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APRESENTACAO

A infec¢dao pelo virus da hepatite C (HCV) representa problema de saude tanto no
mundo desenvolvido como nos paises em desenvolvimento.'”

Na maioria dos casos ¢ dificil estabelecer a histéria natural da infeccdo pelo HCV
devido ao seu inicio silencioso e a auséncia de sintomas durante anos. Apds a
contaminagdo, a infec¢do pelo HCV num pequeno percentual dos casos (15% a 45%) ¢
autolimitada, evoluindo para cura. Na maioria das vezes (55% a 85%), contudo, ela
evolui para a cronicidade, com persisténcia da viremia.~

Os testes utilizados na rotina, tanto para rastreamento como para confirmagdo
diagnéstica da infec¢do pelo HCV, sao divididos em dois grupos: métodos soroldgicos
para deteccdo de anticorpos e moleculares para identificagdo de particulas virais no
sangue periférico.

A pesquisa do anti-HCV no soro ¢ realizada pelo ensaio imuno-enzimatico (EIE) de 3*
geracdo, que apresenta elevadas sensibilidade e especificidade, chegando a diagnosticar
aproximadamente 97% dos casos. Todavia a identificagdo de anticorpos ndo distingue
infecgdes agudas, cronicas ou resolvidas, sendo necessarios outros testes para pesquisar
a propria viremia.*” A detecgio do HCV-RNA, que reflete infecgdo em curso, é
realizada rotineiramente por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).*”

Tanto a pesquisa do anti-HCV como a do HCV-RNA sao realizadas no soro, o que torna
necessaria a pungdo de veia periférica por profissional habilitado. Além disso, o tempo
prolongado para a realizagdo da PCR, o risco potencial de contaminagdo e o alto custo

.. . ~ (8 . . . , . .
limitam sua aplicagio.® Assim, um teste mais simples, rapido e de menor custo seria

necessario para rastrear e identificar os pacientes infectados pelo HCV.
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Ultimamente, observa-se crescente interesse na tecnologia metabonomica, por dispor da
capacidade de diagnosticar doengas através da identificagdo de metabolitos que ocorrem
no organismo durante agressdo ambiental, patoldgica ou toxicologica.’'"

A metabonomica envolve a geracdo de dados metabolicos de amostras de tecido ou
biofluido, baseada principalmente na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), uma das técnicas que fornece maiores informagdes da estrutura molecular
atomo-especifica. Tem ainda como vantagens requerer nenhuma ou minima preparagao
da amostra, rapidez na sua execucio, ¢ pouca quantidade amostral.'"

Tipicamente, o espectro de RMN de hidrogénio-1 (‘H) de biofluidos, como urina e
plasma, contém milhares de sinais provenientes de centenas de moléculas endogenas de
muitas vias bioquimicas. O espectro ¢ utilizado para detectar a resposta metabolica do
organismo a determinada doenga, toxina ou componente farmacéutico extraida desse
complexo de dados, sujeito a presenca da variagdo bioldgica natural, tornando dificil a
interpretacdo das alteragdes pela andlise visual. Portanto, geralmente, ¢ necessaria a
aplicacdo da analise estatistica multivariada, apropriada na redu¢do da dimensdo do
grupo de dados, de maneira a obter informacdes bioquimicas latentes presentes no
espectro.(lz) Geralmente ¢ atribuida a quimiometria os métodos de andlise estatistica
multivariada aplicada a dados quimicos numéricos. Esses métodos podem ser divididos
em duas categorias: ndo supervisionados e supervisionados.

As técnicas multivariadas ndo supervisionadas sdo usadas para estabelecer se existe
algum agrupamento dentro do conjunto de dados. Esses métodos mapeiam as amostras
de acordo com suas propriedades, sem o conhecimento das classes das amostras. Um
dos métodos ndo supervisionados mais utilizado e facilmente aplicado ¢ o de andlise de
componentes principais (PCA). Em uma PCA a matriz de dados originais ¢ projetada

em um subespaco definido por combinacgdes lineares das varidveis originais com
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méxima variancia, isto ¢, com maxima informacdo."® Assim, a primeira componente
principal (PC1) ¢ o eixo que descreve o maximo possivel da varidncia no espago
multidimensional original, a segunda componente ¢ ortogonal a (em termos estatisticos,
ndo correlacionada com) PC1 e descreve o maximo de variancia ainda ndo descrito por
PC1, e assim por diante. As duas ou trés primeiras PCs ddo a melhor representagdo
possivel, em termos de varia¢dao bioquimica, do grupo de dados no respectivo subespago
(de duas ou trés dimensdes).

Os métodos supervisionados de analise usam a informacdo de classes para treinar um
grupo de amostras de dados, otimizando a separa¢do entre duas ou mais classes de
dados. Essas técnicas incluem soft independent modeling of class analogy (SIMCA),
analise de K vizinhos mais proximos (K-nearest neigbor analysis), redes neurais, entre
outros. Os métodos supervisionados requerem um segundo grupo de dados
independentes para testar ou validar qualquer classe feita inicialmente usando o grupo
treinado.'

A metabondmica tem se estabelecido como ferramenta analitica bem sucedida aplicada
em diferentes campos, por exemplo, no estudo de processos patologicos e toxicidade de
drogas e na detec¢ao dos metabolitos de erros inatos do metabolismo.

Nosso projeto contou com a colaboragdo do Laboratério da Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF), onde foram realizadas as anélises de
RMN. Este ¢ um projeto realizado em conjunto entre dois centros, o CCS e o CCEN,
ou, mais especificamente, entre o Hospital das Clinicas e o Laboratorio da Central
Analitica.

O objetivo principal deste estudo foi identificar os pacientes com infec¢do pelo virus da
hepatite C (HCV), através da analise comparativa dos espectros de RMN de 'H em

amostras de urina de pacientes infectados e individuos sadios, atendidos no ambulatorio
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de Hepatites do Hospital das Clinicas — UFPE, no periodo de outubro de 2007 a margo
de 2008.

Desta pesquisa resultaram dois artigos que compdem esta dissertacdo de mestrado.

O primeiro deles consta em uma revisio da literatura sobre o tema ANALISE
METABONOMICA BASEADA NA RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR de
'"H NA PRATICA MEDICA. Para tanto se buscaram, no banco de dados MEDLINE e
SciELO, os artigos publicados no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2007,
escritos nos idiomas inglés ou portugués que avaliassem seres humanos e utilizassem
biofluidos para analise em RMN de 'H, sendo empregados os seguintes termos:
metabonomics and 'H NMR and nuclear magnetic resonance spectroscopy and disease.
O segundo artigo, original, intitulado: DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO VIiRUS
DA HEPATITE C ATRAVES DA RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
EM AMOSTRAS DE URINA. Configura um estudo piloto para avaliagdo de teste
diagnostico, através da analise comparativa dos espectros de RMN de 'H em amostras
de urina de individuos sadios e pacientes infectados pelo HCV.

O artigo de revisdo sera submetido a CLINICS , Revista do Hospital das Clinicas da
FMUSP e o artigo original ao JOURNAL OF VIRAL HEPATITIS, ambos indexados nos

bancos de dados MEDLINE, Lilacs e SciELO.
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Resumo

A metabondmica constitui nova metodologia que vem em ascensao pelo seu importante
papel na andlise de materiais bioldgicos para o diagndstico e o progndstico de certas
doengas, principalmente as cronico-degenerativas e as alteragcdes genéticas, além do seu
lugar frente a toxicidade por drogas. Refere-se a deteccdo, identificacdo, quantificagdo e
classificagdo das mudangas metabolicas, tempo-relacionadas, integrada ao sistema
bioldgico, numa visdo global ao invés da avaliagdo da célula individualmente. Essa
revisdo visa introduzir o conceito da metabonOmica baseada na utilizacdo da
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio-1 (RMN 'H), uma das
ferramentas analiticas preferidas por apresentar a vantagem de ser técnica ndo
destrutiva, rapida e requerer pouco ou nenhum pré-tratamento das amostras. Além disso,
dispensa o uso de amostras padrdes para a co-inje¢cdo e identificagdo dos compostos,
necessitando, entretanto, de métodos estatisticos multivariados para a analise dos
complexos espectros obtidos. Buscaram-se, no banco de dados MEDLINE e SciELO, os
artigos publicados no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2007, escritos nos
idiomas inglés ou portugués, que avaliassem seres humanos e utilizassem biofluidos
para anélise em RMN de 'H, sendo empregados os seguintes termos: metabonomics and
'"H NMR and nuclear magnetic resonance spectroscopy and disease. Os artigos
publicados inicialmente estavam mais relacionados a investigacdo dos erros inatos do
metabolismo e a toxicidade de drogas, sendo bastante aplicados a industria
farmacéutica. Recentemente, os estudos estdo mais voltados ao diagndstico e ao
prognostico das doengas cronico-degenerativas e infecciosas, um dos motivos para a

elaboracao desta revisao.

