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RESUMO

As hepatites B e C sdo consideradas um problema de saude publica em fun¢éo de suas
magnitudes e gravidades. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, 2 bilhdes
de pessoas foram infectadas pelo HBV e estima-se que de 2 a 3% da populacéo
mundial esteja infectada com HCV. Esses indices podem ser maiores, uma vez que
muitas pessoas infectadas sao assintomaticas. As hepatites B e C possuem alta taxa de
cronificacdo, podendo evoluir para cirrose ou carcinoma hepatocelular. O diagndstico
envolve métodos soroldgicos especificos para deteccado dos marcadores das hepatites B
e C em conjunto com a avaliagdo dos niveis séricos das aminotransferases (ALT, AST e
GGT), fosfatase alcalina, albumina e bilirrubina. Todos esses exames requerem a coleta
de sangue do paciente e, portanto, trata-se de um método invasivo. Neste contexto,
buscou-se uma alternativa ndo invasiva ao exame de sangue para se obter o
diagnéstico de hepatite. Através da estratégia metabonbmica, baseada na
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), € possivel obter uma
"impressao digital metabdlica", em biofluido (urina) de pacientes infectados e relaciona-
la com a patologia. Objetivo Identificar pacientes com HBV e HCV com base no padrao
espectral de RMN de 'H de amostras de urina associadas com ferramentas estatisticas
multivariadas (PCA e PLS-DA). Amostras e Andlises Foram formados dois grupos: a)
13 pacientes (Grupo |I) com o diagnéstico positivo para HBsAg, anti-HBc e DNA de HBYV;
e b) 18 pacientes (Grupo II) com anticorpos anti-HCV e RNA de HCV positivos e HBsAg
negativo. As 31 amostras foram analisadas em 1H RMN e os dados espectrais
processados por PCA e PLS-DA. Resultados O modelo metabondmico identificou como
positivos 11 dos 13 pacientes com HBV e teve sensibilidade 78,57% e especificidade
84,61%. Para o grupo com HCV, o modelo identificou 15 dos 18 pacientes e teve
sensibilidade de 88,23% e especificidade 83,33% Conclusdo Neste estudo, o modelo
metabondmico foi capaz de classificar corretamente 83,87% dos dados de pacientes
com HBV e HCV. As varidveis mais importantes para a discriminacdo entre os grupos
foram os deslocamentos quimicos em 3,17 e 3,32 ppm, que, em principio, podem ser

associados a taurina e ao o6xido de trimetilamina (TMAO).

Palavras-chaves: Hepatite B.Hepatite C.RMN de *H.Metabondémica.PCA.PLS-DA.



ABSTRACT

Hepatitis B and C are serious problems of public health because of their magnitude
and severity. According to World Health Organization (WHO), 2 billion people have
been infected with HBV and it is estimated that 2-3% of the world's population are
infected with HCV. These ratios may be higher because many people infected are
asymptomatic. Hepatitis B and C have a high rate of chronic infection, which may
progress to cirrhosis or hepatocellular carcinoma. Diagnosis involves serological
methods for detection of specific markers of hepatitis B and C together with the
evaluation of serum aminotransferases ALT and AST, 6-GGT, alkaline phosphatase,
albumin and bilirubin. All these tests require a blood sample from the patient and,
therefore, they are invasive methods. In this context, it sought a non-invasive
alternative to blood test for making the diagnosis of hepatitis. Through the study of
metabonomics, based on magnetic resonance spectroscopy (NMR), is possible to
get a "metabolic fingerprint” in biofluido (urine) from infected patients and relate it to
the pathology. Objective To identify and discriminate patients with HBV and HCV
based on the spectral pattern of the *H NMR spectra of urine samples associated
with statistical tools multivariate (PCA and PLS-DA). Samples and Analysis Two
groups were formed: a) 13 patients (Group ) with diagnosed positive for HBsAg and
anti-HBc HBV DNA, and b) 18 patients (Group Il) with anti-HCV and HCV RNA
positive and negative HBsAg. The 31 samples were analyzed by 'H NMR
spectroscopy and spectral data processed by PCA and PLS-DA. Results The
metabonomics model built identified as positive 11 of 13 patients with HBV, resulting
in sensitivity equal to 78.57% and specificity equal to 84.61%. For the group with
HCV, the model identified 15 of the 18 patients, resulting in sensitivity equal to
88.23% and specificity equal to 83.33%. Conclusion In this study, the metabonomics
model was able to correctly classify 83.87% of patients with HBV and HCV. The most
important variables for the discrimination between the groups were chemical shifts at
3.17 and 3.32 ppm, which in principle can be associated to taurine and
trimethylamine oxide (TMAO).

Keywords: Hepatitis B.Hepatitis C.NMR 1H.Metabonomics.PCA.PLS-DA.
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1. INTRODUCAO

A hepatite € uma inflamacédo das células que compdem o figado, as quais sao
denominadas de hepatoécitos. Essa inflamacdo compromete o funcionamento regular do
figado e, se ndo tratada a tempo, pode evoluir levando o paciente ao Obito. As hepatites
podem ser de origem toxica ou infecciosa. Quando tdxica, a lesdo hepatica pode ser
causada por uso excessivo de medicamentos, bebidas alcodlicas, drogas ou outras
substancias toxicas; quando infecciosa, as hepatites sdo causadas por agente viral.

As hepatites virais representam um sério problema de saude publica no mundo,
sendo que as de maior relevancia sdo as provocadas pelo virus da hepatite B (HBV) e
pelo virus da hepatite C (HCV). Esses virus sdo caracterizados por agentes etiol6gicos
distintos e com larga distribuicdo geogréfica, variando de regido para regido, de modo
gue o numero de infectados € alarmante (PASSOS, 2003; FERREIRA & SILVEIRA, 2004).

De uma maneira geral, os virus das hepatites B e C possuem semelhancas quanto
ao modo de transmissdo da doenca, que ocorre predominantemente por via parenteral*
(PASSOS, 2003); bem como quanto as manifestacdes clinicas e possiveis complicacdes
evolutivas da doenca, pois, quando crénica, pode evoluir para estagios mais graves como
cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), tornando o individuo infectado passivel de
transplante de figado (AUGUSTO & LOBATO, 2003; MOELLERING, 2006; SHEPARD e
cols., 2006; LOPES & SCHINONI, 2011). H4& também casos de hepatite fulminante,
entretanto, € considerada uma forma rara da doenca (ALTER, 1997; BONKOVSKY &
MEHTA, 2001; SHEPARD e cols., 2006; SANTOS e cols., 2009).

Um dos grandes avancos alcancados, nas duas Ultimas décadas, no que diz
respeito ao diagnoéstico clinico de doencas, envolve as estratégias metabondmica e
metabolémica. Esta metodologia combina técnicas espectrométricas, como a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN e a espectrometria de massas
— MS, e ferramentas de estatistica multivariada, objetivando associar o perfil de
metabolitos enddgenos expressados pelas células, tecidos e/ou fluidos biologicos, a(s)
perturbacao(des) sofrida(s) pelo sistema vivo em funcdo de uma enfermidade, uso de
drogas ou alguma outra acao externa.

No caso da estratégia metabol6émica, além de associar o perfil de metabdlitos

endogenos com o status bioquimico da amostra, busca-se identificar, por exemplo, quais

! parenteral é definida como sendo o modo de administracdo de medicamentos sem passar pelo sistema

digestivo e, portanto, indo direto para a corrente sanguinea.
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metabolitos estdo associados a enfermidade bem como a rota metabdlica envolvida. Com
isso, € comum o0 uso de técnicas cromatograficas para promover a separacdo dos
metabolitos e posterior identificacdo dos mesmos.

Na estratégia metabonémica, a utilizacdo da espectroscopia de RMN € cada vez
mais frequente, por se tratar de um método ndo destrutivo, rpido, que requer o minimo
de preparo da amostra e que permite a identificacdo e caracterizacdo de um grande
namero de compostos organicos. Como o0s espectros gerados a partir da analise de
biofluidos (urina ou sangue, por exemplo) sdo complexos, a utilizacdo de ferramentas de
estatistica multivariada se faz necessaria para o tratamento desses dados (NICHOLSON
et al, 1990; BRINDLE et al, 2002; LINDON et al, 2003; NICHOLSON, 2004; NICHOLSON
& LINDON, 2008).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa de metabondémica tem adotado a
estratégia metabonémica para investigar diferentes problemas (GODOY et al, 2010).
Aqui, desenvolvemos um modelo para classificar amostras de urina fornecidas por

pacientes portadores de hepatite B ou C usando ferramentas estatisticas.

2. HEPATITESB EC

2.1. Agentes etiologicos

O virus da hepatite B foi o primeiro a ser identificado. No inicio da década de 60,
Blumberg e cols. detectaram no soro de aborigenes australianos a presenca de um
antigeno que reagia com o soro de pacientes hemofilicos, sendo denominado
inicialmente de antigeno australia. Posteriormente, descobriu-se que esse antigeno era
um marcador especifico para a infeccdo pelo virus da hepatite B, passando a ser
designado como HBsAg. Em 1970, a particula viral do HBV pode ser visualizada pela
primeira vez, a partir da microscopia eletrénica, por Dane e cols. (KAO & CHEN, 2002;
FONSECA, 2010).

Pertencente a familia Hepadnaviridae, do género Orthohepadnavirus, o virus da
hepatite B (HBV) é um virus formado por uma molécula circular de DNA de fita
parcialmente dupla e que infecta apenas os humanos (KIDD-LJUNGGREN e cols., 2002;
DEHESA-VIOLANTE & NUNEZ-NATERAS, 2007).

A particula viral possui um formato esférico, com 42-47 nm de didametro (Figura 1),
e e constituida por um involucro externo, contendo o antigeno de superficie da hepatite B
(HBsAg); e formado por um nucleocapsideo (core) constituido pelo antigeno do core
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(HBcAQ), o antigeno e (HBeAg), o genoma viral e o DNA polimerase (SHEPARD e cols.,
2006; LOPES & SCHINONI, 2011).

HBsAg
Genoma
viral
HBCAg
Genoma
viral

DNA polimerase
FiQU| a.lL— viud ua ||U|Jaute B (HBV)

Além da particula viral completa, podem ser encontradas, no soro do individuo
infectado pelo HBV, particulas virais ndo infecciosas, que sdo caracterizadas pelo formato
esférico (com didmetro de 20 nm); as particulas com formatos tubulares e formadas
apenas pelo invélucro externo do virus (MARINHO & AGOSTINHO, 2003).

