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RESUMO

No intuito de contribuir com o diagnéstico de doencas do metabolismo 0sseo,
como a osteoporose, foram realizadas analises espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénios (RMN-H?) do soro do sangue de
pacientes a fim de tragar, junto com a quimiometria, um perfil metabonémico
capaz de separar grupos portadores de doenca, daqueles saudaveis. Foram
coletadas 78 amostras de mulheres pés menopausadas, divididas em trés
grupos, controle (CO), osteoporose (OST) e osteopenia (OPN). Os espectros
obtidos foram pré processados e os resultados foram tratados estatisticamente
através de técnicas quimiométricas. O modelo obtido conseguiu separar os trés
grupos analisados, atraves do formalismo LDA (Andlise de Discriminante Linear)
com uma exatidao de 88%, especificidade de 88,5% e sensibilidade de 88%. Os
metabalitos significativos identificados através dos graficos dos loadings e do VIP
(Variable Importance in the Projection) foram: alantoina, lactato, lipidios
insaturados e carboidratos. Alterac6es nesses metabdlitos sdo relacionadas com
as vias de metabolismo dos lipidios, de carboidratos e de aminoacidos, algumas
das quais envolvem o0 sistema oxidante do metabolismo. O modelo
metabondmico proposto conseguiu separar 0s grupos portadores de doenca
(OST e OPN) do grupo controle, através da analise de componentes principais
(PCA) com variancia explicada 67,2% com duas componentes principais (PC),
chegando a 86,2% considerando cinco PC’s; o grupo de osteopenia foi
distinguido do grupo osteoporose usando o método estatistico Projecfes
Ortogonais para Andlise Discriminante de Estruturas Latentes (OPLS-DA) que
obteve Q2=0.41, R2Y=0.87 e p<0,01. Os parametros clinicos foram avaliados
quanto a sua influéncia no modelo e apenas os dados de densitometria éssea
tiveram valor estatistico (p<0,05), como esperado. Também foi apresentada uma
correlacdo entre os metabdlitos do soro e a presenca de osteoporose, um achado
relevante para aplicagdo na clinica médica, uma vez que fraturas podem ser

prevenidas quanto mais cedo forem diagnosticadas as perdas de massa 0ssea.

Palavras-chave: 'H-NMR. Metabonémica osteopenia osteoporose pos-

menopausa



ABSTRACT

To contribute to the diagnosis of diseases of bone metabolism, such as
osteoporosis, spectroscopic analyzes of the serum of patients were carried out in
order to draw a metabomic profile capable of separating disease-carrying groups
from those who are healthy.The 78 (voluntary) samples selected were divided
into three groups: control (CO), osteoporosis (OST) and osteopenia (OPN); and
analyzed individually through the Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (H-
NMR). The spectra obtained were pre-processed and the results were treated
statistically by chemometric techniques. The obtained model was able to
separate the three analyzed groups through the formalism LDA (Analysis of
Linear Discriminants) with an accuracy of 88%, specificity of 88.5% and sensitivity
of 88%, these results were considered very good for the model. The significant
metabolites identified through the loadings and VIP graph were: allantoin, lactate,
unsaturated glycerides and glycines. Changes in these metabolites are related to
lipid, carbohydrate and amino acid metabolism pathways, some of which involve
the oxidizing system. The proposed metabolic model was able to separate the
disease - bearing groups (OST and OPN) from the control group through the
principal components analysis (PCA) with variance explained of 67.2% already
in the first two main components (PC), reaching 86, 2% up to the 5th PC; the
osteopenia group was distinguished from the osteoporosis group using the
orthogonal formalism of the partial least squares discriminant analysis (OPLS-
DA) with Q2 = 0.41, R2Y = 0.87 and p <0.01. The clinical parameters were
evaluated for their influence on the model and only the bone densitometry data
had statistical value (p <0.05), as expected. There was also a correlation between
serum metabolites and the presence of osteoporosis, which is relevant for
application in the medical clinic, since fractures can be prevented the soonerthe

bone mass losses are diagnosed.

Keywords: H-NMR; metabonomics. Osteopenia. postmenopausal osteoporosis
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1 INTRODUCAO

Doencas 0sseas metabdlicas sao alteracdes generalizadas do esqueleto
devido a um desequilibrio entre a formacéo e a reabsorcéo 6ssea; esses males,
que surgem a partir de distintos processos patoldgicos crénicos, produzem
efeitos deletérios sobre a arquitetura 0ssea e a sua funcdo. O namero de
pessoas no mundo afetadas por essas doencas é substancial e crescente com
o envelhecimento da populacdo. A mais comum delas é a osteoporose, a qual &
caracterizada pela diminuicdo da densidade mineral 6ssea e o aumento da
fragilidade Ossea.