Palavras-chave: Metabonomica; Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear;

RMN 'H.



18

Abstract

Metabonomics is a new technology that is playing an increasing its role in the analysis
of biological materials for disease diagnosis and prognosis, especially chronic-
degenerative and genetic changes, and devaluation of drug toxicity. It is concerned with
to the detection, identification, quantification and classification of metabolic changes,
and is time-related and integrated with biological systems, yielding a global vision
instead of evaluating individual cells. This review aims to introduce the concept of
metabonomics based on the use of proton nuclear magnetic resonance spectroscopy.
This is one of the preferred analytical tools, presenting the advantage of being non-
destructive, fast and requiring no chemical pre-treatment of samples. Moreover, it does
not need co-injection of standard samples for the compound identification. On the other
hand, it does require multivariate statistical methods for the analysis of the complex
spectra data obtained. We did a search for articles published from January 1998 to
December 2007 in the MEDLINE and SciELO database, written in English or
Portuguese, to assess human biofluids for analysis using of "H NMR, and searched the
keywords: metabonomics, 'H NMR, nuclear magnetic resonance spectroscopy, and
disease. The search revealed that the articles were of first more related to inherent
metabolic errors and drug toxicity, and were mainly related to pharmaceutical industry
research and development. Recently, the studies are more focused on diagnosis and

prognosis of chronic-degenerative and infectious diseases.

Keywords: Metabonomics; 'H NMR; Nuclear magnetic resonance spectroscopy.
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Introducéo

Uma nova metodologia para andlise de materiais bioldgicos foi desenvolvida, a
metabondmica, que vem desempenhando papel importante no diagnostico e progndstico
de certas enfermidades, particularmente em doencas degenerativas e alteragdes
genéticas, além de avaliar os efeitos da toxicidade de drogas.'”

Esta revisdo tem como objetivo introduzir o conceito da metabondmica, sua aplicagdo a
pratica médica, baseada na utilizacdo da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio-1 (RMN de 'H). Buscaram-se, nos bancos de dados MEDLINE ¢
SciELO, os artigos publicados no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2007,
escritos nos idiomas inglés ou portugués, que avaliassem seres humanos e utilizassem
biofluidos para analise em RMN de 'H, sendo empregados os seguintes termos:

metabonomics and 'H NMR, nuclear magnetic resonance spectroscopy and disease.

Metabondmica

A metabondmica ¢ definida como uma “medida quantitativa da resposta metabdlica
dinamica e multiparamétrica dos organismos vivos as modificagdes fisiopatologicas ou
genéticas”.** Envolve a determinacdo do perfil, dindmico e tempo dependente, dos
metabolitos dentro do organismo e como ele se altera em decorréncia de algum processo
bioldgico. O termo tem origem grega “meta” significando mudanga e “nomos” regras
ou leis e foi criado por Jeremy Nicholson, Elaine Holmes e John Lindon do Imperial

College of London para descrever a geracdo de modelos quimiométricos que tém

capacidade para classificar as mudancas do metabolismo. Refere-se a detecgdo,
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identificacdo, quantificagdo e classificacdo das mudangas metabdlicas tempo-
relacionadas, integrada ao sistema bioldgico, numa visdo global ao invés da avaliagdo
da célula individualmente.™®

Os materiais bioldgicos mais freqiientemente utilizados nesses estudos sao os fluidos,
alguns dos quais podem ser obtidos de maneira ndo invasiva, como a urina, ou de forma
minimamente invasiva, como o soro/plasma. Contudo uma grande variedade de
materiais, tais como liquido cefalorraquiano (LCR), seminal, sinovial, amni6tico, bile,
aspirados pulmonares, sobrenadantes de cultura celular e até amostras de tecido também
podem ser utilizados."”’

Urina e plasma sd3o amostras de facil obtencdo e propiciam uma visdo do organismo
como um todo, sendo apropriadas tanto para diagnostico como para monitora¢do de
condutas terapéuticas. Ao analisar o plasma, obtém-se os dados do que ainda esta ativo
no sistema, enquanto, ao analisar a urina, obtém-se informag¢des daquilo que esta sendo
excretado pelo organismo. Em outras palavras: a analise do plasma fornece dados em
tempo real, enquanto que aqueles disponiveis a partir da analise da urina habitualmente
estdo defasados no tempo. Apesar disso, a andlise através da urina apresenta grande
vantagem, em termos clinicos, pois o paciente pode ser reavaliado repetidamente de
forma ndo invasiva, sobretudo aquele com enfermidade cronica.®

A estratégia metabondémica fundamenta-se num principio basico dos seres vivos
chamado homeostase. Quando um organismo € exposto a situacdes de estresse, a uma
doenga ou a algum agente quimico sofre alteragdes na concentragdo e fluxo dos
metabolitos enddgenos, quebrando o equilibrio, o que desencadeia ajustes do ambiente
intra e/ou extracelular de forma a manter o meio interno constante. Essa resposta do
organismo altera o perfil dos metabdlitos enddgenos nos biofluidos e,

. 9
conseqilientemente a mudanca dos espectros de RMN.” Mesmo com a homeostase
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celular mantida, respostas subitas a toxicidade ou doengas sdo expressas na composi¢ao
alterada do biofluido.

A anilise dos biomateriais, por exemplo, pela espectroscopia de RMN de 'H ¢ capaz de
gerar um perfil espectral dos metabolitos de baixo peso molecular, refletindo o estado
metabolico do organismo. Cada biofluido tem wuma composi¢do bioquimica
caracteristica e unica, que se altera em resposta ao estimulo fisioldgico ou patologico,
provendo uma “impressdo digital” metabdlica, a qual é especifica da natureza ou sitio
da agressdo. >

A maneira mais efetiva de obter as principais informag¢des metabondmicas ¢ pela
combinagdo da espectroscopia de RMN com métodos estatisticos multivariados,
métodos quimiométricos, necessarios na interpretagdo do conjunto de dados obtidos.>'”
A analise estatistica dos espectros de RMN utilizando, por exemplo, técnicas como
analise de componentes principais e analise de discriminantes, permite identificar
mudangas no perfil de metabodlitos enddgenos dos biofluidos quando expostos a agentes
quimicos, habitos alimentares ou estados patologicos.”

Além da espectroscopia de RMN, outros métodos podem ser utilizados para produzir o
perfil metabolico dos biomateriais, como a espectrometria de massa (MS), a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), a cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) ou técnicas de espectroscopia optica. A RMN e a
MS sdo as melhores técnicas, na medida em que podem produzir rapida e
adequadamente um conjunto de dados metabondmicos.'' Esta revisio, entretanto,
restringe-se aos trabalhos em que o perfil metabdlico foi obtido exclusivamente pela

espectroscopia de RMN de 'H.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN ¢ muitas vezes preferida em relacdo as outras ferramentas
analiticas por apresentar a vantagem de constituir técnica ndo destrutiva, rapida,
requerer pouco ou nenhum pré-tratamento, além de dispensar o uso de amostras padroes
para a co-inje¢do e identificacdo dos compostos.*’ A abundancia natural do isdtopo de
hidrogénio-1 (99,98%) e a sua ocorréncia no organismo fazem com que a RMN de 'H
seja a escolhida para gerar o perfil de biomateriais, embora existam outros iso6topos,
como o °C, 0°'Pe o "N, que também poderiam ser utilizados.

A espectroscopia de RMN fundamenta-se na interagdo dos nucleos atomicos com a
radiagdo eletromagnética, quando estes estdo sujeitos a um campo magnético. Os
nucleos atdmicos possuem uma propriedade chamada spin, que faz com que os mesmos
se comportem como barras magnéticas muito pequenas. Na presenca de um campo
magnético, alinham-se a favor ou contra este campo, originando diferentes estados de
energia. Quando se irradia a amostra com a correta radiofreqiiéncia, provoca-se a
excitacdo dos spins que absorvem esta energia, posteriormente liberando-as e
fornecendo o espectro de RMN, que ¢ um registro grafico correspondente a intensidade
dessas absor¢des versus as freqiiéncias absorvidas.'?

O espectro de RMN pode detectar varios componentes numa unica medida e nele cada
metabolito pode gerar um ou mais sinais (picos). A intensidade do sinal esté relacionada
a quantidade de spins e corresponde a concentragdo de determinado metabdlito,
refletindo alteragdes bioquimicas fisioldgicas ou patologicas. Apesar da espectroscopia
de RMN de 'H ter seu papel original na elucidagdo das estruturas quimicas, a técnica
tem alcangado imenso e crescente valor em caracterizar as conseqiiéncias de doencas,

. : N rhinne 13
toxicidades por drogas ou modificagcdes genéticas.