Existem oito diferentes gendtipos do HBV classificados de A a H e com ampla
distribuicdo geografica (RONCATO e cols., 2008; TE & JENSEN, 2010; LOPES &
SCHINONI, 2011; SILVA e cols., 2012). Eles podem ser divididos em subgenétipos, com
excecdo dos gendtipos E e G (ALMEIDA, 2009).

Estudos mostram que a genotipagem do HBV parece estar associada com a
resposta ao tratamento com antivirais e com a evolucao clinica da doenca. Portanto, 0os
genotipos A e B parecem responder melhor ao tratamento com interferon e/ou lamivudina
guando comparados aos genétipos C e D (RONCATO e cols.,, 2008; LOPES &
SCHINONI, 2011; SILVA e cols., 2012). Por outro lado, os portadores com genétipo C do
HBV, parecem ter maiores riscos em desenvolver carcinoma hepatocelular (KAO, 2002).

A descoberta do virus da hepatite C ocorreu pouco tempo apoés a identificacdo das
hepatites A e B. Isso porque, suspeitou-se da existéncia de outro agente viral que era
responsavel pela maioria dos casos de hepatite pds-transfusionais, sendo entdo
classificado como hepatite n&o-A n&do-B (HNANB) (PRINCE e cols., 1974; BONKOVSKY
& MEHTA, 2001; FEINSTONE e cols., 2001).

Sucessivos estudos foram realizados a fim de identificar esse novo agente viral e,
na década de 80, uma pesquisa realizada por CHOO e cols. com chimpanzés infectados

com soro de pacientes portadores de hepatite pdés-transfusional ndo-A nédo-B, e
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desenvolvida no Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados
Unidos, revelou a presenca de um agente infeccioso constituido de acido ribonucléico
(RNA), composto por um envelope lipidico e que era transmitido pelo sangue (ALTER,
1999; BONKOVSKY & MEHTA, 2001).

Todavia, somente em 1989, mediante aplicacdo de técnicas de biologia molecular,
gue permitem a clonagem do genoma viral da HNANB, foi possivel a identificacdo e
caracterizacdo do agente etioldgico até entdo desconhecido. Foi entdo denominado de
virus da hepatite C (HCV) e pertencente a familia Flaviviridae, do género Hepacivirus
(CHOO e cols. 1989; PURCELL, 1997; BONKOVSKY & MEHTA, 2001). No mesmo ano,
foi desenvolvido um teste soroldgico para a deteccdo dos anticorpos contra o virus C
(anti-HCV) (KUO e cols., 1989).

Do ponto de vista da estrutura morfoldgica, as particulas do virus da hepatite C
possuem formato esférico, com diametro de 30-60 nm (Figura 2), sendo composto
externamente por um envoltério lipoprotéico e internamente por um nucleocapsideo
contendo o genoma viral que é uma molécula de RNA de fita simples (BONKOVSKY &
MEHTA, 2001; AUGUSTO & LOBATO, 2003).

Envelope viral

30 —-60 nm

Figura 2 — Virus da hepatite C (HCV).

O HCV pode ser classificado em seis gendtipos distintos (1 a 6) divididos em
multiplos subtipos (a, b, c, etc) (STRAUSS, 2001; SIMMONDS e cols., 2005), sendo que
um sétimo gendtipo tem sido caracterizado provisoriamente (THOMAS, 2012).

Dentro de um mesmo gendtipo e subtipo podem ocorrer variacbes do HCV
conhecidas como “quasiespécies”, que resultam de replicacdes imperfeitas do virus
proporcionando o surgimento de pequenas e constantes mutacdes (STRAUSS, 2001). A
relacdo dessas “quasiespécies” com a progressao da doenca e a resposta ao tratamento

terapéutico ainda é muito controversa e, portanto, ndo esta bem esclarecida (AUGUSTO
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& LOBATO, 2003; FRANCISCUS, 2011).

Em contrapartida, a genotipagem € um parametro relevante clinicamente, pois
define com maior precisdo as chances de resposta ao tratamento antiviral e o tempo de
duracédo terapéutico (SCOTT & GRETCH, 2007; LEE, e cols., 2008; PERONE e cols.,
2008; FRANCISCUS, 2011).

Estudos clinicos mostram que pacientes infectados pelos gendétipos 1 ou 4 tendem
a ser mais resistentes a resposta terapéutica em comparacdo com os infectados pelos
genadtipos 2 ou 3 do HCV (LEE, e cols., 2008; THOMAS, 2012). Quanto ao tempo de
duracdo do tratamento, geralmente pode alcancar 24 semanas para 0S pacientes
infectados com genatipos 2 ou 3 e atingir 48 semanas em pacientes com genétipo 1 do
HCV (LAUER & WALKER, 2001; FRANCISCUS, 2011).

Diante de toda essa variabilidade genética do virus da hepatite C, acaba tornando-
se dificil a elabora¢é@o de uma vacina contra a doenca (ZEIN, 2000; FRANCISCUS, 2011).

2.2. Epidemiologia das hepatites B e C

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (2012), 2 bilhdes de pessoas ja
tiveram contato com o HBV e 240 milh&es tornaram-se portadores cronicos, sendo que 15
a 40% desses infectados podem desenvolver algum tipo de complicacdo (CAREY, 2009).
Nos paises que ainda ndo adotaram nos seus programas nacionais de imunizagdo a
vacinagao contra o HBV, estima-se que 1,5 milh&o de pessoas podem vir a 6bito devido a
infecgao pela hepatite B (GOLDSTEIN e cols., 2005).

Quanto a hepatite C, a infec¢do atinge cerca de 2 a 3% da populacdo mundial
(LAVANCHY, 2011) e, segundo a OMS, aproximadamente 150 milhdes de pessoas estédo
cronicamente infectadas pelo virus e com potenciais riscos da doenca progredir para
cirrose hepatica e/ou cancer de figado no futuro.

A grande maioria dos estudos de prevaléncia? tanto para hepatite B quanto para
hepatite C, sdo realizados em grupos especificos, como em doadores de sangue
(AUGUSTO & LOBATO, 2003; TE & JENSEN, 2010) e acaba limitando a extrapolacao

2 A prevaléncia é definida como a frequéncia de ocorréncia de uma dada doenca na populacéo e, portanto,
ela mede quantas pessoas estdo doentes. Os trabalhos aqui citados (CAREY, 2009, CDC, 2012,
LAVANCHY, 2011 e SHEPARD, 2005) apresentam a prevaléncia de uma forma diferente tanto do VHB e
do VHC, considerando a presenca de anticorpos na populacao (testes sorologicos especificos) obtidos em
banco de sangue. Isso indica que a pessoa teve contato com o virus, mas ndo necessariamente que
esteja doente.
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dessas estimativas na populacdo em geral (SHEPARD e cols., 2005; MARTINS e cols.,
2011). Além disso, a doenca hepatica pelo HBV ou HCV se apresenta de maneira
assintomatica na maioria das pessoas infectadas (NASCIMENTO e cols., 2012;
AUGUSTO & LOBATO, 2003), o que dificulta o diagnostico precoce e a obtencdo desses
dados epidemiologicos (AUGUSTO & LOBATO, 2003).

O numero de casos da hepatite B apresenta distribuicdo geografica variavel. Na
China, no sul da Asia, na maioria dos paises da Africa, nas llhas do Pacifico, partes do
Oriente Médio e na regido norte do Brasil, a prevaléncia do HBV é alta, variando de 8 a
15%, de forma que a infec¢do na infancia € a mais comum, sendo transmitida de méae
para filho. A prevaléncia é considerada intermediaria, de 2 a 7%, em algumas areas da
Asia, leste e sul da Europa, RUssia, América Central e América do Sul. Nos Estados
Unidos, na Europa Ocidental e na Australia a prevaléncia da doenca é considerada baixa,
menor que 2%. A infeccdo pelo HBV nas areas de média e baixa prevaléncia ocorre
principalmente durante a idade adulta (CAREY, 2009; CDC, 2012).

A prevaléncia da hepatite C no mundo também apresenta certa variabilidade
geografica (SHEPARD e cols., 2005). Os paises com maior prevaléncia da hepatite C
estdo localizados na Africa e na Asia. No Egito e em Camarbes, a prevaléncia de
anticorpos anti-HCV na populacédo é de 14%. No Paquistdo, o indice chega a 5,9%. Na
india, cujo pais concentra um quinto da populacdo mundial, a taxa de prevaléncia média é
de 1,5%, enquanto que na China, atinge 2,2% (LAVANCHY, 2011). As areas com menor
prevaléncia incluem os paises na América do Norte, na parte Oeste e Norte da Europa
(SHEPARD e cols., 2005).

No caso do Brasil, os estudos de prevaléncia do HBV e do HCV na populacdo
ainda sdo escassos, devido principalmente as grandes variagcbes demogréaficas e
socioculturais entre as regides. Isso tem dificultado a realizacdo de estudos capazes de
estabelecer com precisdo a prevaléncia dessas doencas no pais (MARTINS e cols.,
2011).

O Inquérito Nacional de Hepatites Virais® (INHV), realizado em todas as capitais
brasileiras, (Tabela 1) apontou uma soroprevaléncia do marcador da hepatite B (anti-HBc)
na populacéo de 7,4% (IC95%; 6,8%-8,0%) e para o marcador HBsAg, de 0,37% (IC95%;
0,25%-0,50%).

®  Os dados desse INHV foram obtidos nos seguintes anos/por regido: Nordeste, Centro-Oeste, incluindo

DF (2005-2006); Sul e Sudeste (2007-2008) e Norte (2008-2009). Segundo o Ministério da Salde, esse
estudo € o primeiro levantamento nacional de hepatites virais realizado na América Latina.
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Tabela 1 - Prevaléncia dos marcadores das hepatites B e C por macrorregiao.

Prevaléncia Regiéo Marcadores
anti-HBc HBsAg anti-HCV
Norte 10,90% 0,63% 2,10%
Nordeste 9,13% 0,42% 0,68%
Centro-Oeste 4,30% 0,31% 1,32%
Sudeste 6,33% 0,31% 1,27%
Sul 9,59% 0,48% 1,19%

Fonte: BRASIL, 2010.