A osteoporose € considerada uma importante doenca degenerativa
presente na populacao; ela atinge, sobretudo, mulheres com faixa etéria a cima
dos 50 anos e pds-menopausadas. Por sua prevaléncia em idosos, ndo é
incomum a sobreposicdo do tratamento de osteoporose com o de outras
doencas, o que corrobora com um outro problema: os efeitos colaterais pelo uso
de muitos medicamentos.

Ao estudar a osteoporose deve-se levar em consideragdo um outro
problema ésseo, a osteopenia, que ocorre em pacientes que possuem uma
perda de massa 6ssea intermediaria. Embora se leve a um risco menor de
fraturas, comparando com a osteoporose, 0S osteopénicos sdo sabidamente
mais propicios as fraturas do que os pacientes saudaveis.

A osteoporose surge por um desequilibrio na homeostase dos processos
de formacdao e reabsorcdo 6ssea. Esse ultimo prevalecendo, gracas a acado dos
osteoclastos sobre osteoblastos. Essas duas células séo regidas por substancias
como a vitamina D, diversas citocinas e hormonios. A diminuicdo hormonal na
menopausa € uma das causas mais citadas quando se estuda a fisiopatogenia
da osteoporose pos-menopausa.

O diagnéstico da osteoporose é feito com auxilio da Densitometria Ossea
(DXO), um método referéncia, capaz de identificar medir a Densidade mineral
O0ssea e comparar com padrbes para idade e sexo. Toda a estratégia de
tratamento é realizada a partir dessa medida, junto com anamnese do paciente.

A DXO s6 identifica a perda de massa 6ssea ja estabelecida e ha uma linha
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ténue entre iniciar uma terapia medicamentosa precoce em pacientes
osteopénicos e iniciar o tratamento em pacientes osteoporoticos, diagnosticados
tardiamente. Sob o risco de prejudicar o paciente.

Por isso, os estudos de biomarcadores de formacao e reabsorcao 6ssea
sdo usados como ferramentas complementares ao diagndéstico, a fim de
anteceder as condicbes de perda irreversivel de massa Ossea. Entre as
ferramentas capazes de investigar possiveis biomarcadores, a metabonémica se
apresenta como uma ferramenta de analise de biofluidos capaz de identificar
metabdlitos e classificar amostras de paciente com osteoporose ou com
osteopenia.

A metabondmica fundamenta-se no uso de técnicas quimiométricas
empregadas a dados espectrais, principalmente de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), obtidos a partir de amostras de biofluidos como soro. O resultado
dessa abordagem € a obtencdo de um modelo metabonémico capaz de
diferenciar de forma reprodutiva, a partir do perfil metabonémico de cada
amostra (metabdlitos), os pacientes que sdo acometidos pela doenca daqueles
gue sao saudaveis.

Esta tese consiste em uma pesquisa aplicada, onde verificou-se os
resultados clinicos de pacientes com osteoporose e osteopenia, bem como se
prop6s um modelo metabonbémico, através da estatistica multivariada, capaz de
diferencia-los e assim abrir caminhos para um futuro uso no diagnéstico dessa
doenca. Além de agregar na pesquisa médica mais uma opcao de estudo, com

0 uso dessa técnica inovadora.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

O objetivo desse trabalho foi construir um modelo metabonémico capaz de
identificar potenciais biomarcadores presentes nos biofluidos (soro do sangue)
que tenham valor preditivo para o diagnostico de osteoporose em mulheres pés

menopausa.
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1.1.2 Especificos

v

Desenvolver modelos metabondémicos que apresentem correlacdo com a
medida de densidade mineral 6ssea de pessoas com e sem osteoporose
diagnosticada;

Identificar quais regides do espectro de RMN sé&o discriminatorias e atribui-
las a metabdlitos que sdo potenciais biomarcadores para diferenciar
pacientes acometidos pela osteoporose de pacientes saudaveis;

Utilizar o modelo metabondmico para separar grupos de pacientes com
osteoporose dos pacientes com osteopenia;

Correlacionar os dados clinicos dos voluntarios, obtidos em prontuario, com

os resultados do modelo metabondmico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECIDO OSSEO E SISTEMA ESQUELETICO

O o0sso € um tecido vivo dinamico e complexo, remodelado
continuamente. Cada 0sso, individualmente, corresponde a um 6rgdo composto
de vérios tecidos que desenvolvem fungdes especificas. O conjunto desses
orgaos, forma o sistema esquelético, que dentre as suas variadas funcdes
destacam-se: suporte e sustentacéo para os tecidos moles e fixacdo de tenddes;
protecdo contra impactos e lesdes; assisténcia ao movimento em conjunto com
o sistema muscular; producéo de eritrocitos (hematopoese) em sitos especificos
(medula); homeostasia mineral, principalmente, calcio e fosforo (TORTORA;
DERRICKSON, 2016).

