components Analysis (PCA), Partial Least Squares—Discrimi-
nant Analysis (PLS-DA) and Simple Classification Analysis (SIMCA) [20].

The models based on PCA and PLS-DA were constructed via the web-based platform for
metabonomics studies, namely MetaboAnalyst 3.0 [21]. In the pre-processing step, each sam-
ple was normalized by sum (cumulative intensity of the spectrum). This was performed to
compare the spectral data, avoiding problems with sample dilutions, for example [22]. The val-
idation of the PLS-DA model was based on two methods: (i) the leave-one-out cross-validation
method (LOOCYV), where the optimal number of latent variables for the PLS-DA model was
determined, thus providing the basis for the computation of the predictive ability (Q?), deter-
mination coefficient (R*), and the classification accuracy of the model; and (ii) the permuta-
tion test, which made 2000 permutations of the class label to verify the accuracy of the PLS-DA
model.

The PLS-DA model also provided a quantitative measure of the discriminating power of
each spectral bin. For this purpose, we made use of the variable importance in the projection
(VIP) score. VIP is a weighted sum of squares of the PLS loadings. These weights are based on
the amount of explained variance of the dependent variable in each PLS dimension. For decid-
ing between discriminatory and non-discriminatory bins, a VIP score cut-off of 1 was used.
Discriminatory signals were attribute to metabolites using HMDB platform and also based on
the literature [23-26].

Results

Table 1 displays the clinical and laboratory characteristics of the coinfected and monoinfected
groups. There were no significant differences (p <0.05) between the two groups of patients,
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Table 1. Clinical and lab y ch of the coinf d (n=18)and infe d groups (n = 22).
Characteristics Coinfected group [ Monoinfected group pvalue
(n=18) | (n=22 !
Age (years) 53.7£13.7 | 45.6+15.2 | 0.0856"
Gender (n, %) | |
Male 13(72.2%) | 10(45.5%) | 0.1159"
Female 5(27.8%) 12(54.5%)
ALT (/ULN)* 1.13(0.70-1.70) | 0.82(0.61-0.82) | 0.2595°
AST (/JULN)* 0.96(0.63-1.60) 0.72(0.52-1.39) 0.3348°
GGT(/ULN)* 1.87(0.61-4.23) 1.01(0.66-1.41) 0.2162°
ALP (/ULN)* 1.57(1.09-2.20) | 1.22(0.95-1.35) | 0.0464°
Total cholesterol (mg/dL) 155+ 30.29 | 179.2+ 35.66 | 0.0421*
HDL (mg/dL) 47.67+9.67 | 55.79+ 14.85 | 0.0718*
LDL (mg/dL) 86.44+ 33.17 | 100.7+31.74 | 0.2094*
Triglycerides (mg/dL)* 93.35(71.9-134.9) | 84.45(62.1-152.1) | 0.7655°
APRI 0.68(0.63-2.59) | 0.42(0.27-0.56) 0.0536°
AUnpaired ttest;
°Fisher's exact test;
°Mann-Whitney test.
ALT: Alanine aminotransferase; ALP: Alkaline phosphatase; APRI: Aspartate-to-platelet ratio; AST: Aspartate amir f GGT: G glutamy!

transferase; HBV: Hepatitis B virus; HCV: Hepatitis C virus; HS: Hepatic schistosomiasis; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein. ULN:
upper limits of normal. Data presented as mean + standard deviation except those marked with an asterisk (*), which are presented as median values

(interquartile range in brackets).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0182196.t001

except for total serum cholesterol levels, which were slightly higher in the monoinfected group
(p=0.0421).

Regarding the US patterns of periportal fibrosis in liver parenchyma due to SM infection, 9
patients showed mild (50%) and 4 moderate (22.2%) patterns, while 5 had advanced fibrosis
(27.8%). Whereas, using APRI score to measure liver fibrosis, 8 patients (20%, 2 from the
monoinfected group and 6 from the coinfected group) had significant fibrosis stage (F2 to F4),
while 32 patients (80%) had METAVIR stage below F2. The median APRI score for the mono-
infected group was 0.42, and 0.68 for the coinfected group.

Fig 1 exhibits the results obtained from PCA. PC1 and PC2 explain 80.7% of the variation
in the data. The modeling phase for the two groups (coinfected and monoinfected groups) was
based on the PLS-DA formalism (Fig 2). This model was cross-validated, resulting in accuracy,
R* and Q? values equal to 100%, 98.1% and 97.5%, respectively (Fig 2B). As well, we undertook
an alternative way of model validation, using permutation analysis involving 2000 permuta-
tions of the class label and computation of the accuracy of the PLS-DA model with two compo-
nents (as indicated in the LOOCV-based analysis), and the result was p < 0.0005 (Fig 3A).

In the VIP score plot (Fig 3B), the two bins that best distinguished the samples were & 1.32
and 1.20 ppm. These chemical shifts had been previously identified by visual inspection of the
PCA loadings plot (Fig 1B). Considering a VIP value greater than 2.5, we identified three spec-
tral regions responsible for the discrimination: (1) § 1.28-1.36 ppm, attributed to methyl
group from lactate; (2) 8 1.16-1.24 ppm, attributed to methylene groups from HDL choles-
terol; and (3) 8 0.76-0.80 ppm, attributed to methyl groups of HDL cholesterol [27]. According
to the VIP plot, the lactate serum levels were higher in the coinfected group, while the signals
attributed to HDL cholesterol were more intense in the monoinfected group. Fig 4 shows 'H
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Fig 1. Results from PCA modeling. (A) PCA scores of coinfected patients and monoinfected patients. (B) Loading
scatter plot of PC1 versus PC2, explaining 80.7% of variance.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0182196.9001

PRESAT-CPMG NMR spectra of serum samples, with indication of spectral regions used in
the metabonomics modeling.