23

Para exemplificar, a Figura 1 mostra os espectros de RMN de 'H (300 MHz) de
amostras de urina (A) e de soro (B) representativos da regido alifatica do espectro, onde
alguns metabolitos estdo identificados.

Os biofluidos possuem grande quantidade de agua, ocasionando sinal intenso no
espectro de RMN 'H, o que dificulta a visualizagdo dos sinais associados as moléculas
dos metabolitos. Assim, os espectros de RMN de 'H da urina sdo medidos utilizando-se
uma seqiiéncia de pulsos para supressio do sinal da agua.’

Uma grande preocupacao, em relagdo ao uso da metabondémica em estudos clinicos, sdo
as variagdes inerentes aos pacientes, quando comparadas as de experimentos com
animais, nos quais se consegue melhor controle. Contudo, apesar da grande variagdo
existente na populacdo humana, em que os fatores genéticos e ambientais (incluindo
dieta) sdo apenas minimamente controlados, amostras, tanto de urina como de plasma,
podem ser utilizadas para andlise metabondomica em estudos clinicos bem

14-16
controlados.

Informagdes ocultas, contidas no estado metabdlico “global”
decorrentes da resposta metabdlica codificada e individual para fatores genéticos e
ambientais, tais como idade, género, nutri¢do e doenga podem ser retiradas dos dados
espectrais empregando analises mateméticas multivariadas.*'?

Recentemente, foi descrita a importdncia de se levar em consideragdo certos
procedimentos metodologicos, como a estocagem das amostras de urina a -25°C por até
26 semanas, a adi¢do de solugdo tampao de fosfato para concentracdo de 0,3M e a
utilizacdo de solugdo de preservagdo, com azida de sdédio, caso seja necessaria a

estocagem temporaria das amostras até 4°C, com o intuito de padronizar a pratica da

metabondmica, tornando-a mais reprodutivel.'’
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Figura 1: Espectros de RMN-'H das amostras de urina (A) e de soro (B), obtidos num
espectrometro de 300 MHz, representativos da regido alifatica de alguns metabolitos do

espectro.
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No contexto da espectroscopia de RMN, um fator limitante para o entendimento da
informagdo dos espectros de biofluidos e de tecidos ¢ a sua grande complexidade. Em
muitos casos, a inspe¢ao visual de tais espectros resulta apenas em informagdes pouco
significativas. Medidas convencionais dos sinais maiores do espectro de RMN podem
ser usadas para detectar mudangas bioquimicas, mas a complexidade do espectro em si e
a presenca da variac¢io biologica natural tornam dificil a sua avaliagdo.” Desta forma, o
emprego de métodos estatisticos, como a quimiometria, ¢ indispensavel para a extragao
do maximo de informagdes desses espectros.

Muitas vezes, as informagdes obtidas apenas da interpretagdo dos espectros das
amostras, podem ser suficientes, sem a necessidade do detalhamento da analise da
estrutura quimica dos metabolitos. Por outro lado, questionamentos mais avancados
envolvem a identificagdo das substincias no espectro, podendo servir como um
“biomarcador”, diferenciando o estado patolégico do normal. Sendo assim, os espectros
de RMN de biofluidos de RMN podem ser avaliados de duas maneiras: uma
quantitativa, em relacdo a forma fisica do espectro e outra qualitativa, em relacdo a
estrutura quimica das substancias que compdem o espectro. Em suma, com a
espectroscopia de RMN, ora pode-se obter um perfil de frequéncias ou impressdo digital
de determinada alteracdo metabolica ora pode-se identificar a substdncia quimica que
esta sendo refletida no mesmo. O objetivo, a partir de entdo, deixou de ser quantificar
determinada substincia no biofluido, mas sim observar as mudancgas no perfil dos
metabolitos endogenos, produzindo um padrdo daquela determinada alteragdo ou uma
impressao digital bioquimicamente baseada, que tem significado diagnostico ou
classificatorio. Outra meta importante ¢ identificar as substincias que levaram ao
diagnoéstico ou classificacdo, fazendo com que o conjunto desses biomarcadores

;. . L, . 1
estabelecam um contexto clinico ou bioldgico.
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A construcao de um modelo quimiométrico deste perfil ¢ realizada através de programas
de computador (softwares), que analisam os espectros dos biofluidos com determinadas
enfermidades. De fato, alguns estudos aplicando conjuntamente a espectroscopia de
RMN de 'H e a anélise multivariada conseguiram evidenciar diferencas consistentes no
perfil metabdlico dos biofluidos, embora a grande maioria deles tenha sido realizada em
animais. Por exemplo, trabalho de Wang Y et al., utilizando amostras de urina de ratos
infectados ou ndo pelo Schistosoma mansoni, conseguiu estabelecer as alteragdes

rog: . . . ~ .. 18
caracteristicas do espectro desta parasitose, ou seja, sua impressao digital.

Aplicacgdes Clinicas

Nos tltimos anos, vem crescendo o niimero de trabalhos em pesquisa clinica, enfocando
a metabondmica, utilizando amostras de urina ou de soro de seres humanos.'*°

Muito dos estudos clinicos publicados, inicialmente, com a aplica¢do da espectroscopia
de RMN para o perfil de urina e soro foram analisados, ficando evidente a concentragao

21,22
“ Recentemente os estudos

desses no campo dos erros inatos do metabolismo.
metabondmicos, baseados na aplicacio da RMN associada a andlise estatistica
multivariada, vém mostrando seu potencial no diagndstico de doengas cardiovasculares,
neuroldgicas, infecciosas, entre outras. Paralelamente, plataformas analiticas mais
sensiveis e ferramentas estatisticas mais avangadas vém contribuindo para a descoberta
de biomarcadores. Os pardgrafos seguintes sumarizam estudos que utilizaram técnicas

A . . 1 . . . .
metabondmicas baseadas na espectroscopia de RMN de "H de biofluidos, associadas as

analises quimiométricas para o diagnostico ou classificacdo de doengas.
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Em 2002, Moyec LL et al. demonstraram, através da espectroscopia de RMN de 'H em
urina, que a nefrotoxicidade dos aminoglicosideos e glicopeptideos ndo esta limitada
apenas a toxicidade tubular proximal, mas envolve também a regido medular (al¢a de
Henle e ducto coletor) do nefron. Este método tem importancia particular, pois ¢ de
mais facil execu¢do quando comparado aos métodos rotineiros e poderia ser utilizado no
segmento dos pacientes, tratados tanto com aminoglicosideos como com glicopeptideos
visando explorar a extensio da lesdo renal.”

Outro exemplo dessa aplicacdo foi o estudo de Brindle JT et al., também em 2002, que
determinou com mais de 90% de acuracia a gravidade da doenca arterial coronariana em
amostras de soro, comparada com a angiografia, técnica padrdo, porém invasiva e mais
cara.’* Cabe salientar que este estudo teve interpretagio controversa, pois em 2006,
Kirschenlohr HL et al. contestaram seus resultados e demonstraram que a analise da
espectroscopia de RMN de 'H do soro seria um fraco preditor de doenga arterial
coronariana.”

No ano seguinte, em 2003, o mesmo grupo, utilizando a metabondmica baseada na
RMN de 'H, demonstrou existir uma relagio entre o perfil metabdlico sérico e os niveis
de pressao arterial, a qual foi atribuida & composigdo das particulas de lipoproteinas nas
amostras. Os resultados indicaram que as altera¢des séricas eram evidentes quando
associadas a niveis de pressdo arterial sistolica maiores que 130 mmHg, estabelecido
como limite de normalidade pela World Health Organization e International Society of
Hipertention.”®

Van QN et al. (2003-2004) aplicaram a espectrometria de massa associada a RMN de
'H na urina de trés grupos de individuos, pacientes com cistite intersticial ou com cistite

bacteriana e pessoas sadias. Conseguiram discriminar, com taxa de sucesso de 84%, o
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padrdo espectral de pacientes acometidos por cistite intersticial e por cistite bacteriana e
individuos sdos.”’

Em 2005, Coen M et al. publicaram estudo piloto de analise metabonémica em amostras
de LCR por RMN de 'H e demonstraram rapidez no diagnostico de meningite ou
ventriculite associada a drenagem ventricular externa. Concluiram que esta analise
representa boa ferramenta diagnostica e ¢ potencialmente mais eficaz do que os exames
laboratoriais de rotina diagnostica do LCR, indicados para diferenciar meningite viral de
bacteriana e para monitoracao terapéutica. O exame de cultura do LCR ¢ o teste de
rotina mais sensivel, mas ¢ mais demorado. Portanto os resultados desta pesquisa podem
trazer 1implicagdes terapéuticas importantes, reducdo do uso empirico de
antimicrobianos e do tempo de tratamento das meningites.*®

O desenvolvimento e aplicacdio da metabonomica baseada principalmente na
espectroscopia de RMN nas doengas neurovegetativas, como a doenga de Alzheimer, a
coréia de Huntington, a distrofia muscular e a ataxia cerebelar, foram amplamente
revisados em 2006. Verificou-se o potencial da metabondmica em prover o diagndstico
precoce dessas enfermidades, permitindo também a descoberta de novos biomarcadores,
que irdo proporcionar maior conhecimento da base molecular dessas doencas e
monitoragio mais eficiente da resposta terapéutica.'”