A taxa do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) na populacdo
brasileira ficou abaixo de 1%‘(Tabela 1). Para a hepatite C, o INHV apontou
soroprevaléncia do marcador sorologico anti-HCV no pais de 1,38% (IC95%; 1,12%-
1,64%). Portanto, os resultados do inquérito sugeriram a ocorréncia de baixa
endemicidade tanto da infeccdo por hepatite B quanto por hepatite C na populagéo
brasileira. Esses resultados sédo diferentes das estimativas da OMS, que em relacdo a
hepatite B, classifica a regido Norte do Brasil como de alta endemicidade (= 8%) e, nas
demais regifes, com endemicidade intermediaria (2-7%).

No inquérito, a maior positividade para os marcadores soroldgicos dessas
hepatopatias foi observada na Regido Norte (Tabela 1) e com maior predominancia em
individuos na faixa etaria de 20 a 69 anos de idade (BRASIL, 2010).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico de Hepatites Virais, divulgado pelo
Ministério da Saude, entre os anos de 1999 a 2011, foram confirmados®, no Brasil,
120.343 casos de hepatite B e 82.041 de hepatite C (Figura 3) (BRASIL, 2012). Desse
total, em relacdo ao género, verificou-se maior ocorréncia das hepatites B e C entre os
homens, 54,18% e 60,08%, respectivamente. Quanto a faixa etaria, foi mais frequente
nos individuos entre 20 e 49 anos, para o HBV, enquanto para o HCV, maior frequéncia
observada foi para pacientes entre 35 e 54 anos, e acima de 60 anos de idade. A
transmissao mais frequente do HBV foi por via sexual (48,6%) e para o HCV, destacaram-
se 0 uso de drogas e a transfusédo de sangue, que juntas representaram 57,3% dos casos
notificados de hepatite C. Quanto a forma clinica, a hepatite cronica foi predominante,

*  Casos confirmados com testes sorolégicos e notificados junto ao SINAN.
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respondendo por 78,3% dos casos de hepatite B e 97,9% dos casos de hepatite C.

Também foram observados casos de hepatite fulminante (BRASIL, 2012).

Figura 3 — Casos confirmados de hepatite B e C no Brasil, 1999-2011 (BRASIL, 2012).
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2.3. Transmisséo das Hepatites Be C

O HBV estéa presente em altas concentracdes no sangue e em guantidades baixas
nos outros fluidos organicos como saliva, sémen e secreg¢des vaginais (FERREIRA &
SILVEIRA, 2004). Além de ser considerado de 50 a 100 vezes mais infectante que o virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV), o HBV € altamente resistente e pode sobreviver fora
do organismo humano por 7 dias (MARINHO & AGOSTINHO, 2003; JORGE, 2003; OMS,
2012). O HCV, pode sobreviver de 16 horas a 4 dias em ambientes externos (JORGE,
2003) e no organismo, segundo Bradley (1991, apud BRANDAO e cols., 2001, p. 62), o
virus circula em baixa concentracdo no sangue. Ha relatos de casos do HCV na saliva,
urina, esperma e leite materno, porém ainda ndo ha dados conclusivos suficientes sobre a
transmissao do virus por essas vias (JORGE, 2003).

De um modo geral, as formas de transmisséo das hepatites B e C séo
semelhantes, podendo ocorrer através da transfusdo de sangue e seus derivados, em
pacientes submetidos a programas de hemodialise; pessoas transplantadas; através do
compartilhamento de agulhas/seringas entre os usuarios de drogas injetaveis e o reuso de
agulhas contaminadas nas praticas de acupuntura, tatuagem, piercing; através de
procedimentos odontologicos e médicos; atraves de relacdes sexuais e/ou por exposicao
ocupacional (STRAUSS, 2001; FERREIRA & SILVEIRA, 2004; LOK e cols., 2007;
MARTINS e cols., 2011; CDC, 2012; SILVA e cols., 2012).
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A transmissdo sexual é o modo de infeccdo mais frequente do HBV em muitos
paises como, por exemplo, nos Estados Unidos (LOK e cols., 2007) e no Brasil (BRASIL,
2012). Alguns comportamentos de risco facilitam a transmissao, sobretudo individuos com
multiplos parceiros e com histérico de doenca sexualmente transmissivel (LOK e cols.,
2007).

A transmissdo do HCV entre os usuarios de drogas injetaveis € a forma
predominante em determinados paises do mundo, a exemplo dos Estados Unidos,
Australia e Brasil (SHEPARD e cols.,, 2005; ALTER, 2007; BRASIL, 2012).
Comportamentos de riscos como o compartilhamento de agulhas/seringas contaminadas
propagam a doenca entre essas pessoas. Ha relatos de casos entre usuarios de drogas
inalaveis, na qual a infeccdo se da pelo uso de canudos e espelhos contaminados
(STRAUSS, 2001). Neste caso, a inalacado de algumas substancias pode causar leséo e
sangramento dos tecidos nasais, e consequentemente, aqueles instrumentos quando
inseridos dentro da cavidade nasal, entram em contato com o0 sangue e outros fluidos
corpoéreos, e acabam servindo de veiculo transmissor da doenca de um individuo para
outro (NASCIMENTO e cols., 2006).

Os casos de hepatite pos-transfusionais foi reduzido substancialmente apds a
introducdo dos testes sorolégicos especificos para as hepatites B e C na triagem de
doadores de sangue (POYNARD e cols., 2003; LOK e cols., 2007). Esse risco de contagio
ainda nao esta completamente erradicado devido a janela imunolégica, ou seja, o periodo
entre a infeccdo e a deteccdo de anticorpos. Neste caso, os diagndésticos sorolégicos
acabam se tornando ineficazes e gerando resultados falso-negativos.

O risco de transmissao ocupacional das hepatites B e C apds acidente percutaneo
€ mais frequente entre os profissionais de saude. A probabilidade de contaminacéo pelo
HBV pode atingir 40% quando o paciente-fonte apresenta sorologia positiva para o
antigeno HBsAg (MOURA e cols., 2006), enquanto o risco de infeccao pelo HCV é inferior
a 10% (STRAUSS, 2001).

Outras formas de transmisséo dessas hepatopatias ocorrem por via ndo-parenteral
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(perinatal ou por contato pessoal). No caso da hepatite B, em especial, o risco de
contagio para recém-nascido € de 70 a 90% quando a mae é positiva para o antigeno
HBeAg, e reduz para 10 a 40% quando apresenta HBeAg negativo (MARINHO &
AGOSTINHO, 2003), enquanto a taxa de transmisséo da hepatite C por via perinatal € de
4 a 7% (AUGUSTO & LOBATO, 2003). Entretanto, fatores como a carga viral e a
coexisténcia com o virus HIV aumentam o risco de transmissao da doenca para o recém-
nascido.

Mesmo com todos esses mecanismos de transmisséo ja estabelecidos, 60% dos
casos de hepatite B e 44% de hepatite C ainda permanecem com via de transmissao
indefinida (BRASIL, 2012).

2.4. Manifestacdes clinicas e progresséo da doenca

A maior parte das hepatites virais se apresenta de forma assintomatica e apenas
10 a 20% dos casos revelam alguma manifestacdo clinica no paciente (MARINHO &
AGOSTINHO, 2003). Os sintomas tipicos da doenca hepéatica variam entre os individuos,
incluindo: mal-estar, nduseas, vémito, mialgia (esfor¢co excessivo de um musculo), fadiga,
prurido (coceira), cefaléias, ictericia (coloragdo amarelada da pele), ascite (barriga
d'agua), eritema palmar (palmas da mao avermelhadas) e hepatomegalia (aumento do
volume do figado) (AUGUSTO & LOBATO, 2003; MARINHO & AGOSTINHO, 2003;
DENY & ZOULIM, 2010).

A ictericia € o resultado do acumulo da bilirrubina no plasma (BERK, 2005). Possui
importancia fundamental no diagnostico precoce da doenca hepética, entretanto, em
muitos casos, essa manifestacdo esta ausente. Na hepatite B, menos de 10% dos
pacientes apresentam ictericia, enquanto que para a hepatite C, os indices alcancam
entre 20 a 30% dos casos (AUGUSTO & LOBATO, 2003; MARINHO & AGOSTINHO,
2003).

Na historia natural da hepatite B (Figura 4), estima-se que dois ter¢cos dos
individuos infectados se curam espontaneamente (LOPES & SCHINONI, 2011). Porém,
quando o HBV persiste no organismo, a doenca pode se tornar cronica e evoluir para
uma hepatopatia mais grave como a cirrose e o0 cancer hepatico (SHEPARD e cols.,
2006; LOPES & SCHINONI, 2011).
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Figura 4 — Histéria natural da hepatite B.

O periodo de incubacdo do virus da hepatite B situa-se entre 45 a 180 dias
(FERREIRA, 2000). Na fase aguda da infeccdo, a doenca pode passar despercebida,
pois em cerca de 60 a 80% dos casos, os sintomas da doenca ndo se manifestam (DENY
& ZOULIM, 2010). A progresséo para a forma cronica atinge 90% nas infecgbes em
recém-nascidos (SHEPARD e cols., 2006; CAREY, 2009; McMAHON, 2010). Em criancas
com idade entre 1 a 5 anos, essa percentagem alcanca valores entre 25 e 50%, enquanto
na fase adulta, a cronicidade ocorre em 6 a 10% das infec¢gdes (SHEPARD e cols., 2006).

Alguns fatores aumentam as chances do individuo cronicamente infectado pelo
virus da hepatite B desenvolver cirrose hepética e carcinoma hepatocelular, tais como:
género masculino, idade superior a 40 anos, histérico familiar de cancer hepatico, o uso
de alcool e tabagismo; além da coinfec¢cdo com o HCV e HIV (McHAHON, 2010).