Os o0ssos sdo organizados em dois tipos: trabecular (esponjoso), que
corresponde 20% da massa 0ssea dos adultos; e o cortical (compacto) que
corresponde a 80% (figura 1). Por possuir maior superficie Ossea e
consequentemente maior numero de células, o 0sso trabecular possui maior
atividade metabdlica que o osso cortical. Esse ultimo, desempenha funcdes
importantes na resisténcia e na formacao de canais de comunicacéo, chamados
de canais de Havers e canais de Valkmann (KHAJURIA; RAZDAN;
MAHAPATRA, 2014; IOLASCON, 2013; SEEMAN, 2008).

Osso compacto e 0sso esponjoso )
Osteon (unidade estrutural de osso

Lacunas contendo ostedcitos compacta)
Lamelas ' . .
. Trabéculas (0ss0 esponjoso)
Canaliculos

Osteon /= Canal de Havers

Perigsteo =

Canal de Volkmann
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Figura 1: Corte transversal de um 0sso longo mostrando os dois tipos de tecido 6sseo,
esponjoso e compacto. Além dos canais de Havers e Vakmann. (Fonte: U.S. National
Cancer Institute's Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program
(http://training.seer.cancer.gov/index.html). Disponivel em: https://is.gd/CiY4MR).

O metabolismo O6sseo, em geral, envolve quatro tipos celulares:
osteoblasto, osteoclasto, osteécito e as células de revestimento 6sseo. Os
osteoclastos e os osteoblastos sdo em menor numero e localizam-se nos sitios
de remodelamento ésseo. Os ostedcitos representam o maior nimero de células
0sseas, sdo derivados do osteoblasto. Ja as células de revestimento, recobrem
a superficie do osso (ASADA et al.,, 2013). Os osteoclastos sdo células
multinucleadas capazes de reabsorver o 0sso mineralizado, enquanto que 0s
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese dos componentes organicos da
matriz 6ssea (MEBAREK et al., 2013; SIDDIQUI; OWEN, 2013).

7

A matriz 6ssea corresponde ao material extracelular do osso, ela é
formada por componentes proteicos, celulares e minerais. Na matriz 0ssea
inorganica o componente mineral predominante sao os cristais de hidroxiapatita.
Esses cristais sdo formados por fésforo e calcio, que representam 99% do célcio
corporal e 80% do fosforo corporal total (LEWIECKI, 2011a). A matriz 6ssea
organica é formada predominantemente, de colageno tipo 1 (cerca de 90% de
toda a matriz); e, os outros 10% s&o representados por proteinas, como 0s
proteoglicanos (parte proteica), osteocalcina e osteonectina. A matriz organica
também é um reservatorio de fatores de crescimento, como os fatores de
crescimento semelhantes a insulina - | e Il (IGF-1 e Il) (BIGUETTI et al., 2019;

SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002; SEEMAN, 2008).

A remodelacdo 6ssea € o processo homeostatico pelo qual o osso vai se
renovando ao logo do tempo. O processo normal de remodelacédo 6ssea consiste
em quatro fases: ativacéo, reabsorcao, reverséo e formacao da fase de repouso
(Tabela 1). A saude 6ssea € mantida por um continuo remodelamento 6sseo que
depende de um equilibrio entre as fungbes dos osteoclastos e osteoblastos. A
perda 6ssea ocorre quando a reabsorcao excede a formagéo 6ssea (MORI et al.,
2013; RAGGATT,; PARTRIDGE, 2010)


http://training.seer.cancer.gov/index.html)
https://is.gd/CiY4MR
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Tabela 1: Tabela: Fases da remodelacdo 6ssea (TELLA; GALLAGHER, 2014a).
(Adaptado)

FASE CARACTERISTICA

Ativacao Osteoclastos séo recrutados para a superficie do 0sso

Reabsorcdo Osteoclastos geram um microambiente acido entre a célula e a
superficie do 0sso, dissolvendo ou reabsorvendo o contetdo

mineral do 0sso.

Reversao Osteoclastos sofrem apoptose e o0s osteoblastos sé&o

recrutados para a superficie 6ssea.

Formacao Osteoblastos depositam colageno; isso € mineralizado para

formar novo 0sso.