A metabondmica baseada na RMN de 'H, em amostras de soro consegue claramente
distinguir pacientes diabéticos tipo I dos ndo diabéticos. No grupo dos diabéticos, o
diagnostico de nefropatia através da RMN de 'H quando comparado aos das analises
bioquimicas, apresenta sensibilidade de 87% x 84%, especificidade de 88% x 96% e
valores preditivo positivo e negativo de 89% x 96% e 84% x 79%, respectivamente.
Portanto, o diagnéstico da nefropatia diabética em pacientes com diabetes mellitus tipo I

1 ~ .y . . , . 29
no soro pela RMN de "H parece ser tdo acurado quanto as varidveis bioquimicas.
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Em 2006, Hewer R et al. publicaram trabalho empregando essa metodologia em soros
de pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) sob tratamento
antiretroviral e em pacientes sem infec¢do, conseguindo classificar corretamente os
grupos em mais de 95%. Além disso, este estudo também foi capaz de discriminar os
casos com AIDS que ndo estavam sob terapia antiretroviral.*

Outra area onde estdao sendo realizados progressos € a oncologia. Estudo recente avaliou
o diagnostico de cancer epitelial de ovario baseado na andlise do soro pela
espectroscopia de RMN. A curva Receiver—Operating Characteristic (ROC) indicou que
os soros de pacientes com e sem doenca puderam ser identificados com 100% de
sensibilidade e especificidade nas regides de deslocamento quimico do espectro de
RMN de 'H entre 2,77 ppm e 2,04 ppm.’

Utilizando-se também a espectroscopia de RMN foi possivel diagnosticar doencas
inflamatorias intestinais, tais como a doengca de Crohn e a colite ulcerativa. Os
resultados demonstraram rapida e clara diferenca entre os espectros de RMN dos
extratos fecais de pacientes e dos controles.™

Enfim, a metabonoémica esta alcangcando elevado grau de maturidade e comeca a
preencher os potenciais requisitos para constituir método de avaliagdo diagndstica e
prognoéstica. Apodia-se, principalmente, no avango dos equipamentos de RMN, gerando
espectros de amostras bioldgicas com maior resolucdo e sensibilidade, evidenciando
com maior eficiéncia as alteracdes bioldgicas significantes nos metabolitos enddgenos,
além do desenvolvimento de ferramentas estatisticas mais aprimoradas capazes de
aprimorar a interpretar os dados da RMN. Com o estudo intenso das potencialidades da
metabondmica vem aumentando, cada vez mais as perspectivas para sua aplicagdo na

pratica médica em futuro proximo.
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RESUMO

A metabondmica, baseada na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
pode revelar, em biofluidos, o perfil de metabdlitos enddgenos, de baixo peso
molecular, relacionados a uma doenga. O perfil pode ser identificado como se fosse uma
“impressao digital metabdlica” do processo patologico, razao pela qual a metabondmica
vem sendo utilizada como método diagnostico.

O objetivo deste estudo foi aplicar a metabondmica para identificar pacientes com
infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) através da analise dos espectros de RMN'H de
amostras de urina associada a ferramentas de estatistica multivariada.

Trata-se de estudo piloto para avaliacdo de teste diagnostico, no qual foram incluidos
dois grupos: a) 34 pacientes (grupo doenca) com anti-HCV e HCV-RNA positivos e
anti-HBc negativo e b) 32 individuos (grupo controle) com anti-HBc positivo, HBsSAg e
anti-HCV negativos. As amostras de urina foram analisadas por RMN'H, aplicando-se a
analise de componentes principais e analise discriminante para classificacdo das
amostras.

O modelo metabonémico construido foi capaz de identificar como positivos 32 dos 34
pacientes do grupo doenca e, como negativos, 31 dos 32 individuos do grupo controle,
apresentando sensibilidade de 94%, especificidade de 97% e valores preditivos positivo
e negativo de 97% e 94%, respectivamente, e acuracia de 95% (p < 0,001).

Em conclusio, o modelo obtido a partir dos espectros de RMN'H de amostras de urina,
neste estudo inicial, discriminou com elevada sensibilidade e especificidade pacientes
com infec¢do pelo HCV, conferindo a este modelo uma potencial ferramenta para ser

utilizada na pratica médica em futuro proéximo.

Palavras chave: hepatite C; HCV; metabonomica; RMN, RMN'H.



37

ABSTRACT

Metabonomics, based on nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy of biofluids,
is capable of revealing the profile of endogenous metabolites of low molecular weight,
related to a disease. The profile may be identified as though it were a “metabolic
fingerprint” of the pathological process. It is consequently for this reason that
metabonomics has been employed as a method for diagnosis.

The aim of the present study has been to apply metabonomics in order to identify
patients infected with hepatitis C virus (HCV) through an analysis of the RMN'H
spectra from urine samples, associated to multivariate statistical tools.

A pilot study was carried out to evaluate the diagnostic test, in which two groups were
involved: a) 34 anti-HCV and HCV-RNA positive patients who were anti-HBc negative
(disease group), and b) 32 anti-HBc positive individuals who were HBsAg and anti-
HCV negative. Urine samples were analyzed through 'H NMR, applying principal
component analysis and discriminant analysis for classification.

The metabonomics model was capable of identifying 32 of the 34 patients in the disease
group as positive and 31 of the 32 individuals in the control group as negative, thus
demonstrating 94% sensitivity and 97% specificity, as well as positive and negative
predictive values of 97% and 94%, respectively, and 95% accuracy (p <0.001).

In conclusion, the metabonomics model based on 'H NMR spectra of urine samples in
this preliminary study discriminated patients with HCV infection with high sensitivity
and specificity, thereby demonstrating this model to be a potential tool for use in

medical practice in the near future.

Keywords: HCV; hepatitis C; 'H NMR; metabonomics; spectroscopy.
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Introducéo

A infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) representa problema de satde tanto nos
paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento [1]. Dados recentes indicam o
HCV como responsavel por 70% dos casos de hepatite cronica e 30% dos transplantes
hepaticos realizados em paises desenvolvidos [2,3].

Na maioria das situacdes ¢ dificil estabelecer a historia natural da infec¢ao pelo HCV
devido ao seu inicio silencioso e seu curso pouco sintomatico. Apds a contaminacao,
alguns pacientes evoluem para cura da virose, mas, na maioria das vezes, a infec¢ao
evolui para a cronicidade, com persisténcia do anticorpo (anti-HCV) e da viremia
(HCV-RNA) [4-8].

Os testes utilizados na rotina, tanto para rastreamento como para confirmagdo
diagnostica da infec¢do pelo HCV, praticamente sdo divididos em dois grupos: ensaios
imuno-enzimdticos (EIE) para detec¢do do anti-HCV e testes moleculares para
identificagdo do HCV-RNA. A pesquisa do anti-HCV com os EIE de 3" geragdo
apresenta elevadas sensibilidade e especificidade, chegando a diagnosticar cerca de 97%
dos casos. Ja a detec¢do do HCV-RNA, que reflete infec¢do em curso, ¢ realizada
rotineiramente por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) [9-12]. Na pratica, tanto a
pesquisa do anti-HCV como a do HCV-RNA sio realizadas em amostras de soro, o que
torna necessaria a puncao de veia periférica por profissional habilitado. Além disso, o
tempo mais prolongado para realizagdo da PCR, o risco potencial de contaminagdo e o
seu custo mais elevado limitam sua aplicagdo na rotina didria [13]. Assim, um teste mais
simples, rapido e de menor custo seria importante para rastrear e identificar os pacientes

infectados pelo HCV.
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Nos ultimos anos, observa-se crescente interesse na tecnologia metabondémica por
dispor da capacidade de associar mudangas no perfil de metabolitos em um dado
biofluido organico com agressdes ambientais, patologicas ou toxicoldgicas [14-17]. A
espectroscopia de RMN vem se tornando uma das principais ferramentas para a analise
dessas mudangas, ja que o espectro pode acuradamente demonstrar os metabdlitos e
suas concentragdes [18-23].

O perfil dos espectros de RMN ¢ complexo, contendo centenas de informagdes, e para
sua eficiente interpretagdo faz-se necessario o uso de ferramentas estatisticas, tais como:
principal components analysis (PCA), partial least square (PLS), discriminant analysis
(DA) e simple classification analysis (SIMCA). O tratamento estatistico dos dados
espectrais permite analisd-los de forma mais simples, rapida e reprodutivel, sendo
designada quimiometria [24-26].