Na historia natural da hepatite C, estima-se que 15% a 45% das pessoas
infectadas pelo virus se curam espontaneamente (GISH, 2008). Quando a viremia
persiste, o curso da infec¢do € lento e leva a cronificagdo em torno de 80% dos casos
(PURCELL, 1997; LAUER & WALKER, 2001; GONZALEZ & DAVIS, 2012). O periodo de
incubacdo do HCV é bastante variavel (STRAUSS, 2001), de forma que na maioria das
pessoas, a doenca ndo se manifesta ou 0s primeiros sinais podem aparecer de 10 a 20
anos apos a infeccdo (GISH, 2008). Com o passar do tempo, surgem pequenas cicatrizes
no figado (fibrose) que acabam comprometendo o funcionamento do figado. Além disso,
outras complicagBes hepaticas como a cirrose (0 estagio final da fibrose) e o CHC podem
surgir, tornando o individuo passivel de transplante (AUGUSTO & LOBATO, 2003;
POYNARD e cols., 2003). A incidéncia de cancer hepatico por ano € de 1% a 4% nos

pacientes com cirrose (CONTE, 2000). Dentre os fatores que aceleram a evolugéo clinica
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da hepatite C incluem o consumo de alcool, individuo do género masculino e a coinfeccéo
com o HIV ou HBV (LAUER & WALKER, 2001).

3
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Figura 5 — Histéria natural da hepatite C.

2.5. Diagnostico e tratamento das hepatites B e C

O diagnostico inicial do paciente consiste da anamnese associada aos exames
fisicos. As hip6teses diagndsticas possiveis sao levantadas pelo profissional de saude e,
na suspeita de doenca hepética, sdo realizados testes laboratoriais especificos, como
dosagem sérica das transaminases.

A partir da coleta de sangue do paciente, avalia-se 0 hemograma completo e os
niveis séricos de algumas substancias, tais como, alanina aminotransferase (ALT/TGP),
aspartato aminotransferase (AST/TGO), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil
transferase (y-GT), albumina e bilirrubina.

Em relacdo as transaminases, estdo presentes em varios tecidos do corpo, sendo
gue a AST ou TGO (transaminase glutamico oxalacético), é encontrada no coracao,
figado, musculo esquelético e no rim; enquanto a ALT ou TGP (transaminase glutamico
piravico), encontra-se principalmente no rim e figado (SILVA, 2010).

Diante de uma lesdo hepatocelular (destruicdo dos hepatodcitos), os niveis
enzimaticos podem estar alterados. Contudo, o nivel elevado de AST n&o é organo-
especifico, enquanto que o aumento no nivel sérico da ALT pode ser considerado um
marcador util para avaliar o comprometimento hepatico (SILVA, 2010). Mesmo com
valores baixos e/ou normais, o nivel das enzimas transaminases nao exclui o diagnostico
de hepatite no paciente.

O aumento no nivel da enzima fosfatase alcalina pode estar relacionada com

distarbios 6sseos ou hepéticos. Essa diferenca ocorre a partir da andlise dos niveis
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séricos das enzimas y-glutamil transferase, ja que a elevacdo da FA em consonéancia com
GGT pode ser um indicativo de doenca hepatica (MINCIS & MINCIS, 2007). Por outro
lado, a elevacdo no nivel desta enzima é util para indicar individuos com hepatopatia
alcodlica.

De uma forma geral, a dosagem dessas enzimas hepaticas tem imensa
importancia clinica, pois além de indicar possiveis agressdes ao figado, orientam na
sequéncia diagnostica, direcionando a escolha dos exames sorolégicos (MINCIS &
MINCIS, 2007).

O teste sorolégico mais utilizado para o diagnéstico de hepatite € o ensaio
imunoenzimético (ELISA), que é baseado na identificacdo dos marcadores HBSAgQ,
HBeAg, HBCcAg, anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc para hepatite B, e anti-HCV para hepatite C.

O antigeno HBsAg é o marcador mais especifico do HBV. Pode ser detectado no
soro entre a 1* e a 2% semana (LOPES & SCHINONI, 2011) apdés o contagio e
permanecer positivo por até 180 dias, quando entdo desaparece e surgem 0s anticorpos
anti-HBs. Nos individuos que conseguem eliminar o virus, o HBsAg torna-se, geralmente,
indetectavel ao fim de 4 a 6 meses. Por outro lado, a persisténcia por mais de 6 meses
caracteriza infeccao cronica (FERREIRA, 2000; MARINHO & AGOSTINHO, 2003).

O aparecimento do anti-HBs marca a recuperacédo do individuo com hepatite B,
podendo persistir por toda a vida em muitos pacientes, tornando-o imune em longo prazo
(MARINHO & AGOSTINHO, 2003).

O HBcAg é um antigeno intracelular e ndo pode ser detectado no soro. Como
resposta a este antigeno, surge entdo o seu anticorpo anti-HBc (MARINHO &
AGOSTINHO, 2003). Além de ser considerado o Unico marcador da infeccdo pela
hepatite B presente no periodo da janela imunolégica, ou seja, o intervalo entre o
desaparecimento do HBsAg e o aparecimento do anti-HBs; o anti-HBc pode confirmar o
diagnéstico de hepatite aguda e indicar recente infeccdo (FERREIRA, 2000; CAETANO &
BECK, 2006).

O antigeno HBeAg € o marcador indicativo de replicacdo e de infectividade do
virus da hepatite B. Pode ser detectado logo apdés o HBsAg e desaparece em poucas
semanas, dando lugar ao anticorpo anti-HBe. Este por sua vez indica diminuicdo ou
auséncia da replicacdo viral e, portanto, € um marcador sorologico favoravel para o
prognostico da hepatite aguda, pois mostra o inicio da recuperacéao do individuo (LOPES
& SCHINONI, 2011).

A deteccgéo e quantificagcdo do DNA do HBV séo realizadas por meio de técnicas de
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biologia molecular. Para este fim, podem ser empregadas as técnicas de PCR (reacdo em
cadeia de polimerase) ou por técnica de DNA-ramificado. Portanto, essas ferramentas
sdo uteis para confirmacdo do diagnostico positivo para hepatite B e avaliagdo da
resposta do paciente ao tratamento com antiviral (LOK e cols., 2007).

No caso da hepatite C, desde o inicio dos anos 90, o método soroldgico ELISA tem
sido amplamente usado para a deteccdo dos anticorpos anti-HCV no soro. A sua primeira
geracao, o ELISA I, foi um avanco no diagnostico da infeccéo desse virus, entretanto, nao
€ mais utilizado na pratica clinica devido a sua alta taxa de falso-positivo quando
comparado as demais geracbes (BRANDAO e cols., 2001). Atualmente, a terceira
geracédo (ELISAIII) é a mais empregada nos laboratorios bioquimicos. O ELISA Il permite
a detecgdo dos anticorpos do HCV entre 4 e 10 semanas apos a infecgcdo (POYNARD e
cols., 2003), com especificidade maior que 99% e sensibilidade entre 95% e 99%
(GONCALES & JUNIOR, 2008), além da simplicidade e do baixo custo. A deteccéo
gualitativa e quantitativa do RNA do HCV é feita por PCR.

As técnicas sorologicas para hepatites B e C sdo fundamentais para o diagnostico
da doenca, entretanto, esses métodos ainda geram resultados falso-negativos;
principalmente quando realizados no periodo da janela imunoldgica. Apesar disso, a
deteccdo dos marcadores do HBV e HCV é importante na avaliacdo do estado clinico do
paciente e no acompanhamento da terapéutica (CARLO e cols., 2008).

Quanto ao tratamento dessas hepatopatias, 0 uso de antivirais e
imunomodeladores sdo indicados para os pacientes cronicos das hepatites B e C. Essa
abordagem é capaz de reduzir a replicacdo viral e impedir o progresso da doenca para
cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular (LOK e cols., 2007; STRAUSS,
2001).

Atualmente, no esquema terapéutico para a hepatite B, ha cinco tratamentos
disponiveis que podem ser empregados: interferon (IFN) alfa convencional, interferon
peguilado, lamivudina, adefovir e entecavir (LOK e cols., 2007). Na hepatite fulminante, o
tratamento mais indicado é o transplante de figado (MARINHO & AGOSTINHO, 2003).
Para o tratamento da hepatite C, os medicamentos usados séo o interferon e a ribavirina.

Quando usados em conjunto, aumentam a eficacia terapéutica (STRAUSS, 2001).

3. METABONOMICA

Os metabdlitos séo definidos como moléculas quimicas com baixa massa molar (<
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1000 Da) e resultantes do metabolismo celular. Podem ser encontrados em qualquer
nivel de complexidade como uma célula ou tecido; e participam de diversas reacdes
metabdlicas diferentes (VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006).

Os estudos envolvendo os metabdlitos séo realizados através das estratégias
metaboldmica e metabondmica. A metaboldmica, em principio, consiste na caracterizagdo
e quantificacdo de todos os metabdlitos (metaboloma) presentes em um sistema biologico
(GOODACRE e cols., 2004; NICHOLSON & LINDON, 2008). O metaboloma, por sua vez,
€ formado por um conjunto quimico complexo e heterogéneo, desde espécies ibnicas a
carboidratos, alcoois e cetonas volateis, aminoacidos, lipideos, entre outros. Essa
diversidade quimica torna a analise simultdnea de todos os metabdlitos praticamente
impossivel (GOODACRE e cols., 2004; VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006).

Por outro lado, a metabondbmica envolve a mensuracdo da resposta
multiparamétrica dos metabolitos de sistemas vivos, em consequéncia de estimulos
fisiopatologicos ou modificacdo genética (NICHOLSON, 1999). As doencas, 0 uso de
drogas ou a acdo de toxinas causam perturbacfes nas concentracdes e no fluxo dos
metabdlitos enddégenos envolvidos nas principais vias celulares. Essas perturbacoes
desencadeiam mecanismos de ajuste no ambiente intra e extracelular para manter as
condicBes internas estaveis. Por sua vez, esses ajustes metabodlicos, processo
denominado homeostase, podem ser expressos como uma “impressao digital” das
perturbacdes bioquimicas causadas por agressdo tOxica ou pelo processo de uma
doenca (LINDON e cols., 2003).

Geralmente séo utilizados, na estratégia metabonémica, fluidos biolégicos que
podem ser obtidos de maneira ndo-invasiva (urina) ou minimamente invasiva (sangue)
(SILVA, 2010). Esses fluidos podem revelar alterag8es bioquimicas sofridas dentro de um
organismo. Por isso, quando analisada por técnicas analiticas avancadas, como a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, e os dados tratados com métodos
estatisticos adequados, torna-se uma poderosa ferramenta para investigacdo em analises
clinicas. O esquema da Figura 6 mostra as etapas adotadas para a interpretacdo dos

dados metabondmicos.
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Figura 6 — Etapas da estratégia metabon6mica (Adaptado de Garcia, 2011).