O processo de remodelacdo Ossea, mais intenso nas trés primeiras
décadas de vida, é responsavel por criar um pico de massa 0ssea, além da
caracteristicas fisicas como a geometria e a resisténcia do 0sso. Os 0Ss0s
crescem por ossificagdo endocondral (crescimento em comprimento) e por
aposicao periosteal (crescimento em largura). Durante a infancia a modelacéo
O0ssea ocorre fundamentalmente na superficie periosteal, e na adolescéncia
sobrevém a ossificacdo endocondral (MATKOVIC et al., 1990; LIN et al., 2003).
O pico de massa 6ssea € o maior grau de massa ou densidade 0ssea atingida
durante a vida, o seu auge ocorre em torno dos 20 nos de idade para a coluna e
o quadril, mas outros 0ssos, como o radio, podem atingir um pico aos 40 anos
de idade. Existem varios fatores, sobretudo os de origem genética, que
influenciam esse pico de massa 6ssea, mas outros também sao relevantes como
a etnia, o0 sexo, a ingestdo de calcio e vitamina D, o sedentarismo, além dos
maus hdabitos como tabagismo e alcoolismo (LIN et al., 2003; TELLA;
GALLAGHER, 2014b).

Ao longo da vida, os ossos sdo continuamente remodelados pela
homeostasia 6ssea buscando manter a microestrutura 0ssea que € fundamental
para o desenvolvimento das fungbes do esqueleto. A remodelagdo comega com
a reabsorgcdo 0ssea pelos osteoclastos e finaliza com a formacdo 6ssea pelos
osteoblastos. Portanto, a producdo dos osteoclastos a partir dos seus

precussores hematopoiéticos é fundamental para que ocorra a remodelacao
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0ssea. E os principais agentes envolvidos no processo de diferenciacdo dos
osteoclastos sédo: a interacdo entre o Receptor Ativador de Fator Nuclear kappa-
B (RANK) e o seu ligante (RANKL) e o Fator Estimulador de Colbnia dos
Macréfagos (M-CSF) (MABILLEAU et al., 2008). Esse ultimo sofre influéncia da
calcitonina, que ao se ligar no seu receptor inibe a acdo do M-CSF, ja a ligacéo
RANK-RANKL é contra regulada pela osteoprotegerina (OPG), uma proteina
expressa pelos osteoblastos, e regulada por citocinas e hormdnios (LEWIECKI,
2011b; XIONG; O'BRIEN, 2012).

A vitamina D [1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH)2D)] atua diminuindo a
acao dos osteoclastos por enfraquecer a producdo do RANKL. A insuficiéncia de
vitamina D, eleva as concentra¢gfes do paratormonio (PTH) circulantes e junto
com glicocorticoides (GCs) aumentam a producdo de RANKL e inibem a
producdo de OPG, favorecendo a reabsorcao 6ssea. Ja o estrogénio e o Fator
de Crescimento Tumoral f (TGFB) aumentam a producédo de OPG pelos
osteoblastos, inibindo a osteoclastogénese (INADA; MIYAURA, 2010;
AGHOLME; ASPENBERG, 2011).

Em idosos, baixos indices de vitamina D s&o detectados sobretudo devido
a: acdo do envelhecimento, reducédo dos processos de sua absorcao intestinal,
baixa da atividade da enzima 25(OH)D-1a-hidroxilase e da capacidade de sua
sintese na pele, causando baixa massa Ossea e fraturas. Além disso, a
deficiéncia de estrogénio é fator importante nas mulheres pés-menopausa onde
h& uma intensificacdo nesse processo, chegando a ser registrada mais de 10%
de diminuicdo na Densidade Mineral Ossea (DMO) e cerca de 15 a 20% de
aumento no indice de fraturas vertebrais em mulheres apds os 60 anos. Na
menopausa, a deficiéncia de estrogénio prejudica o metabolismo 6ésseo,
aumentando a atividade de reabsorcdo osteoclastica sem um aumento
correspondente na atividade osteoblastica. O resultado é o aparecimento da
osteoporose pos-menopausa (INADA; MIYAURA, 2010; TELLA; GALLAGHER,
2014a).

2.2 OSTEOPOROSE
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A osteoporose é uma doenca esquelética sistémica, caracterizada por
uma baixa massa 0ssea e uma deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo
com consequente aumento da fragilidade éssea, o que predispbe 0 risco
aumentado de fraturas. Ela atinge dez milhdes de brasileiros, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018). Dados da International
Osteoporosis Foundation (IOF, 2018) apontam que a doenca atinge mais de
duzentos milhdes de mulheres e causa quase nove milhBes de fraturas
anualmente no mundo. De acordo com a Sociedade Brasileira de Reumatologia,
as projecdes estimadas para 0s proximos anos revelam que o numero de fraturas
de quadril osteoporéticas atinja 140 mil pessoas por ano até 2020 (STOLNICKI;
OLIVEIRA, 2016).