A metabonomica pode revelar através do padrao espectral de RMN em biofluidos, como
soro e urina, ou em tecidos, as alteracdes organicas, como se fosse uma “impressdo
digital metabodlica” do processo patologico [27-30]. Os estudos clinicos, portanto,
buscam identificar biomarcadores que sofrem variagdes quando ocorrem desequilibrios.
Recentemente, foram publicados artigos, tanto experimentais como clinicos, que
empregaram a metabondmica para avaliar, por exemplo, as infec¢des pelo Schistosoma
mansoni e pelo HIV, colocando esta ferramenta na pratica propedéutica [30,31].

A presente pesquisa tem como objetivo identificar os pacientes com infec¢do pelo HCV,
através da analise dos espectros de RMN'H de amostras de urina associada a

ferramentas de estatistica multivariada de reducgdo de dados.
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Material e Métodos

2.1. Populacéo do Estudo

Trata-se de estudo piloto para avaliagdo de teste diagnostico composto por dois grupos:
a) pacientes com anti-HCV e HCV-RNA positivos e anti-HBc negativo (grupo doenga),
b) individuos com anti-HBc¢ positivo, HBsAg e anti-HCV negativos (grupo controle).
No periodo de janeiro a dezembro de 2007, foram avaliados consecutivamente os
pacientes com infec¢do pelo HCV, que preenchessem os critérios de inclusdo e
exclusdo, de acordo com a demanda do ambulatério de Hepatites do Hospital das
Clinicas da UFPE. Os individuos do grupo controle foram encaminhados pelo banco de
sangue para o referido ambulatério e atendidos conforme agendamento.

Foram excluidos aqueles que estavam em tratamento da hepatite C ou em uso de alcool
nos ultimos 15 dias. Assim como pacientes infectados pelo HCV que apresentassem
manifestagdes extra-hepaticas do HCV, tais como diabete melito, tireoidite, artrite,
glomerulonefrite ou indicios de outras enfermidades, como esquistossomose mansonica,
HIV/AIDS, doenga auto-imune ou neoplasias.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias
da Satde da UFPE.

Foram incluidos 82 individuos, dos quais 2 tiveram a amostra de urina extraviada. Entre
os 80 restantes, 48 apresentavam o anti-HCV positivo e 32 eram do grupo controle.
Entre os 48 pacientes com anti-HCV positivo, 14 (29%) foram excluidos (em 10 a
pesquisa do HCV-RNA resultou negativa e em 4 o anti-HBc foi positivo),
permanecendo 34 pacientes. Foram avaliados 66 individuos, sendo 34 do grupo doenga

e 32 controles.
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No grupo doencga, 47% dos pacientes eram do sexo masculino € no grupo controle 78%
dos individuos (p = 0,02). A idade média no grupo doenca foi 48 £+ 14 anos e no grupo
controle foi 41 + 12 anos (p = 0,035). A média do IMC no grupo doenca foi 26,8 + 3,1

Kg m™ e no grupo controle foi 26,5 + 5,9 Kg m™ (p = 0,769).

2.2. Analise das Amostras

No Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da UFPE, de cada individuo foram
retirados 10 mL de sangue em veia periférica e colhidos 50 mL de urina. No soro, foram
dosados o0s niveis séricos de: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama-glutamil transferase (GGT), todas por método cinético
automatizado (Abbott®). Foram também pesquisados o HBsAg, o anti-HBs, o anti-HBc
e o anti-HCV através de ensaio imuno-enzimatico (Abbott®). A pesquisa do HCV-RNA
dos pacientes com o anti-HCV positivo foi realizada através da técnica de PCR no
Laboratério Central da Secretaria de Saude de Pernambuco (LACEN-PE).

As amostras de urina foram analisadas através de fitas-reagentes para urina (Labstix®),
no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas, e enviadas para a Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, para avaliag@o dos testes por RMN.

2.3. Espectroscopia de RMN'H

Os espectros de RMN'H foram obtidos através do espectrometro Varian Unit Plus

(Varian NMR) operando a 300 MHz, utilizando tubos de 5 mm de didmetro interno. As
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amostras de 400 uL de urina in natura foram adicionados 200 pL de solug¢do-tampao
(NaaHPO4 / NaH,PO4— 0.2 mol L'l). Apds homogeneizagdo, o espectro de RMN'H foi
obtido, utilizando uma seqiiéncia de pulsos com pré-saturag¢do do sinal da 4gua.

Os seguintes parametros foram empregados: janela espectral igual a 5 kHz, tempo de
aquisi¢ao igual a 6.4 s, pulso de 90°, delay de saturagdo igual a 3.0 s e 32 repeti¢des.
Todos os espectros foram processados utilizando line broadening igual 0.3 Hz e o sinal
em [ 3.06 ppm, atribuido ao grupo metil da creatinina, foi utilizado como referéncia de
deslocamento quimico. As distor¢des da linha de base e fase foram corrigidas
manualmente.

Os espectros de RMN'H (5 0.0-10.0 ppm) foram automaticamente reduzidos a 154
regides de igual comprimento (& 0.05 ppm), excluindo a regido entre 6 4.2 e 6.4 ppm,
para eliminar os sinais da agua e da uréia. Além disso, o espectro foi normalizado em

fun¢do da intensidade de cada regido, utilizando o VNMRG6.1C software (Varian, Inc.).

2.4. Analise estatistica e reducdo dos dados dos espectros de RNM*H

Para a andlise de freqiiéncia entre os grupos, foi utilizado o teste do qui-quadrado ou o
teste exato de Fisher. A comparagdo entre as médias foi realizada através do teste t. O
nivel de rejeigdo, para a hipotese de nulidade, foi menor ou igual a 1% (p < 0,01).

Para avaliagdo dos espectros, foi realizada a analise de componentes principais, que
resultou em 65 (n - 1) componentes principais (PC). Essa andlise ndo conseguiu separar
os dois grupos, mas se utilizou da matriz produzida pelas PC e a contribuicao de cada

amostra para realizar a analise de discriminantes.
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Para selecdo das variaveis foi empregado o método Forward Stepwise, utilizando valor
de p < 0.05. Foram selecionadas 16 das 65 PC, que apresentavam correlagdo
significativa com o problema em questdo (grupos doenca e controle) e construidas duas
fungdes: P e N, para classificar as amostras como positivas e negativas,
respectivamente. O teste F para a fung@o foi realizado com 16 variaveis e 49 (n - 17)
graus de liberdade. Encontrou-se valor de F igual a 9.632, o que significa que o modelo
tem significancia estatistica (p < 0.001), uma vez que o valor de Fis49, com 95% de
confianga, ¢ igual a 0.470.

O namero de amostras utilizadas, 66, ndo permitiu a separacdo de um grupo de
calibragdo e outro de teste, uma vez que reduziria em muito o nimero de graus de
liberdade. Com isso, optou-se por fazer uma validacdo cruzada do modelo
metabondmico, para tanto, foram construidos 66 modelos diferentes com as mesmas 16
PC selecionadas e foi excluida uma amostra por vez, sendo testada aquela amostra
retirada naquele modelo.

Os dados originais foram padronizados calculando-se a média e o desvio padrdo por
amostra, subtraindo-se a média da amplitude de cada uma e dividindo-se seu resultado
pelo desvio padrao.

Como foram avaliadas 66 amostras, a matriz construida apresentava 66 linhas (casos) e

155 colunas (154 do espectro de RMN mais um, referente ao diagnostico).
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Resultados

Na Tabela 1 observam-se as médias dos niveis séricos de AST, ALT e GGT divididas
pelo valor maximo de normalidade dos pacientes, constatando-se que as médias das
enzimas daqueles com doenga foram significativamente mais elevadas.

Dentre as 34 amostras de urina do grupo doenga, o0 modelo metabonémico obtido, a
partir dos espectros de RMN, identificou 32 como positivas (94%) e 2 como negativas
(6%). Entre os 32 individuos do grupo controle, o modelo identificou 31 amostras como
negativas (97%). Na Tabela 2, observa-se que a sensibilidade do teste foi 94% e a
especificidade foi 97%, o valor preditivo positivo e negativo foi 97% e 94%,
respectivamente, € a acuracia foi 95% (p < 0,001).

Na validacdo cruzada do modelo metabonomico, retirando-se uma amostra por vez e
reconstruindo-se 66 modelos, para testar a amostra excluida, verificaram-se, entre as 34
amostras do grupo doenga, os mesmos resultados obtidos no modelo. J4 no grupo
controle, entre as 32 amostras, observou-se concordancia em 28 das 31 amostras
consideradas negativas e em 1 amostra considerada positiva no modelo metabondmico.
A acurécia da validagdo cruzada foi 91%.