Véarios métodos espectroscopicos tém sido empregados para tratar conjuntos de
dados de amostras biologicas complexas. A metabonémica desenvolveu-se utilizando
essencialmente a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), que nos
ultimos anos tem sido usada com sucesso na identificacdo de potenciais biomarcadores,
associando-os ao status bioquimico da amostra. Por outro lado, para identificar e
guantificar os metabdlitos de um sistema bioldgico, as técnicas cromatograficas
associadas a espectrometria de massa se mostram bastante eficazes. Portanto, técnicas
cromatograficas associadas a espectrometria de massas constituem-se nas principais
ferramentas da estratégia metabolémica, enquanto a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear destaca-se na estratégia metabonémica. O que ndo sao
necessariamente excludentes.

Como a aplicacdo dessas técnicas analiticas gera um grande ndimero de variaveis,
€ preciso extrair as informacdes a partir do uso de ferramentas quimiométricas, tais como
a Andlise de Componentes Principais (PCA), Analise Discriminante Linear (LDA) e a
Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), que foram os métodos
utilizados nesta pesquisa.

A Figura 7 apresenta um grafico, produzido a partir do banco de dados Web of
Science®, mostrando o crescimento anual no nimero de artigos e citagdes publicados
com o0s tépicos metabonomic ou metabonomics desde o ano 2000. Até a data da
pesquisa, em 22.01.2014, os artigos publicados ja somam 2.613 e 59.517 citagOes sobre
0s tépicos em questdo. E uma area em plena expansio, caracterizando-se como fronteira

do conhecimento na utilizacdo de métodos espectroscopicos para fins de diagnadstico.
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Figura 7 — Publicacbes (esquerda) e citacdes (direita) usando os termos metabonomics ou
metabonomic na Web of Science®, a partir do ano 2000. Acessado em 22.01.2014.

2006 [

2007

2008

2010

2011

2008
2009

2004 [
2005 E——
2006 [
2007 S

2002 g

2003 N
2005 N

1999
2000 §
2001 @
2014|
2000
2001
2002 §
2003 |
2004 B
2014 1

3.1. Ressonancia Magnética Nuclear e Analise de Biofluidos

No desenvolvimento de novas técnicas para analise de biofluidos, existe uma
preferéncia por métodos analiticos ndo invasivos e com o minimo de interferéncia do
analista. Esses requisitos sdo necessarios para minimizar os riscos de contaminacao da
amostra ou sua deterioracdo, o que poderiam, em conjunto ou individualmente, interferir
na metodologia e nos resultados obtidos (SILVA, 2010).

A maioria dos diagnésticos ou progndsticos dos estados patoldgicos utiliza a urina
e 0 soro do paciente como pontos de partida, além da anamnese. Como se tratam de
sistemas biolégicos complexos, a analise desses biofluidos através da espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear gera um grande numero de variaveis espectrais. As
informacdes quimicas contidas nos dados espectrais que sao importantes para o analista
precisam ser extraidas e, por isso, sao utilizadas ferramentas estatisticas adequadas para
interpretacdo dos dados obtidos experimentalmente (WINNING e cols., 2008).

Entretanto, a analise de biofluidos por RMN possui um grande desafio no estudo
da metabondémica. Como os biofluidos contém, em geral, excesso de agua na sua
composigcdo quimica, o que poderia interferir na analise espectral, faz-se necessario
aplicar uma sequéncia de pulsos para supressdo do sinal da 4gua. A ndo eliminagéo
desse sinal impediria ou dificultaria a visualizacdo dos sinais referentes aos metabdlitos
presentes na amostra. Uma forma de aumentar o sinal dos metabdlitos diminuindo o sinal

da agua é fazer a pré-saturacao do sinal atribuido a agua. Este foi o procedimento que
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adotamos aqui.

3.2. Anélise Estatistica Multivariada

A anélise de metabdlitos em fluidos bioldgicos utilizando a espectroscopia de RMN
gera espectros com inumeras frequéncias de ressonancia e contém uma grande
quantidade de variaveis provenientes de metabdlitos endoégenos que dificilmente
poderiam ser processados manualmente. Para facilitar a interpretacdo, métodos
estatisticos multivariados tém sido amplamente empregados para tratamento dos
conjuntos de dados a fim de extrair as informacdes contidas no conjunto de espectros.
Dentre as técnicas multivariadas empregadas com sucesso em estudos metabondmicos,
como PCA e PLS-DA, o K-Nearest Neighbors (KNN) é uma ferramenta muito utilizada no
reconhecimento de padrdes, mas ndo muito frequente na metabonémica. Entretanto,

optamos por utilizd-la em nossos estudos.

3.2.1 KNN — K-Nearest Neighbors

Com o KNN, é possivel classificar uma amostra a partir da distancia da mesma em
relacdo a seus vizinhos. Trata-se de uma abordagem nado-paramétrica, na qual é
fundamental escolher o tipo de distancia que sera utilizada, normalmente utiliza-se a
distancia euclidiana ou a distancia de Mahalanobis; o numero (k) de vizinhos que devem
ser considerados na classificacao; e qual (is) variavel (is) devem ser consideradas para a
classificagao.

No KNN tradicional, a distancia e o nimero de vizinhos tém o mesmo peso para a
classificacdo. No entanto, ha relatos que sugerem considerar pesos distintos para a
distancia e o numero de vizinhos (MACLEOD, 1987). Assim, a classificacdo é feita
considerando o numero de vizinhos mais proximos do objeto desconhecido, bem como a

classe dos mesmos.
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3.2.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (do inglés Principal Component Analysis,
PCA) é uma das ferramentas quimiométricas® mais utilizadas no tratamento de dados.
Classificada como um método n&o supervisionado, na qual nenhuma informacdo a
respeito da amostra € levada em consideracdo, a PCA tem como objetivo transformar um
conjunto de dados originais em outro conjunto com um numero menor de variaveis, ndo
correlacionadas e sem perda significativa de informacées (MATOS e cols., 2003; HAIR,
2005; CORREIA & FERREIRA, 2007).

Essa reducdo no namero de variaveis facilita a interpretacéo dos resultados e, para
isso, os dados contidos na matriz original, que € organizada por M linhas (amostra) e N
(variaveis) colunas, passam a ser representados por novas variaveis que Sao
denominadas componentes principais (CPs) (MATOS e cols., 2003). Cada componente
principal € uma combinagéo linear das variaveis originais (MATOS e cols., 2003), isso
guer dizer que as n variaveis originais geram, através de suas combinacdes lineares, (m
— 1) componentes principais (NETO & MOITA, 1998). Esse novo conjunto de variaveis
(CPs) contém a variancia do conjunto de dados e pode ser organizado em ordem
decrescente de importancia (CORREIA & FERREIRA, 2007). Sendo assim, a primeira
componente principal (CP1) possui a maior variancia dos dados e, portanto, maior
guantidade de informacdo estatistica. A segunda componente principal (CP2), que é
ortogonal a primeira, detém a segunda maior variacdo dos dados e assim por diante.
Geralmente, grande parte da variancia (informacédo) pode ser explicada com uma
peguena quantidade de componentes principais (NETO & MOITA, 1998).

A fim de facilitar a interpretacdo dos dados, escolhem-se duas ou trés componentes
principais que sdo desenhadas em gréficos bidimensionais ou tridimensionais. Através de
um gréafico de escores (scores) e/ou de pesos (loadings) € possivel verificar possiveis
relacbes entre as amostras e as variaveis, respectivamente, além de poder identificar

amostras anémalas (MATOS e cols., 2003).

5 .. . P ;. < . ~ , S ;o
A Quimiometria é area da quimica que se refere a aplicacdo de métodos matematicos e ferramentas de estatistica

multivariada a fim de extrair o maximo de informacdes possiveis dos dados obtidos.
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3.2.3 Analise Discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

A regressao por minimos quadrados parciais (PLS — do inglés, Partial Least
Squares) é um método supervisionado usado para construir um modelo para classificar
amostras e um dos mais utilizados para a construcdo de modelos de calibracédo
multivariada.

Em linhas gerais, toda calibragdo visa encontrar um algoritmo matematico que
relacione as respostas obtidas analiticamente com a propriedade de interesse. A
construcdo dos modelos de regressdo multivariada consiste de duas etapas. Na primeira,
€ realizada a calibracdo, que consiste em construir um modelo que relacione a grandeza
medida com a propriedade de interesse. Na segunda etapa, é feita uma previsédo, no qual
o modelo de regressdo construido seja capaz de prever novas amostras, a partir dos
sinais analiticos medidos para elas (PIMENTEL & NETO, 1996).

Durante a etapa de calibracdo é usado um conjunto de amostras denominadas
como conjunto de calibracdo ou de treinamento. O principio basico para a PLS consiste
em encontrar uma relacao entre as variaveis independentes e as varidveis dependentes.
No nosso estudo temos as seguintes variaveis: deslocamento quimico (dependentes) e
status bioquimico (independente). Os deslocamentos quimicos estdo diretamente
relacionados com os diferentes metabdlitos presentes no biofluido, no caso, urina; e o
status bioquimico € o diagnéstico clinico construido pelo corpo médico a partir da
anamnese e dos exames clinicos de rotina. Esse conjunto de dados é entdo decomposto
em uma soma com n variaveis latentes, que na PLS é o termo comumente utilizado para
designar as componentes principais (CPs). Além disso, dois modelos sao construidos, um
para as variaveis independentes (X) e outro para as variaveis dependentes (Y) sendo

decompostas, conforme Equacdes (1) e (2).
X: TP+ Ex=2t,p'a+ Ex (Equacéo 1)

Y: UQ+E/,=XZt,qnh+Ey (Equacéo 2)

Sendo que T e U séo os escores da matriz de dados; P' e Q' sdo 0s pesos para a
decomposicdo de X e Y, respectivamente, e E corresponde a matriz de residuos.
Portanto, na PLS, as matrizes X e Y podem ser decompostas em uma soma de n

variaveis latentes.
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Uma vez o modelo construido, este deve ser validado a fim de verificar a sua
capacidade de previsdo para o conjunto de amostras. Essa validacdo pode ser realizada
por meio da validacéo cruzada, que consiste na retirada de uma amostra ou conjunto de
amostras do conjunto de calibracdo para testar o modelo. Uma vez a amostra (ou
conjunto de amostras) removida, constroi-se o modelo com o restante das amostras como
anteriormente e testa-se a classificacdo para aquela amostra (ou conjunto de amostras)
removida. A primeira amostra (ou conjunto de amostras) é entdo recolocada no conjunto
de calibracdo e uma segunda amostra (ou conjunto de amostras) € removida. Este
procedimento é repetido até que cada amostra tenha sido testada. O melhor modelo sera
aguele com melhor desempenho, isto €, com 0 menor erro possivel.