Na maioria dos casos, a osteoporose é uma condicdo relacionada ao
envelhecimento e pode manifestar-se em ambos o0s sexos, mas as mulheres sao
as maiores acometidas: uma em cada trés, acima de 45 anos de idade, tem
predisposicao a desenvolver osteoporose. A incidéncia da doenca pode variar
de 14% a 29% em mulheres acima de 50 anos de idade e chegar até 73% em
mulheres acima de 80 anos de idade. Em mulheres acima de 50 anos de idade,
o risco de fratura do colo do fémur é de 17,5% e da coluna, de 16%. A presenca
de uma fratura vertebral dobra o risco de futuras fraturas vertebrais (MATTOS,
2017).

2.2.1 Classificacdo Da Osteoporose

Para se classificar a osteoporose deve-se levar em consideragdo a
resisténcia 6ssea, que reflete a integracdo de dois parametros principais:
densidade e qualidade 6sseas (NIH, 2001). A resisténcia do osso a fraturas, é 0
resultado da sua composicao estrutural, mineral e pelas atividades das células
0sseas, que sdo responsaveis pelo metabolismo 6sseo e a habilidade de reparar

lesbes e micro lesbes nesse tecido (SEEMAN, 2008).

Os critérios para o diagnostico da osteoporose foram definidos em 1994
pela Organizagdo Mundial de Saude, levando em consideragéo os resultados de

exames de Densitometria Mineral Ossea (DXA), uma técnica baseada emdupla
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emissao de raios X e nao invasiva. Nesta avaliacdo o item T-Score compara a
densidade mineral 6ssea (DMO) de um individuo portador de baixa massa 0ssea
com o valor médio esperado para adultos jovens e expressa essas diferencas
sob a forma de desvio padrao (DP) (WHO, 1994). A baixa densidade mineral
0ssea (expressa em gramas por centimetro quadrado) é um preditivo de fraturas,
com um risco relativo de fratura nos sitios de estudo (quadril, coluna e fémur),
sem valor limite absoluto para definir um estado patolégico (DEMPSTER, 2011,
KHOSLA; MELTON, 2007).

Quando o T-Score € igual ou maior que -1,0 DP, considera-se uma
densidade mineral 6ssea normal. Existe baixa DMO quando o T-Score encontra-
se entre -1,0 e -2,5 DP, condicdo chamada de osteopenia. J& a osteoporose é
classificada quando o T-Score € igual ou inferior -2,5 DP (Tabela 2). Chamamos
de osteoporose grave ou estabelecida quando o T-Score esta a baixo de -2,5 DP
e o individuo apresenta uma fratura por fragilidade associada (BARBOSA, 2013;
KANIS et al., 2009).

Tabela 2: Tabela 2: Classificagdo da DMO de acordo com o T-Score do DXA. (Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude).

T - Score

0SSO NORMAL Maior que -1
OSTEOPENIA Entre -1 e -2,5
OSTEOPOROSE Menor que -2,5

Embora o risco de fratura seja maior entre 0s pacientes comosteoporose
do que entre aqueles com osteopenia, o0 nimero crescente de pessoas com

osteopenia significa que este grupo representa uma parte substancial da
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populacao em risco de fratura. Isso se deve ao fato da osteopenia ser um grupo
de risco intermediario (KHOSLA; MELTON, 2007). Para auxiliar na tomada de
decis&o no grupo de paciente osteopénicos, os profissionais de saude fazem uso
da ferramenta FRAX ®, que avalia o risco individual de fraturas do quadril e
fraturas osteoporoéticas nos proximos 10 anos de vida (FRAX ®, 2008). Esse
modelo foi desenvolvido a partir de estudos populacionais em todos os
continentes e leva em consideracdo idade, perda de peso, fraturas prévias,
etilismo excessivo, tabagismo atual, presenca de artrite reumatoide, osteoporose
secundéaria (por uso de medicamentos), imobilidade, consumo de
glicocorticoides e histérico familiar de fratura. No entanto, ha uma série de
limitagdes por ndo levar em consideracao fatores de risco relacionado a queda e
também por ndo ser (til em pacientes com osteoartrite, que podem ter aumento da
DMO de coluna em 10%(KANIS et al., 2011). A prevencao eficaz de fraturas
pode ser melhorada através da combinacédo de medicdes da densidade mineral
O0ssea com fatores de risco clinicos (CURTIS et al., 2017; DE LAET et al., 2005).