O grafico 1 demonstra a classificagdo das amostras de urina, de acordo com o escore da
funcdo P do modelo metabondémico, dos 34 pacientes do grupo doenca e dos 32
individuos do grupo controle. Observa-se distingdo entre os grupos, tendo as amostras
do grupo doenca altos valores para a fun¢ao P e baixos, no caso das amostras do grupo
controle. Verifica-se regido de sobreposi¢cdo (gray zone) contendo 2 amostras que
deveriam ter sido classificadas como positivas e 4 como negativas. Entre estas 4 que
deveriam ter sido classificadas como negativas, o modelo metabonomico classificou 3

corretamente como negativas, mas a validacdo cruzada nao obteve tal acerto.
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Discussao

Alteragdes na homeostase irdo desencadear respostas do organismo, refletidas no perfil
de metabolitos enddgenos nos biofluidos e consequente mudangas nos espectros de
RMN [27,32].

A metabondmica tem sido aplicada, sobretudo em trabalhos experimentais com
amostras de animais e poucos sido os estudos que utilizaram tecidos ou biofluidos de
seres humanos. Isto ocorre, por exemplo, por causa da maior facilidade de controle
dietético, das condigdes climaticas e da idade dos animais, resultando em variagdes
minimas [33-34]. Apesar das variacdes serem maiores entre as amostras humanas, a
metabondmica vem sendo utilizada para avaliar toxicidade por drogas e no diagndstico
de enfermidades [35].

Neste estudo, diferencas demograficas foram observadas entre os dois grupos, como a
menor freqiiéncia do sexo masculino e a maior média de idade dos pacientes do grupo
doenca. Esses achados podem estar relacionados a procedéncia de bancos de sangue dos
individuos do grupo controle, ou seja, homens jovens e saudaveis. Estas diferencas,
contudo, ndo foram significativas (p > 0,01) e provavelmente ndo devem ter interferido
nos perfis dos metabolitos urinarios.

Os achados desse estudo piloto revelam o potencial da metabonémica para o rapido e
ndo invasivo diagnoéstico da infec¢do pelo HCV, através da urina. Todos os pacientes do
grupo doenca apresentavam o anti-HCV e cursavam com viremia, contudo o modelo
metabondmico obtido a partir dos espectros de RMN, ndo deve ter detectado nem o
anticorpo nem o RNA viral. Nao foi o anticorpo, posto que o grupo controle também
apresentava proteina sérica da classe IgG, o anti-HBc, nem foi o RNA em virtude de seu

elevado peso molecular. O teste deve ter registrado alteracdes no perfil metabdlico
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relacionadas a agressdo hepatica provocada pelo HCV. De fato, os niveis séricos das
enzimas AST, ALT e GGT foram maiores no grupo doenca (Tabela 1), visto que os
pacientes deste grupo estavam infectados por um virus hepatotropico. Mais estudos com
pacientes com hepatite C sem elevacdo das enzimas hepaticas estdo em andamento.
Apesar da maioria dos estudos ser realizada com equipamento de maior campo
magnético, como os aparelhos de RMN de 600 MHz, este trabalho utilizou a RMN de
300 MHz e foi capaz de discriminar os dois grupos com elevadas sensibilidade e
especificidade. Com efeito, o estudo que avaliou pacientes com HIV/AIDS também
utilizou equipamento de 300 MHz [31]. Pesquisas posteriores empregando aparelhos
que fornecam maior resolucdo poderdo gerar resultados ainda melhores do que estes
dados preliminares.

Em decorréncia da complexidade e da quantidade de informagdes obtidas pela analise
da urina, utilizaram-se métodos estatisticos para a interpretagdo dos dados espectrosco-
picos de RMN. A andlise de componentes principais ndo obteve sucesso em discriminar
os dois grupos (controle e doenga). Por outro lado, os resultados da analise de compo-
nentes principais foram utilizados na andlise discriminante, tendo sido selecionadas 16
PC que melhor classificaram as amostras.

Enfim, este estudo piloto com espectroscopia de RMN, em amostras de urina, para
diagnostico da infeccao pelo HCV, demonstrou ter potencial para ser aplicado na pratica
clinica, revelando acuracia de 95%. Saliente-se que na validacdo cruzada, para checar o
modelo empregado, o teste continuou ainda com bom desempenho. Pesquisas com
maior nimero de pacientes estdo em curso, bem como com pacientes com hepatite pelos
virus B e C, e com outras doengas ndo infecciosas do figado. Adicionalmente, as
estruturas quimicas das substancias que produzem as diferencas nos espectros da urina

dos dois grupos estdo sendo analisadas e deverdo ser reveladas nas proximas pesquisas.
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Tabela 1 — Médias dos niveis séricos divididas pelo valor maximo da normalidade
(VMN-1) das enzimas de 66 individuos, sendo 34 com hepatite C (doenca) e 32 com

anti-HBc positivo (controle).

) GRUPOS
ENZIMAS Média + DP
Doenga Controle
N 66 34 32
AST VMN-1 1,2+1,3 1,6£1,6 0,7+0,2 0,002
ALT VMN-1 ,3+1,5 1,7+£1,8 0,6+0,2 0,001
GGT VMN-1 ,3+1,1 1,5+1,2 0,8+£0,9 0,010

AST — aspartato aminotransferase; ~ ALT — alanina aminotransferase;

GGT — gama-glutamiltransferase; VMN - Valor Maximo da Normalidade
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Tabela 2 — Resultados do modelo metabondmico pela analise dos espectros de RMN'H
de amostras de urina associada a ferramentas de estatistica multivariada de 66

individuos, sendo 34 com hepatite C (doenga) e 32 com anti-HBc positivo (controle).

MODELO GRUPOS Total
Doenca (%) Controle
Positivo 32 (94) 01 (03) 33
Negativo 02 (06) 31 (97) 33
Total 34 32 66
Sensibilidade = 94% Valor preditivo positivo =97%
Especificidade = 97% Valor preditivo negativo = 94%

Acuracia = 95% p=0,001
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Grafico 1 - Classificagdo das amostras de urina de 34 pacientes com infeccao pelo virus
da hepatite C (grupo doencga) e de 32 individuos com anti-HBc positivo (grupo

controle), de acordo com os escores obtidos no modelo metabonomico.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA - CCS DMC
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL — CCEN
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA INTERNA DQF

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa intitulada
“EMPREGO DA ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) EM AMOSTRAS DE
URINA PARA DIAGNOSTICO DE HEPATITE VIRAL”, no caso de vocé€ concordar em participar, favor
assinar ao final do documento. Sua participagdo ndo € obrigatoéria, e, a qualquer momento, vocé
podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo
em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicao.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e endereco do pesquisador
principal, podendo tirar duvidas do projeto e de sua participagao.

NOME DA PESQUISA: EMPREGO DA ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN) EM AMOSTRAS DE URINA PARA DIAGNOSTICO DE HEPATITE PELO
Virus C.
PESQUISADOR RESPONSAVEL : Michele Godoy
ENDERECO: Av Prof. Morais Rego S/N Cid.Uiversitaria Recife
TELEFONE: 21263510
PESQUISADORES PARTICIPANTES:
Prof. Dr. Edmundo Lopes
Prof. Dr. Fernando Hallwass
Dra. Izolda Fernandes Moura
Msc. Ricardo Oliveira da Silva

Profa. Dra. Simone M. C. Gongalves

OBJETIVOS: Esta pesquisa tem o objetivo de desenvolver uma metodologia para identificar e
classificar amostras de urina de portadores de hepatite.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Se concordar em participar da pesquisa, vocé tera de responder a
um questionario sobre se vocé é portador de alguma doenga ou faz uso regular de algum medicamento e,
em caso afirmativo, qual a periodicidade do uso. Devera submeter-se a uma consulta médica e fornecer
uma amostra de urina para analises laboratoriais de rotina ¢ para analise através da espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear, sendo essa amostra descartada logo apds a analise. O resultado da analise
servira para construir um banco de dados que serd utilizado na constru¢do do modelo estatistico para
classificar as amostras de urina de portadores e ndo-portadores de hepatite.

RISCOS: Vocé ndo sera exposto a nenhuma situacdo de risco; sua rotina ndo sera alterada e nenhuma
substancia sera administrada. Portanto, nenhum risco advém de sua participag@o na pesquisa.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Néo havera nenhum gasto com sua participagao
na pesquisa. A analise da sua amostra de urina serd totalmente gratuita, ndo serd emitida
nenhuma cobranga com o que sera realizado. Vocé também ndo recebera nenhum pagamento
com a sua participagao.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todas as informagdes fornecidas durante a pesquisa sdo
sigilosas e a identidade e dados dos voluntarios ndo serdo divulgados em nenhuma hipotese.