Discussion

No statistically significant differences were found in the clinical and laboratory characteristics
between the two groups of patients, except for total serum cholesterol levels.

In this primary study, most patients in the coinfected group (72.2%) showed mild/moderate
periportal fibrosis in their US, making it difficult to differentiate between normal liver and
other diseases [28]. In addition, in both groups there was a predominance of non-significant
parenchymal fibrosis due to chronic viral hepatitis (METAVIR <F2).

In fact, diagnosis of liver involvement due to chronic SM in coinfected patients with mild/
moderate periportal fibrosis poses more challenges, since the US evaluation is more difficult
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Fig 2. Results from PLS-DA modeling. (A) Scores scatter plot discriminating among coinfected and
monoinfected patients. (B) The optimal number of PLS-DA components, according to the squared correlation
coefficient (R?), the predictive ability (Q2), and the accuracy of the model; the asterisk indicates the best number of
components based on accuracy of the model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0182196.9002
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due to the presence of parenchymal fibrosis induced by the virus, when compared to patients
with advanced periportal fibrosis. Moreover, in this study only one third of coinfected patients
presented advanced periportal fibrosis, making the diagnosis more demanding. In clinical
practice, these data show the meaning of the metabonomics models developed in our study.

As shown in Fig 1, the PCA results indicates that there is a natural grouping among the
samples, discriminating between monoinfected patients and those coinfected with SM. Fig 1A
exhibits the relationship between the scores in PC1 and PC2, showing that the samples were
only discriminated by PC1. The main discriminatory bins are ranged from & 1.16 ppm to
1.36 ppm, being the signal centered at § 1.20 ppm (5 1.16-1.24 ppm), associated with the
monoinfected group, while the signal centered at 8 1.32 ppm (3 1.28-1.36 ppm) is associated
with the coinfected group. In fact, this assumption was also supported by the VIP score study
as can be seen later in this section.

Similar to the exploratory PCA, PLS-DA makes it possible to see the significant difference
between the groups of coinfected patients and those monoinfected. The results of the PLS-DA
model and its cross-validation show that the model is accurate and has a promising predictive
performance for discriminating between coinfected and monoinfected patients. In the permu-
tation analysis involving 2000 permutations of the class label, the p <0.0005 indicates that
the accuracy of a permuted PLS-DA model would rarely be better than the one of the model
adjusted to the original data.

In fact, Wang et al., using a S. mansoni-mouse model based on 'H NMR spectroscopy,
reported that the lactate concentration varied between animals but was not found to be signifi-
cant in discriminating between infected and control mice. Moreover, the metabolic signature
of an S. mansoni infection consisted of reduced levels of the tricarboxylic acid cycle intermedi-
ates, including citrate, succinate, and 2-oxoglutarate, and increased levels of pyruvate, suggest-
ing stimulated glycolysis [16,29]. Although, the consequences of glucose losses and the local
elevation of lactate levels in the bloodstream depend on the severity of the infection and nutri-
tional status of the host [17]. In addition, it is reported that in liver diseases, the aerobic metab-
olism is blocked, resulting in glycolysis and pentose phosphate pathway becoming the main
glucose metabolic pathways. Glycolysis could produce large amounts of lactic acid, leading to
a high lactic acid level [30].

There are reports in the literature that associate advanced fibrosis [31] and cirrhosis [30]
with lower levels of LDL and HDL. In addition, schistosomiasis patients are reported to have
dyslipidemia resulting in reduced total cholesterol, LDL and triglycerides when compared to
healthy individuals, which depend on apolipoprotein E gene polymorphism [32].

In this study, we found that total cholesterol serum levels were lower in coinfected patients
when compared to the monoinfected group. Although not statistically significant, there was a
tendency for lower values of HDL and LDL and higher values of triglycerides in the coinfected
group, which may explain the importance of signals attributed to HDL in the discrimination
among the samples. Perhaps, the number of patients in our study was not sufficient to reveal
differences that would be more significant.

It is interesting to note that the metabonomics models indicated differences between the
groups regarding the serum levels of triglycerides and HDL. However, these differences were
minimal and not observed in the serum levels measurement by conventional assays.

Furthermore, 'H NMR-based metabonomics has been used successfully to discriminated
patients with HCV infection with high sensitivity and specificity [14]; to distinguish S. man-
soni-infected from uninfected individuals before and after chemotherapy with praziquantel
[17]; and to characterize metabolic profiles of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
[33]. These results suggest that NMR spectra combined with pattern recognition analysis tech-
niques offer a great benefit to early diagnosis of human diseases.
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In summary, this paper has been an attempt to provide a framework for the discrimination
between coinfected patients with chronic SM and viral hepatitis. The proposed approach was
based on exploratory PCA and subsequent PLS-DA of pre-processed binned 'H NMR spectra
of serum samples. Exploratory PCA for "H NMR data showed a clear separation between coin-
fected and monoinfected samples. The supervised model built using PLS-DA showed a predic-
tive ability of 100% accuracy, indicating that the model can be useful for classification of serum
samples of patients without prior knowledge of the condition (coinfection with SM or only
HBV or HCV). The spectral regions responsible for discrimination were attributed to lactate
(8 1.32 ppm) and HDL (broad signals at § 0.76-0.80 ppm and & 1.16-1.24 ppm).

Therefore, this pilot study shows the potential for these metabonomics models to be used as
an alternative to conventional methods to confirm the diagnosis of periportal fibrosis by schis-
tosomiasis in patients with chronic HBV or HCV infection from endemic areas for S. mansoni.
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