Para auxiliar na identificacdo de pacientes com osteopenia que estdo em
risco aumentado de fraturas, sdo realizados testes adicionais que contribuem na
tomada de decisao, principalmente entre pacientes com valores semelhantes

para a densidade mineral 6ssea. Sdo eles:

e Avaliagdo de fraturas vertebrais - Embora o melhor preditivo de
fraturas seja uma fratura anterior, as fraturas vertebrais podem nao
ser clinicamente aparente. Em pacientes assintomaticos com
osteopenia, a radiografia €, portanto, uma ferramenta Util para
descobrir quaisquer fraturas vertebrais ndo reconhecidas
(CUMMINGS; MELTON, 2002; KAPTOGE et al., 2006; SZULC,
2018).

e Testes laboratoriais - Devem ser observados os niveis séricos de
calcio e fosforo, testes de funcéo renal e hepatica, medicdo de
horménio estimulante da tireoide. Em situacdes de pacientes com
valores de DMO com T escore de -2 ou inferior, uma avaliacdo dos
niveis de deficiéncia de vitamina D, que sdo comuns em mulheres
pos-menopausicas e podem contribuir para a perda Ossea. A

deficiéncia de vitamina D deve ser tratada antes de iniciar a
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terapéutica farmacoldgica (FINK et al., 2016; GAUGRIS et al.,
2005; JAMAL et al., 2005) .

2.2.2 Biomarcadores na Osteoporose

Biomarcadores também sédo usados como adjuvantes na identificacdo de
pacientes com osteoporose e podem ser identificados em andlises laboratoriais.
Isso depende da medicdo de enzimas e outras proteinas liberadas durante a
formacdo do tecido e dos produtos de degradacdo, produzidos durante a
reabsorcdo Ossea. Varios marcadores bioquimicos ja foram identificados e
permitem uma analise sensivel da taxa de formacéo 6ssea e a reabsor¢cédo 6ssea
do esqueleto. Embora esses marcadores 0sseos ainda ndo sejam muito utilizados
no diagnostico da osteoporose, devido a sua especificidade, parecem ser Uteis
para o acompanhamento individual de pacientes com osteoporose tratados com
agentes anti-reabsorcéo (EASTELL, 2001; PAGANI; FRANCUCCI; MORO, 2005)

Segundo Watts (1999), os marcadores bioquimicos 6sseos sdo divididos
em 3 categorias: (I) enzimas ou proteinas, que sdo secretadas pelas células
envolvidas na remodelacao; (Il) produtos da quebra do colageno; (Ill) produtos
oriundos da sintese do novo tecido 6sseo. Por se tratar de um processo
conjugado, esses marcadores refletem o estado total da remodelacédo e sédo, em
geral, classificados de acordo com as situacdes nas quais estdo agudamente
elevados. Uma vez que o processo de reabsorcdo é mais curto que o de formacao,
marcadores de reabsorcdo respondem mais rapido as mudancas que os de
formacdo (MARQUES et al., 2016; ROSS; KNOWLTON, 1998).

Entre os marcadores de reabsorcéo 0ssea destacam-se a Fosfatase Acida
Tartarato-resistente (TRACP) e produtos da degradacao do colageno, como os
telopeptideos (CTX-l e NTX-I). A fosfatase acida é uma enzima lisossomal
presente nos 0ssos, plaquetas, eritrocitos, baco e prostata. Das suas cinco
isoenzimas, a isoforma Ossea é tartarato resistente. Existem ensaios para sua
guantificacdo no plasma e soro, sendo 0s niveis séricos usualmente mais altos
que os plasmaticos devido a liberacdo da fosfatase &cida dos eritrécitos durante a
coagulacao. Poréem, reflete mais o nUmero do que a atividade dos osteoclastos. J&

0os marcadores de formacao 6ssea sdo numerosos, os fragmentos pro-
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colageno sdo secretados por osteoblastos que clivam esses fragmentos nas
terminac6es amino e carboxi-terminais na sintese do colageno tipo I. Formando
os fragmentos amino-terminais (PINP) e carboxi-terminais (PICP) (VASIKARAN et
al., 2014).

Uma vez que a reabsorcdo 0ssea e formacdo de 0SSO S0 processos
acoplados, marcadores de reabsorcéo e a formacao 6ssea podem ser utilizados
para avaliar a taxa de remodelacdo 6ssea (SEIBEL, 2005). Em estudos
populacionais, o aumento da remodelacdo 0ssea estd associada com um risco
aumentado de fratura, independentemente da densidade mineral 6ssea, e com
uma probabilidade mais elevada de perda Ossea acelerada (MILLER et al.,
1999a; WU et al., 2014).