Assinatura do Pesquisador Responsavel:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE,MEDICINA CLINICA - CCS DMC
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL - CCEN
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA INTERNA DQF

PROGRAMA DE POs-GRADUACAO EM QUIMICA

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , portador da

carteira de identidade de n° e CPF , declaro

que li as informagdes contidas nesse documento, fui devidamente informado (a) pelo
pesquisador — Prof. Dr. Edmundo Lopes - dos procedimentos que serdo utilizados, riscos,
custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda em
participar da pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento,
sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que recebi uma cdpia desse Termo de

Consentimento.
LOCAL E DATA:

NOME E ASSINATURA DO VOLUNTARIO:

(Nome por extensor)

(Assinatura)

Testemunhas: 1.
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ANEXO C - Questionario

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA - CCS DMC
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL - CCEN
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA INTERNA DQF

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

N° de Identificagao:

Data: / /
Nome. RG-HC
1. Sexo: 2. Idade: 3. Ocupagio:
4. End. 5. Fone:

6. Uso regular de alguma das substancias abaixo? Informe a periodicidade de uso (2 vezes ao
dia ou 1 vez por semana, por exemplo) e a ultima vez que fez uso.

Bebida alcodlica.

Tabaco (cigarro, charuto, cachimbo).
Drogas de abuso. Qual?
Medicamento. Qual?
Diabético
Hipertenso

7. Doenga hepatica [Jsim [lndo e Anti HCV [Usim[ndo e HCV RNA [Isim [lndo

Oooooo

eAnti HBs [Isim [Indo

8. Doenga renal?

9. Peso: Altura: P.A. F.C.

10. Alteracdo exame fisico?

11. OBS:
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Anexo D - Instrucdes para publicacdo na CLINICS

” = — iy INSTRUCTIONS TO AUTHORS
? R - m——

&/“;}f —_— “"‘\Mﬂ e Scope and editorial policy

e Manuscript preparation

Il'

ISSN 1807-5932 printed version
Scope and editorial policy

CLINICS publishes peer-reviewed articles of interest to clinicians and researchers in
the medical sciences. Authors are invited to submit manuscripts in the following
categories: 1. Original research, featuring original experimental or clinical studies;
Research in the basic sciences with medical implications is also welcome. CLINICS
supports the position of the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMIJE) on trial registration. All trials initiated after 1 January 2007 must be
registered prospectively in a publicly accessible registry (i.e., before patient
recruitment has begun), or they will not be considered for publication. Trials initiated
before 1 January 2007 must be registered before submission to our journals. See the
ICMIJE faq on trial registration on trial registration for further details. The WHO's list
of approved registries 1s found at
http://www.who.int/ictrp/network/list_registers/en/index.html. 2. Review Articles, on
themes relevant to medical practice and mammalian function. 3. Letters to the
Editor, a category which includes Rapid Communications, Case Reports, Technical
Notes, and letters expressing comments or dissenting opinions concerning papers
recently published in CLINICS.

All manuscripts involving human subjects or the use of laboratory animals must
clearly state adherence to appropriate guidelines and approval of protocols by their
institutional review boards. At the Editor's discretion, any photographs that may
identify patients or other human participants of studies shall be acceptable only when
a legally valid permission is signed by the said patient or other human participant or
by his/her legally constituted representative. An appropriate form will be provided
when deemed necessary.

All submitted manuscripts will be critically refereed by at least two members of the
editorial board or expert consultants in a double-blind mode. All authors must have
contributed to the study and/or manuscript because all are responsible for the contents.
Articles should be limited to 6 authors. Whenever such number is exceeded, we expect
the role of each author in the project and production of the article to be explained. The
Editor reserves the right to edit accepted manuscripts prior to publication to comply
with the Journal's format, to remove redundancies, and to improve clarity and
understanding without altering meaning. Manuscripts edited at this stage will be
presented to the authors for approval. All manuscripts should be submitted online at
http://mc.manuscriptcentral.com/clinics in word.doc format.

Manuscript preparation
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PRIOR TO SUBMISSION, ALL TEXT SHOULD BE SUBMITTED TO A SPELL
CHECK FOR ENGLISH (USA). Manuscripts containing excessive spelling mistakes
may be returned to the author for correction.

ORIGINAL ARTICLE manuscripts must be submitted in English, digitalized in a
word.doc-compatible software program, double-spaced, with at least one-inch margins
on 8.5 x 1l-inch, letter-configured pages. Number all pages in sequence beginning
with the title page. The complete text should be uploaded into the system as a Main
Document. The sections should be arranged in the following order:

PAGE 1 Title Page. This should contain (a) the full title, (b) a running head of not
more than 45 characters, (c) full names of all authors in the order in which they should
appear, (d) full academic address of all participants, and (e) email address of
corresponding author. Items (c), (d) and (e) shall be removed from the copy sent to
reviewers. Please carefully inspect your entire manuscript and highlight all
identification of authorship and institution using a red colored font. This shall also be
removed from the text sent to reviewers.

PAGE 2 Abstract and Key Words. An informative abstract of approximately 250
words should begin on a new page. It should contain no identification of authorship or
address and should be structured into Objectives, Introduction, Methods, Results,
Discussion, and Conclusions. This abstract should be suitable, without rewording, for
use by abstracting journals and indexing services. The abstract should not refer to
published literature, nor should it contain abbreviations. Submit five key words
appropriate for indexing purposes. Do not repeat words or terms used in the title.

PAGE 3 onwards _ Text. This should be organized into the following sections:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions
Acknowledgements, References, Tables, Legends for Figures. The use of subheadings
and paragraph titles within these headings is encouraged for sake of clarity. For
standard abbreviations, authors should follow the guidelines in the Council of Biology
Editors Style Manual, 6th edition. All other abbreviations should be defined when first
used and listed in a footnote. Authors are strongly encouraged to use as few
abbreviations as possible and to avoid ambiguity. Nothing in this world is less readable
than a pack of abbreviations that can only be understood with cross-referencing to a
dozen different previous pages.

Manuscripts should be succinct. The Introduction should update the reader about
previous knowledge on the subject; however, do not describe well-known and
previously published material, but rather, quote them as references. Methods and
Materials should describe all procedures and materials in sufficient detail to allow
reproduction of the work by an expert reader. Always refer to a previously published
methodological procedure, but summarize it if this is essential to the prompt
understanding of the work. Use generic names of drugs instead of commercial names.
Describe statistical procedures in an expert manner, with the assistance of a statistician
if necessary. Results should be described in the body of the text and appropriately
illustrated with figures or tables. However, the basic point made by each Figure or
Table must be described in the text. Focus the Discussion on the work at hand,
including only those references that directly relate to the subject. Conclusions, if any
should be extremely brief; Acknowledgments, if any; References, according to
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instructions below, Tables and Legends to Figures.

References Cite references in text with superscripted Arabic numerals, without
brackets, in order of appearance, in the following format:. "Diabetes,' Hypertension®”
and alcoholism®” are complex medical problems.'” CLINICS adopts the Vancouver
format. References must be restricted to directly relevant published works, papers, or
abstracts that have been accepted for publication. Usually the total number of
references should not exceed 35. For up to six authors, list all authors; for more than 6
authors, list first six, followed by "et al". Write the title of the article in the original
language whenever possible. For book chapters, quote both the author of the chapter
and the editor of the book, as exemplified below.

Books:

Turner WW, Valentine RJ, Wright CB. Acute vascular insufficiency due to drug
injection. In: Rutherford RB, editor. Vascular Surgery. 4th ed. Philadelphia: Saunders;
1995. p. 680.

Journal articles:
Wolosker N, Nakano L, D'Hippolito G, Rosoky RA, Borri ML, Wolosker AM.

Gadolinium magnetic angioresonance in the study of aortoiliac disease. Angiology.
2003;54:163-8.

Lee JT, Ling D, Heiken JP, Glazer HS, Sicard GA, Totty WG, et al. Magnetic
resonance imaging of abdominal aortic aneurysms. Am J Roentgenol. 1984;143:1197-
202.

Citation of unpublished material or personal communication. should be noted
parenthetically in the text and not added to the reference list.

Tables should be incorporated into the Main Document. Tables should be constructed
using the Table feature in your word processor or using a spreadsheet program such as
Excel. Tables should be numbered in order of appearance in the text with Arabic
numerals. Each table should have a title and, if necessary, an explanatory legend. All
tables must be referred to and succinctly described in the text. Under no circumstances
should a table repeat data that are presented in an illustration. Statistical measures of
variation (i.e., standard deviation, standard error) should be identified, and decimal
places in tabular data should be restricted to those with mathematical and statistical
significance.