A grande vantagem do método PLS € sua robustez. Isto quer dizer que o0s
parametros do modelo de regresséo construido ndo se alteram quando novas amostras
séo colocadas ou retiradas do conjunto de calibrag&o.

Outro procedimento derivado do PLS é o método PLS-DA. A analise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares Discriminant
Analysis) busca aperfeicoar a separacdo entre 0s grupos de interesse, bem como
verificar quais sdo as variaveis que influenciam na separacéo entre as classes. Portanto,
na PLS-DA, a matriz Y contém as variaveis que podem indicar a classe ao qual uma
amostra pertence; sendo assim, a PLS-DA pode ser aplicada quando se estuda variaveis
de classe.

As ferramentas estatisticas PCA e PLS-DA tém sido amplamente utilizadas na
metabondémica. Nosso grupo, em estudo publicado em 2010 (GODOQY e cols.), aplicou a
estratégia metabondmica para identificar pacientes infectados com o virus da hepatite C
(HCV). Para este fim, foram utilizadas amostras de urina e analisadas por RMN de 'H. Os
espectros adquiridos foram entdo tratados utilizando métodos estatisticos de analise
multivariada, como a PCA e DA. O modelo metabonémico gerado para o diagnéstico da
hepatite C demonstrou sensibilidade de 94%, especificidade de 97%, com valor preditivo
positivo 97% e valor preditivo negativo de 94%.

ZIRA e cols. (2010) usaram a estratégia metabonbmica para monitorar as
alteracdes no perfil metabdlico dos pacientes com carcinoma de células renais. As
amostras de plasma foram analisadas por RMN de 'H e os espectros tratados por PCA e
PLS-DA. Os resultados mostraram que essa combinacéo de dados espectrais obtidos por
RMN com técnicas de estatistica multivariada constitui uma potencial ferramenta no

diagnostico de diferentes estados patologicos.
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Munshi e cols. (2011) aplicaram a estratégia metabondmica para compreender a
fisiopatologia da hepatite E, aplicando o RMN de *H para quantificar os varios metabélitos
no plasma e na urina dos pacientes portadores dessa viremia. Os resultados obtidos
ajudaram no melhor entendimento das manifestagfes bioguimicas e clinicas da hepatite
E.

Portanto, enquanto nas analises clinicas convencionais os métodos determinam a
presenca ou alteracdo na concentracdo de um metabdlito especifico, a estratégia
metabondmica vem se mostrando uma alternativa para o diagnostico de alguma moléstia
no individuo, associando-se mudancas no perfil dos metabdlitos presentes no biofluido
com a agressao sofrida (SILVA, 2010).

Diante disso, buscou-se neste estudo uma alternativa ndo invasiva ao exame de
sangue para obtencdo do diagnéstico de hepatite a partir da andlise de urina de

portadores de hepatite B ou C por Ressonancia Magnética Nuclear.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Construcédo de um modelo metabonémico baseado em RMN de 'H a partir de

amostras de urina para classificar portadores de hepatites B ou C.

4.2. Objetivos especificos

v

Obter os espectros de RMN de 'H de amostras de urina de pacientes com hepatite
B e pacientes com hepatite C;

Aplicar a analise de componentes principais (PCA) para verificar possivel
discriminagao entre os grupos de doentes com hepatite B e hepatite C;

Usar a matriz de scores produzida na PCA como dados de entrada para Andlise
Discriminante Linear (LDA);

Utilizar a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) para
possivel discriminacdo entre os grupos de doentes, construir um modelo
metabonémico com os dados adquiridos e verificar quais regides do espectro de
RMN de 'H sdo responsaveis pela discriminacéo;

Identificar os possiveis metabdlitos enddégenos responsaveis pela discriminacdo

das amostras de urina de hepatites B e C.
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5. EXPERIMENTAL

Considerando que a pesquisa envolve material biolégico humano, o projeto foi
inicialmente submetido ao Sistema Nacional de Informacdes sobre Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos — SISNEP, do Ministério da Satde, e ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
UFPE.

Este estudo faz parte do projeto intitulado “Avaliacdo do grau de fibrose hepética
em pacientes com doenca hepética cronica pelos virus das hepatites B e C utilizando
metabondmica’, sob CAAE n° 03282.0.172.000-11, SINESP FR — 448995 e registro junto
ao CEP/CCS/UFPE sob n° 396/11 (Apéndice I), da Dra. Andrea Doéria Batista sob a
coordenacao dos Professores Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes e Dr. Ricardo

Oliveira da Silva.
5.1. Obtencao das amostras de urina

Os pacientes portadores de hepatite B e C foram atendidos no ambulatério de
hepatologia do Hospital de Clinicas (HC) da UFPE. A partir da anamnese e exames
fisicos realizados pela Dra. Andrea Doria Batista e Dra. Michele Godoy, doutorandas do
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE e integrantes do nosso grupo de pesquisa, 0S pacientes que se enquadravam no
perfil da pesquisa, foram convidados a participar do projeto, e 0os que concordaram,
receberam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE para assinatura e
inclusdo no protocolo.

A partir da anamnese, foram incluidos 42 voluntéarios no estudo. Desses, foram
selecionados 31 pacientes, no periodo de outubro de 2012 a dezembro de 2012. Os
individuos foram classificados em dois grupos: GRUPO | - formado por 13 pacientes com
hepatite B diagnosticados com HBV-DNA, HBsAg e anti-HBc positivos, e anti-HBs
negativo no soro; e GRUPO Il — formado por 18 pacientes com hepatite C diagnosticados
com HCV-RNA e anti-HCV positivos; e HBsAg negativo no soro.

Foram incluidos pacientes com idade entre 18 e 65 anos, de ambos os géneros, que
nao estavam sob o uso de medicamentos para o tratamento da hepatopatia viral ou outra
enfermidade e que declararam a nado-ingestao de alcool ou outra substancia psicotropica
nos ultimos 15 dias.

Foram excluidos os pacientes que apresentaram co-infeccdo com outras doencas,
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como HIV/AIDS e esquistossomose mansonica, e 0s que apresentaram manifestacoes
extra-hepaticas do HBV e HCV, como por exemplo, diabetes mellitus, tireoidite, artrite ou
glomerulonefrite.

A coleta da amostra de sangue e urina dos individuos que concordaram em
participar da pesquisa foi realizada no Laboratorio Central do Hospital de Clinicas da
UFPE, sendo coletadas 10 mL de sangue, em veia periférica, e 50 mL de urina (sendo
coletada preferencialmente a primeira urina da manha).

A amostra de sangue (apés centrifugacdo) foi encaminhada para o Setor de
Bioguimica e de Uroandlise do Laboratério Central do HC/UFPE para dosagem dos niveis
séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (GGT). Também foi realizada a
pesquisa dos marcadores sorolégicos HBsAg, anti-HBc, anti-HBs e anti-HCV através de
ensaio imunoenzimético Abbott®. E para a pesquisa do HBV-DNA e do HCV-RNA, foi
aplicada a técnica de PCR. A amostra de urina foi encaminhada para o Laboratorio da
Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE e mantida

sob refrigeracdo até sua analise no RMN.
5.2. Obtencao dos espectros de RMN de *H

Os espectros de RMN de *H das amostras de urina dos pacientes com hepatite B e
hepatite C foram obtidos utilizando um espectrometro Varian Unity Plus, operando na
frequéncia de 300 MHz para o nucleo de hidrogénio. Com o auxilio de uma micropipeta
automatica, foram tomadas uma aliquota de 400 pL de urina e 200 uL de solucdo-tampéo
(NaoHPO, / NaH,PO,4 — 0,2 mol/L) e, apés homogeneizacdo, transferidas para tubos de
RMN com 5 mm de diametro interno. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos
aplicando uma sequéncia de pulsos com pré-saturacao para supressao do sinal da agua.

Todos os experimentos no RMN foram realizados a 25°C. Os parametros utilizados
para aquisicao dos espectros foram: janela espectral igual a 5000 Hz, tempo de aquisi¢ao
igual a 6.4 s, pulso de RF de 90°, 32 transientes (scans) e delay de saturacgéo igual a 3.0
S. Os deslocamentos quimicos (3) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e o sinal
da metila atribuida a creatinina foi utilizado como padrdo interno de deslocamento
quimico (3 3.06 ppm).

Os espectros de RMN de 'H continham inicialmente apenas um sinal bastante

intenso que era referente ao deslocamento quimico da agua (em & 4.72 ppm) presente na
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urina. Por isso, aplicou-se a pré-saturacéo do sinal da agua, revelando inUmeros sinais na
regido entre 9.0 e 0.0 ppm. A fase e a linha de base dos espectros foram corrigidas
manualmente. Os dados foram entao pré-processados utilizando o VNMR (VARIAN NMR)
software para obter regides com intervalos de 0.05 ppm. A regido espectral entre 5 6.4 e
4.2 ppm foi excluida para eliminar a interferéncia dos sinais da agua e da uréia, que sao
0S constituintes majoritarios em uma amostra de urina e poderiam interferir na

interpretac&o dos dados.

5.3. Tratamento estatistico dos dados espectrais

Apés a exclusao da regido espectral referente a agua e a uréia, foram obtidas 154
regibes de deslocamento quimico, que correspondem as varidveis dependentes do
modelo metabondmico. Os dados espectrais foram organizados em uma planilha do
Excel® e a matriz obtida contou com as amostras (espectros) dispostas em linhas e as
variaveis (deslocamentos quimicos) em colunas (Apéndice II).

Os dados foram entédo pré-processados e o pré-processamento utilizado foi o auto-
escalonamento seguido da normalizacdo. Nesse caso, inicialmente, o valor de cada
elemento da matriz foi subtraido pela média de cada variavel (coluna) e, em seguida, foi
normalizada dividindo o valor de cada elemento centrado na média pelo desvio padréo da
variavel.