Componentes séricos como o colesterol também foram relacionados ao
metabolismo 6sseo, a hipercolesterolemia tem sido associada a baixa densidade
mineral éssea em alguns estudos: Orozco (2004) divulgaram que mulheres na
pés-menopausa com perfil lipidico alterado tinham DMO lombar e femoral mais
baixas e tinham um risco aumentado de osteopenia em comparacao aquelas
com perfil lipidico normal, sugerindo que a hiperlipidemia poderia estar associada
a osteoporose. Em um estudo longitudinal de Tanké et al. (2003) verificaram que
em mulheres na pds-menopausa com idade entre 50 e 75anos, aquelas com
aumento no colesterol sérico apresentaram as maiores redu¢des na DMO da
coluna, independentemente da mudanca no indice de massa corporal. Poiana et
al. (2013) realizaram um estudo de coorte com 610 mulheres osteoporoéticas pés
menopausicas, e correlacdes significativas entre o perfil lipidico e DMO foram
observadas.

Ha estudos que correlacionam lipidios insaturados com a saude
esquelética, estes incluem varios mecanismos potenciais, como 0 aumento da
interleucina-6 (IL-6) e da proteina C-reativa (PCR) referentes a idade,
relacionando-os com a osteoporose (LENCEL; MAGNE, 2011; SIASOS et al.,
2011). Lipidios oxidados, caracteristicos de hiperlipidemia, modulam a
reabsorcdo do horménio da paratireoide (PTH), induzindo a expressao de
RANKL e suprimindo a diferenciagéo de células do estroma da medula 6ssea em
osteoblastos (SAGE et al., 2011; TARAKIDA et al., 2011; WANG et al., 2018).
Majima et al. (2008) relataram que mulheres pés-menopausicas com perfil
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lipidico normal apresentam um nivel sérico de fosfatase alcalina especifica (BAP)
significativamente maior em comparacao com mulheres na pés- menopausa com
hipercolesterolemia (MAJIMA et al., 2008) . Além disso, o telopéptideo N-terminal
do colageno tipo | (NTX) apresenta correlacdo positiva e significativa com o
colesterol total (CT) e o colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)
nas mulheres (YOU et al., 2011).

Ja o estresse oxidativo ou baixos niveis circulantes de antioxidantes,
foram propostos como relacionados a reducdo da densidade mineral 0ssea
(DMO) e percussores de osteoporose (LEE et al., 2015). Os estudos de Lv et al.
(2016) trazem informagBes relevantes a respeito do uso de metabdlitos
enddgenos como potenciais preditivos da osteoporose; foram identificados
perturbacdes metabodlicas no acido araquidbnico, leucina, isoleucina, lactato,

taurina e colesterol, correlacionadas com a diminuicdo da massa 6ssea.

No entanto, a reprodutibilidade a longo prazo de medicdo do marcador
0sseo0 em um paciente Unico, que depende das caracteristicas analiticas e
alteracdes bioldgicas dos metabdlitos, permanece mal documentada (HANNON;
EASTELL, 2000; VASIKARAN et al.,, 2011). Esta informacdo é de crucial
importancia para o uso clinico de marcadores bioquimicos onde uma Unica

medida deve permitir a identificacdo de pacientes em risco a nivel individual.

2.2.3 Tratamento

Dependendo da avaliacdo do risco de fratura, intervencbes nao
farmacoldgicas e farmacoldgicas sdo recomendadas (KANIS, 2002). O risco
pode ser estratificado de acordo com o sistema FRAX em conjunto com analise
dos biomarcadores disponiveis (Tabela 3).

Tabela 3: Estratificacdo do risco de fratura versus intervencdes recomendadas
(TELLA; GALLAGHER, 2014a).

RISCO DE FRATURA INTERVENCAO RECOMENDADA
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Baixo Recomendar mudancas no estilo de vida e ingestao
diaria adequada de calcio total de 1200 mg e vitamina
D 800 Ul

Moderado A medicacdo pode ou ndo ser considerada

necessaria, além do aconselhamento sobre estilo de
vida e ingestdo diaria adequada de célcio e vitamina
D. Importante discutir op¢cdes com o0 paciente e
procurar outros fatores de risco clinicos, como perda
de altura vertebral, fraturas, uso prolongado ou

repetido de corticosteroides e quedas recorrentes.

Alto Considerar o tratamento farmacolégico, além do
aconselhamento sobre estilo de vida e ingestédo
adequada de célcio e vitamina D. Os pacientes com
fratura de quadril e outras fraturas sado considerados

de alto risco.

Com relagao a terapia medicamentosa a Food and Drug Administration
aprovou uma série de medicamentos para a prevencdo da osteoporose pos-
menopausa, incluindo bisfosfonatos (alendronato, risedronato, e ibandronato),
modulador do receptor de estrogénio seletivo (raloxifeno) e estrogénios orais ou
transdérmicos (CRANNEY et al., 2002; FDA, 2018). Porém, a decisédo de qual
tratamento farmacoldgico usar deve fundamentar-se em fortes evidéncias de que
a intervencédo realmente evitara fraturas e suas consequéncias; e se o esperado
beneficio excede o0s riscos e efeitos adversos do uso dos medicamentos
(WANNMACHER, 2004).