Figures. Upload each Figure individually into the system. Legend(s) should be
incorporated into the Main Document. Do not incorporate Figures into the Main
Document. Figures include all illustrations, such as photographs, drawings, charts,
graphs, etc, and should be numbered consecutively in Arabic numerals. Graph should
be prepared as Excel” files in black and white. Upload the graph itself as an individual
figure. For each submitted graph, upload the corresponding Excel® data matrix as a
supplementary file. Photographic illustrations should be prepared as *.jpeg or *.tif (300
dpi) files. Color illustrations may be charged to the authors at the discretion of the
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Editor. All illustrations should be of professional quality and must be clear even after
reduction in size for publication. Typewritten or hand lettering is unacceptable, as are
figures generated by dot matrix printers. Figures will be reduced to fit one column of
text. Actual magnification of all photomicrographs should be provided, preferably by
placing a length scale on the print.

REVIEW ARTICLES will be preferentially by invitation of the Editor, but
recommendations for topics and authors are welcomed. Spontaneously submitted
reviews are also welcome but shall be submitted to standard peer reviewing. Potential
authors of such spontaneously submitted reviews should bear in mind that authors are
expected to have expertise in the reviewed field. The sections should be arranged in the
following order:

PAGE 1 (Title) and 2 (Abstract and Key Words) as in Original Articles.

PAGE 3 onwards _ Text should be arranged as best suited to cover the subject being
reviewed. If appropriate, the manner of reference collection should be described. The
use of headings, subheadings, and paragraph titles is encouraged for sake of clarity.
Abbreviations, Acknowledgements, References, Tables and Figures follow the format
described for Original Articles.

LETTERS TO THE EDITORS include Rapid Communications, Case Reports,
Technical Notes, and letters expressing comments or dissenting opinions concerning
papers recently published in CLINICS.

Case reports will be published only if justified by the extreme rarity of the case and/or
novelty of adopted procedures. Case reports should be arranged as follows:

PAGE 1 (Title) as in Original Articles.

PAGE 2 onwards _ Text (limited to 600 words) should be divided into a very brief
Introduction, Case Description, and Discussion. No abstract or key words are required,
but please make sure to copy your very brief Introduction into the abstract box on
Page 1 of the submission procedure. Abbreviations, References, Tables and Figures
follow the format described for Original Articles.

Rapid communications and Technical notes (limited to 600 words)  Authors
should format such contributions as best suited to the subject at hand. No abstract or
key words are required. Please copy an introductory sentence into the abstract box on
Page 1 of the submission procedure.

Letters expressing comments or dissenting opinions concerning papers recently
published in CLINICS are not submitted to peer review and are published at the
discretion of the Editor.

SUBMISSION - A copyright transfer form, signed by all authors, must be submitted
by fax (55-11-3069-7524) or by mail. Any financial or other relationships that could
lead to a conflict of interest must be disclosed in the copyright transfer form. If the
Editor considers this conflict of interest relevant to the paper, a footnote will be added
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to show the equity interest in or affiliation with the identified commercial firm(s).

As soon as authors are satisfied that the manuscript complies with the Journal format,
our site at http://mc.manuscriptcentral.com/clinics should be accessed. The system will
guide authors through the manuscript submission process and prompt authors to input
information into specific fields as they are submitting their manuscript. The Editorial
Office will be automatically notified of the submission and will send an email
confirming it as soon as the submission letter reaches the office. Progress of the article
through the Editorial Office procedures will be available to authors at all times.

Upon publication, CLINICS deposits all articles in SciELO, the Scientific Electronic
Library Online (www.scielo.br/clinics), a publicly available free open access database.
This complies with the policies of funding agencies, such as, the Wellcome Trust and
the Research Councils (United Kingdom), the National Institutes of Health (United
States), and the Deutsche Forschungsgemeinschaft (Germany) which request or require
deposition of the published articles that they fund into such publicly available
databases.
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Edited by:

Editor-1n-Chief: Howard Thomas

US Editor: Anna Lok

European Editors: Graham Foster and Peter Karayiannis

Print ISSN: 1352-0504

Online ISSN: 1365-2893

Frequency: Monthly

Current Volume: 16 / 2009

1S1 Journal Citation Reports® Ranking: 2007: 14/50 (Gastroenterology & Hepatology); 16/50 (Infectious
Diseases); 8/23 (Virology)

Impact Factor: 2.971

Author Guidelines

PUBLICATION POLICY

Submission is considered on the condition that papers are previously unpublished, are not offered
simultaneously elsewhere, that all authors (defined below) have read and approved the content, that authors
have declared all competing interests and the work has been conducted under internationally accepted ethical
standards after relevant ethical review.

Licensing

Manuscripts will be considered for publication in the form of original articles, reviews, short rapid
communications and letters. Letters to the Editor are possible and encouraged. Papers accepted must be
licensed for publication in the Journal of Viral Hepatitis and a completed Copyright Transfer Agreement must
accompany every accepted paper (see below). Authors will be required to transfer copyright in their paper to
Wiley-Blackwell. Copyright transfer is a condition of publication and papers will not be passed to the publisher
for production unless copyright has been transferred.

Online Open

OnlineOpen is a pay-to-publish service from Blackwell that offers authors whose papers are accepted for
publication the opportunity to pay up-front for their manuscript to become open access (i.e. free for all to view
and download) via the Blackwell Synergy website. Each OnlineOpen article will be subject to a one-off fee of
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Ethics
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has been obtained, that studies have been performed according to the World Medical Association Declaration of
Helsinki http://www.wma.net/e/policy/b3.htm and that the procedures have been approved by a local ethics
committee. If individuals might be identified from a publication (e.g. from images) authors must obtain explicit
consent from the individual.

Disclosures

Authors are required to disclose financial interests (e.g. employment, significant share ownership, patent
rights, consultancy, research funding, etc.) in any company or institution that might benefit from their
publication. All authors must provide details of any other potential competing interests of a personal nature
that readers or editors might consider relevant to their publication. A completed Col form must accompany
every accepted paper (see below)

Authorship
Authors must fulfil the following three criteria
= substantial contributions to research design, or the acquisition, analysis or interpretation of data
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= drafting the paper or revising it critically
= approval of the submitted and final versions

Clinical trials

Clinical trials should be registered and publications must include the registration number and name of the trial
register. If not available, please provide an explanation.

All articles are subject to review by experienced referees. The editors judge manuscripts suitable for
publication. All decisions made by the editors are final.

Material accepted for publication is copy-edited and typeset. Proofs are then sent to contributors for a final
check, but extensive changes to the proofs may be charged to the contributors.

SUBMISSION

Over the past few years, The Journal of Viral Hepatitis has become one of the leading journals in the field of
virology and infectious disease. This is reflected by the steadily increasing number of high-quality manuscripts
submitted to the Journal. With the exception of invited reviews, the Editors have decided to restrict the length
of a manuscript to 4000 words, excluding acknowledgements and disclosures, references, tables, figure and
table legends and figures, and to limit the number of figures and tables to a maximum of six items in the print
edition of the Journal (e.g. four figures and two tables) in normal circumstances, with any additional material
published online as supplementary material. Manuscripts that do not meet these formal criteria will be returned
for reformatting, which will delay submission. Exceptions to these guidelines may be made in certain
circumstances, at the discretion of the Editors. If you require an exemption, please indicate this in your cover
letter. The length of invited review articles remains at 5000 words and 50 references.

Article types

Reviews

The reviews are focused topical accounts that highlight new and/or controversial areas. The length of the
review article is typically limited to 5000 words and 50 references. All reviews are subject to review by
experienced referees. The Journal welcomes un-solicited reviews, but reserves the right to reject these without
formal review.

Original articles
Original articles describe the results of basic or clinical studies, clinical trials or significant case reports.

Rapid communications

Manuscripts submitted for the "short communications" section should be no more than 1,500 words in total,
include only one figure and a maximum of 8 references. They will be reviewed and accepted by the Editors on
the basis of their outstanding scientific value and the presentation of novel insights into health or disease.
"short communication™ articles will be only accepted with minor changes. Publication will be in the next
available issue with the aim to publish the manuscript about two months after submission. The Editors reserve
the right to reject the manuscript without formal review. Rejection for inclusion in the "short communications”
section does not disqualify for resubmission as an original article.

Letters to the Editors

Letters to the Editors offer opinions on papers published in the Journal of Viral Hepatitis. Text should not
exceed 400 words, and include no more than 5 references. Letters commenting on papers are sent to the
authors of those papers for a response. Letters are selected for their importance, relevance, and originality; not
all letters submitted can be published.

Book reviews
The Journal of Viral Hepatitis does not publish Book Reviews.

Help for authors

Pre-submission English-language editing

Authors for whom English is a second language may choose to have their manuscript professionally edited
before submission to improve the English. A list of independent suppliers of editing services can be found at
www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and arranged by the
author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for publication.

Digital artwork preparation
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