Esses tipos de pré-processamento, na qual a centralizacdo dos dados fica em
torno da média permite que a presenca de ruidos do equipamento de RMN néo afete na
analise, além de garantir que as variaveis sejam consideradas com importancias
equivalentes.

Apoés o tratamento inicial, a matriz final contou com 31 casos e 155 colunas, de
forma que a variavel independente se referiu ao diagnostico clinico, ou seja, hepatite B ou
hepatite C.

A matriz normalizada foi entdo transportada para o Programa MetaboAnalyst 2.0
para realizacdo da analise por PCA e PLS-DA. Por PCA, foram construidas 30 (n-1)
componentes principais (CP's). Através da analise por discriminantes, foram selecionadas
as variaveis independentes que melhor se correlacionavam com as variaveis
dependentes. Para isso, as variaveis discriminatorias foram obtidas através do gréafico VIP
(do inglés, Variable Importance in the Projection). Esse tipo de grafico permite a

realizacéo de proje¢cdes nos escores obtidos pelo modelo PLS criado, a fim justamente de
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selecionar as variaveis mais relevantes. Uma variavel com indice VIP >1 (um) é
considerada importante para o modelo, enquanto que variaveis abaixo desse valor,
podem ser excluidas do modelo. Neste estudo foram selecionadas 54 variaveis
discriminatorias.

A seguir, foi aplicada a andlise por teste t para verificar o nivel de significancia
estatistica das variaveis selecionadas (p < 0.05).

Para o processo de validacdo do modelo PLS-DA construido, inicialmente, testou-se
o algoritmo de Kennard-Stone (KS) para a selecdo das amostras que fariam parte do
grupo de teste. Esse método de selecdo tem como base as distancias de todas as
amostras em relacdo ao valor médio das amostras. No estudo, as 31 amostras foram
inicialmente divididas em dois grupos, sendo um grupo de treinamento (calibracdo), com
25 (80%) amostras, e um grupo de teste (validacdo) com 6 (20%) amostras. As amostras
gue compdem o grupo de teste foram selecionadas pelo algoritmo KS, cuja ferramenta
computacional esta disponivel no software Chemoface. Entéo, a validacdo do modelo foi
feita por validacdo cruzada. Foram construidos 31 modelos diferentes usando as mesmas
componentes principais (CP's) selecionadas. No processo, foi excluida uma amostra por
vez e para cada modelo construido, a amostra excluida foi testada.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na pesquisa foram avaliados, a partir da anamnese, 42 individuos sendo que 14
apresentaram positividade para o marcador da hepatite B (anti-HBc) e negativo para o
anti-HCV, enquanto que 24 individuos eram positivos para o marcador da hepatite C (anti-
HCV) e negativo para anti-HBc. Quatro individuos foram excluidos do estudo, pois 1 (um)
apresentava esteatose hepatica e 3 (trés) eram pacientes com anti-HBc e anti-HCV
negativos. Dos 14 individuos selecionados com hepatite B, 1 (um - 7%) foi excluido,
enquanto dos 24 individuos com hepatite C, 6 (seis - 25%) foram excluidos. Todos eles,
devido a erros na rotulagem da coleta da amostra (sangue e urina), o que dificultou a
identificagdo junto ao banco de dados do hospital. Portanto, para este estudo, foram
utilizados 31 pacientes, sendo 13 do GRUPO I, com hepatite B, e 18 do GRUPO II, com
hepatite C.

Os espectros de RMN 'H das amostras de urina de pacientes diagnosticados com
hepatite B ou C apresentaram muitos sinais que revelaram semelhancas e diferencas
(Figura 8).
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Figura 8 — Espectros tipicos de RMN de *H (300 MHz, 25°C, pré-saturado) de amostras de urina
de pacientes diagnosticados com hepatite B (esquerda) e hepatite C (direita).

Os dados espectrais obtidos por RMN foram pré-processados via
autoescalonamento seguido de normalizacdo. A PCA permitiu classificar as amostras e
identificaria aquelas com comportamento anémalo, ou seja, os “outliers”. A analise de
componentes principais produziu 30 (n-1) CP's, sendo que as duas primeiras
componentes principais descreveram 33% da variancia do conjunto de dados. Com o
grafico de escores das CP1 x CP2, apresentado na Figura 9, observa-se que nao foi
possivel verificar uma separacdo de forma satisfatoria entre o grupo | (hepatite B) e o
grupo Il (hepatite C). Mesmo selecionando outros pares de CP, ndo foi possivel

separacdao satisfatéria dos grupos.
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Figura 9 — Grafico de score PC1 versus PC2 na classificacdo do grupo com hepatite B ou C.
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A falta de separacéo entre os grupos pode ser atribuida a grande variabilidade dos
dados, sobretudo pelos habitos alimentares dos pacientes, que € a principal fonte de
variacao nos dados. Portanto, o estagio da doenca infecciosa pelo HBV e pelo HCV néo é
a principal fonte de variacdo nos dados e consequentemente ndo estdo expressas nas
primeiras componentes principais, sugerindo a utilizacdo de métodos supervisionados
para tratar a questédo. Recorremos aos formalismos kNN (k-vizinhos mais proximos), PLS-
DA (Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais) e LDA (Andlise Discriminante
Linear).

A investigacéo utilizando o formalismo kNN, buscando classificar as amostras, foi
implementada utilizando trés estratégias, sendo (I) o modelo tradicional com k igual a um
e distancia euclidiana; (I) um modelo generalizado por Dudani; e um (llI) kNN modificado,
usando k igual a cinco, ponderando a distancia maxima e o voto, que foram iguais a 0,552

e 0,448, respectivamente. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 2 - Resultados obtidos utilizando o formalismo KNN

HC- KNN Classico | KNN Dudani | KNN Modificado
UFPE
Total | HBY  HCV | HBV HCV HBV HCV
HBV 13 9 4 9 4 9 4
HCV 18 4 14 4 14 3 15
Classificacdes corretas 74,2% 74,2% 77,4%

As trés rotas utilizadas mostraram-se pouco eficientes na discriminagdo, com mais
de 20% de classificacdes equivocadas. Mesmo assim, foi possivel identificar as variaveis
com maior poder discriminatorio entre 0os grupos, sdo os deslocamentos & 8,07; 3,22 e
3,07 ppm.

A partir da inspecdo visual do grafico de escores da Analise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais — PLS-DA (Figura 10), nota-se uma tendéncia de separacao
entre os dois grupos, ou seja, o grupo | (hepatite B) e o grupo Il (hepatite C). A PLS-DA
foi realizada com a matriz de dados original e a acuracia obtida foi de 58,06%.
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Figura 10 — Gréfico de score obtido por PLS-DA entre os grupos hepatite B (vermelho) e C
(verde).

Para identificar quais as variaveis sdo responsaveis por essa separacdo entre 0s
grupos estudados por PLS-DA, foi aplicado o indice VIP. Assim, selecionou-se as
variaveis com as contribuicdes mais significativas que sdo capazes de discriminar 0s
perfis metabondmicos dos pacientes com hepatite B e hepatite C. Apenas as variaveis
mais relevantes, ou seja, com VIP > 1 foram selecionadas e utilizadas na construcéo e
validacdo do modelo metabondmico. No total, foram 54 varidveis selecionadas. Para
analisar as variaveis selecionadas pela projecdo VIP, aplicou-se o teste estatistico t-
student, com p<0.05. O resultado mostrou que duas variaveis diferem significativamente:
0 3.32 e 3.17 ppm. Essas mesmas variaveis podem ser visualizadas no grafico VIP
(Figura 11) e, portanto, representam de fato as variaveis mais relevantes. No caso, as
amostras fornecidas por pacientes portadores da hepatite do tipo B apresentam areas de
integral maiores para o deslocamento quimico em 3,32 ppm, enquanto as amostras
fornecidas por portadores da hepatite do tipo C apresentam areas de integral maiores
para o deslocamento quimico em 3,17 ppm.

Alternativamente, também fizemos uma Analise Discriminante Linear — LDA,

utilizando a matriz de escores obtida na PCA como matriz de entrada. Isso resultou em
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um modelo que classificou corretamente 29 amostras, sendo 13 do grupo | (Hepatite B) e

16 do grupo Il (Hepatite C), o que corresponde a 93,5% de acerto.
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Figura 11 — Gréfico VIP para a sele¢éo das variaveis a partir da PLS-DA.

Considerando-se os grupos isoladamente, o modelo classificou corretamente 100%
das amostras do grupo |. No entanto, duas dessas amostras estdo numa regido de
classificacdo que podemos considerar de regido cinzenta, onde existiria uma davida com
respeito a classificacdo. No caso do grupo Il, o modelo classificou corretamente 88,9%

das amostras, sendo que as duas classificadas erroneamente estdo na regido cinzenta
Héa de considerar que o

citada.
modelo metabonémico construido apresentou valores preditivos positivos para HBV e

HCV iguais a 86,7% e 100%, respectivamente. Na validagédo cruzada, foram classificadas
corretamente 11 (onze) das 13 (treze) amostras do grupo | e 15 (quinze) das 18 (dezoito)
amostras do grupo Il. Isso resulta em uma classificagéo correta da ordem de 83,9% no
total. Considerando-se 0s grupos, o acerto na validacao cruzada ficou em 84,6% para o

grupo | e 83,3% para o grupo Il. Esses resultados estdo resumidos na tabela 3:
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Tabela 3 - Classificacdo das amostras segundo o modelo metabonémico construido e na
validagdo cruzada.

Modelo Metabonémico Validacdo Cruzada
HBV HCV HBV HCV
Dia :
gné D'a}
stic gno
o stic
HCV 2 16 ) HCV 3 15
C.” Clin
nic :
ico
0
HBV 13 0 HBV 11 2

Com base nos resultados obtidos, o0 modelo metabondmico, utilizando a matriz de
escores da PCA como input na LDA, mostrou um forte potencial para ser utilizado como
um ensaio rapido e ndo invasivo para investigar o tipo de viremia.

Mas, como vimos, as manifestacdes dos estados patoldgicos sdo muito parecidas
para as duas formas de hepatite aqui estudadas. Sendo assim, passou-se a investigar
guais os metabdlitos que estariam associados a classificacdo das amostras de urina. Os
principais deslocamentos correlacionados com a classificacdo, segundo a anélise do VIP,
sugerem forte associacdo com a taurina e o 6xido de trimetilaménio (TMAO).

Uma vez que a taurina (C,H;NO3S — Figura 12) esta envolvida na biossintese de
acidos biliares e que a alteracdo nos niveis de TMAO (C3HgNO — Figura 12) pode estar
associada a um bloqueio da rota metabdlica de N-oxidacdo da colina (Constantinou et al,
2007); a rota metabdlita envolvida no processo e a explicacao para a classificacdo obtida

nao esta muito clara e, portanto, precisa de uma investigacao especifica para tal.

Figura 12 — Estrutura molecular da taurina (a esquerda) e do 6xido de trimetilamonio (a direita).

0 CH3
I 0 |
HO/§\\/\NH2 /N+\
0 H,C CH,

E importante considerar que o objetivo principal deste trabalho era construir um

modelo metabondmico que fosse capaz de diferenciar amostras de urina fornecidas por
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portadores de hepatite do tipo B daqueles portadores de hepatite C, sendo, portanto, a

estratégia aplicada alcancada.

6.1. ConsideracOes Finais

Levando-se em consideracdo a possibilidade de diagnosticar pacientes com
hepatite B ou com hepatite C, a partir de amostras de urina, a aplicacdo da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear aliada a quimiometria mostrou ser
uma ferramenta eficiente para tal fim, além de permitir que néo fosse necessario o pre-
tratamento das amostras. Comparando as técnicas quimiométricas aplicadas no estudo, o
PLS-DA foi o mais adequado quando comparado ao kNN e a PCA, na identificacdo das
variaveis discriminatérias. No entanto, a melhor discriminacdo foi alcancada quando
utilizamos a matriz de escores da PCA como input para a Andlise Discriminante Linear.
Entendemos que a reducao da dimensionalidade produzida pela PCA permitiu um melhor
poder de discriminag&o dos grupos.

No que diz respeito & atribuicdo dos sinais no espectro de RMN de 'H aos
metabolitos que foram determinantes para a discriminacdo das amostras de urina, podem
ser uma indicacao para a taurina e o 6xido de trimetilaménio (TMAO), mas estudos mais
detalhados envolvendo a identificacdo desses metabdlitos e a rota metabdlica estdo
sendo realizados pelo nosso grupo de pesquisa.

Portanto, a aplicacdo da estratégia metabondémica no diagndéstico de doenca € um
estudo atrativo e caracterizado, sobretudo, por uma metodologia mais rapida e menos
onerosa quando comparada aos métodos tradicionais de diagnostico do virus da hepatite
BeC.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho, nds testamos diferentes ferramentas de estatistica multivariada
para construir modelos metabondémicos, a partir de dados espectrais (RMN de 1H) de
amostras de urina, capazes de discriminar amostras fornecidas por pacientes portadores
de HCV daqueles portadores de HBV. Foram pré-selecionados 42 voluntarios para o
estudo. Desses, foram incluidos de fato 31 pacientes, sendo 13 portadores de HBV e 18
portadores de HCV.

Portanto, foram obtidos os espectros de RMN de 'H dessas amostras e o
tratamento quimiométrico revelou que PCA e kNN ndo sdo boas ferramentas para
discriminar as amostras. No entanto, a PCA funcionou muito bem como pré-tratamento
para reduzir a dimensionalidade dos dados e a matriz de escores da mesma foi utilizada
como input na LDA.

O modelo metabonémico construido utilizando o formalismo LDA mostrou-se
eficiente na separagao dos grupos, classificando corretamente 93,5% das amostras e com
valores preditivos positivos iguais a 86,7% e 100% para HBV e HCV, respectivamente. O
modelo passou por validacéo cruzada, classificando corretamente 83,9% das amostras.

A analise por PLS-DA indicou algumas regides espectrais com grande poder
discriminatorio entre os grupos, destacando-se os 6 3,32 e 3,17 ppm, que sdo atribuidos
aos metabolitos enddégenos taurina e 6xido de trimetilaménio (TMAO). No entanto, até o
presente, ndo conseguimos identificar as rotas metabdlicas envolvidas na discriminacéo
observada.

Por fim, a estratégia metabondmica mostrou-se eficiente na discriminacdo entre
amostras fornecidas por pacientes portadores de hepatite viral do tipo B e do tipo C,
utilizando espectros de RMN de *H de urina, caracterizando-se por ser uma abordagem

simples, rapida e nao-invasiva.
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Matriz original contendo os dados espectrais para a constru¢édo do modelo metabondémico



Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);

Paciente  Diagndstico 8.a7 5,42 4,87 9,82 a.rr 8,1 8,67 8,62 8,57 8,52 947 942 837 8,32 8,27 8,22 917
AMLS Hepatite B i 2,668 £.61 38 o L] 0 i 43 17487 23™ 26234 25852 1941 1502 1046 1552
ARE Hepatite 8 4.8 28 0,96 i i Li] 1] i i i a0 i 0 Li] i i &,75
E.E.M. Hepatite B 13 0 1.55 ] ] 0 0 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 0.1

EM.5.(176) Hepstie 8 0,64 i 1,52 0,2 o Li] 0 i i i a i 0 Li] 0.6 i 57
GLA Hepatite 8 0 0 0482 3,39 583 0 1] 1,24 553 1433 T4 1814 NMFE 1533 2344 2546 3BM
L.M.B. Hepatite B 0,46 0,63 02 i o Li] 0 i i i a i 0 Li] i i a
M.C.5. Hepatite 8 0,78 0,16 o ] ] 0 1] 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 a0
M.OLG. Hepatite B 0.3 0,24 a0 ] ] 0 0 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 a0
MLILC. Hepatite B i i a 4,51 225 1,38 aFy 244 1,82 237 a i 0 345 11,84 6,47 162
M.LO. Hepatite B 0 0,34 1,15 0,21 ] 0 0 0 0 0 a0 ] 0 0 0 0 a0
OGS Hepatite B 2,84 1,51 4 ] ] ] 0 i i ] ] i 0 ] i i ]

PR.FS. Hepatite 8 i i 1,09 i 063 Li] 0,58 0,1 i i a0 i 0 Li] i i 3,69
FL.B.A Hepatite B 4,12 o7 a i o L] 0 i i i a i 0 L] i i a
R.F.M. Hepatite C 0,51 0.6 a0 i i Li] 0,02 i i i a0 i 0 Li] i i a0
T.C.A. Hepatite C 0,18 0 a0 0 0,15 041 0,07 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 0,38
ABS Hepatite C i i 0,49 i 014 03 0,45 1,38 0,61 i 0,63 075 052 1,88 1,82 1,57 1,66
APS. Hepatite C 0 0,82 0aF ] ] 0 1] 0 0 ] a0 ] 0,0z 0 0 0 a0
ASM. Hepatite C 0,39 1,04 0,24 ] ] 0 0,04 0 0 ] 0.1 ] 0 0 0 0 377
ATS. Hepatite C i i a 0,41 o 1,105 2,07 0,02 0,87 1,25 0,18 i 0 Li] i i a
EAS. Hepatite C 0,499 0,44 0.3 ] ] 0 0 0 0 0 a0 ] 0 0 0 0 a0

FC.M.B. Hepatite C 1,48 1,78 02 0,18 o Li] 0 i i i a i 0 Li] i i a
H.FM. Hepatite C 241 0,51 a0 ] ] 0 0 0 0 0 a0 ] 0 0 0 0 a0
J.FB. Hepatite C i i ] 0 0.o7 0.5 1,37 0,54 04 1,46 1.03 2,06 2,82 288 229 385 4.6
JER. Hepatite C 242 0,07 2m 0,83 i Li] 1] i i i a0 i 0 Li] i i a0
LFF Hepatite C 0,08 0,23 0,24 ] ] 0 0 0 0 ] a0 ] 0 027 0 0 a0

L.M. Hepatite C 0,72 i 047 1,08 o L] 0 i i i a i 0 L] i i “

LSMP Hepatite C 0 0,47 0,76 0,49 ] 0 1] 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 a0
WMAS Hepatite C 1,32 0,41 0,19 0,73 o L] 0 i i i a i 0 L] i i a
M.G.5. Hepatite C 5,34 385 137 ] ] 0 1] 0 0 ] a0 ] 0 0 0 0 a0
M.5.5. Hepatite C 0 0 a0 2,37 348 525 6,25 5,97 T.62 217 MAaE 1222 141 1TAS 14,7 154 1821

R.C.OS5. Hepatite C i i 04 i o 1,47 0,75 0,54 14 0,63 a i 0 Li] i i a



Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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ar.e2
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14.5
38,68
434,74
120,08
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26,29
198,25
36,09
67,21
50,06
548,56
2338

T2
24,48
346,22
114,58
146,12
100,43
8,83
018

111,26

43,88
133
2,53
16,74
14,01
11,493
32,84
56,35
537
T
85,41
53,00
50,18
12,81
80,5
39,88
35,03

55,8
80,58

7.47
10,8
137,76
103,72
138,48
a0
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19,49
o
41,12
o
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25,33
266,16
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24,4
26,45
16,4
20,53
o
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o
22,72
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i
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o
4563
71,93
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47,549
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24,94
117
54,25
BO,14
0

4B 64
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1,249
34,14
54,34
arar
48,53
10,25
11,21
20,04
62
2617
54,01
16,12
76,33
60,22
124,73
40,32
111,84
204,13

T.37
70,54
1008 41
404,89
441 64
442,89
34 62
234 66
313
283
173,549
3243
7o
1010,66
35
34,05
£3.51
5327
70,62
2354
17,84
G843
121,21
ar.az
20814
2.7
122,63
7é.84
2R 22
130,34
143,03
287
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14,3
320,21
165,26
203,87
167
11.08
25,34

1266

33,73
334,23
1,149
20,36
24,54
15.81
34 53
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11.67
33,36
2087
97 .46
15,61
76,66
2208
132.45
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38,14
126,11

727
33.24
362,14
164 GB
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171.49
16,65
25,05
213
10,33

23,68
4685
6.3
087
22 66
76T
18,48
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6,14
83,56
2266
25,53
42,06
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61,02
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64,61
12,62
4537

238,16
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236,82
276,85
200,85
20,37
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1.81
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Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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Matriz de dados: linhas (amostras) x colunas (deslocamentos quimicos);
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