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) ainda pode ser considerada uma
opcéao de primeira linha para prevencéo de perda 0ssea e fratura no periodo pés-
menopausa precoce, por um periodo de 5 anos em mulheres com baixo risco de
eventos adversos classicamente associados a TRH. Combinacdes de estradiol
e didrogesterona proporcionam um alivio muito eficaz dos sintomas da
menopausa e a prevencao da osteoporose(STEVENSON; PANAY; PEXMAN-
FIETH, 2013). No entanto, varios estudo apontam os riscos da terapia hormonal,
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sugerindo um maior conhecimento das vias biolégicas que medeiam a TRH e os
biomarcadores para essas doencas (MANSON et al., 2013; PRENTICE, 2014).

As decisdes relativas a terapia farmacologica devem considerar o longo
periodo de tratamento (geralmente prescrito durante pelo menos 5 a 10 anos e,
por vezes, indefinidamente) e os seus custos substanciais e possiveis efeitos
colaterais. Fatores de risco adicionais para fratura como por exemplo, fraturas
vertebrais ou uso prolongado de corticoide, sao nitidamente candidatos a terapia
farmacoldgica. Entretanto, na auséncia de tais indicagbes convincentes, a
avaliacdo do estilo de vida combinada com acompanhamento da DMO é uma
estratégia razoavel, desde que o paciente ndo esteja na faixa osteoporotica,
condicao favoravel a terapia farmacoldgica, inclusive para a prevencao de mais
perda 6ssea. (MILLER et al., 1999b; KHOSLA; MELTON, 2007).

Alguns entraves na area de doencas metabdlicas 0sseas ainda néo
resolvidas, como a incapacidade de distinguir com clareza entre as mulheres
com osteopenia nos quais a terapia medicamentosa se justifique e aquelas nas
quais as intervencdes no estilo de vida sdo suficientes; a relevancia da DMO em
outros sitios além do quadril; diferentes medigcbes de DMO obtidas com outros
aparelhos (por exemplo, ultrassonografia ou tomografia computadorizada);
incerteza nos valores de referéncia da DMO para pacientes de baixa estatura e
a divergéncia na definicdo do intervalo ideal para acompanhamento da DMO,
também sao descritas como dificuldades que podem ser minimizadas pelo uso
concomitante de biomarcadores no diagnéstico das doencas do metabolismo
0sseo (PASCO et al., 2006; KHOSLA; MELTON, 2007; SCHMIDT et al., 2018).

Embora haja muita expectativa sobre o uso de biomarcadores no
diagnéstico da osteoporose, a base de evidéncias para uso como preditivo de
fratura ndo é robusta o suficiente (VILACA; GOSSIEL; EASTELL, 2017). Além
disso existem trabalhos inconclusivos e por muitas vezes conflitantes (POIANA
etal., 2013) .

2.3 METABONOMICA
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A metabondémica € uma ferramenta inovadora na area de pesquisa de
biomarcadores em biofluidos e na aplicacdo em processos de auxilio no
diagndstico precoce de doencas. Seu carater pouco invasivo, uma vez que faz
uso da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de biofluidos
como soro ou urina, que sao de facil obtencdo, torna possivel o emprego da
metabonbmica na pratica médica, devido alta performance na identificacdo de
perfil de metabdlitos presentes, sensibilidade e especificidade (GODOY et al.,
2010).

O termo metabondmica foi usado inicialmente em um estudo publicado
por pesquisadores no Reino Unido no final da década de 1990. Nessa
publicacdo, foi definido o termo metabondmica como “a medida quantitativa da
resposta metabdlica multiparamétrica dindmica dos sistemas vivos a estimulos
fisiopatolégicos ou modificacbes genéticas”. Baseada na espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), a metabondmica surgiu como um método
inovador na analise dos metabolitos presentes em amostras bioldgicas. Além de
complementar informacdes obtidas pela gendmica e protedmica. Com a
vantagem de que a metabondmica trabalha com a identificacdo, caracterizacao
e quantificacdo de mudancas metabdlicas em um sistema bioldgico.
(NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999)

A metabondmica, frequentemente, € descrita como sinénimo do termo
metabolémica, porém héa diferencas entre essas duas abordagens.
Metabol6émica tem como objetivo a determinacéo e quantificacdo de metabdlitos
em uma amostra bioldgica, para isso, faz uso de técnicas de separacdo como a
cromatografia e utiliza-se principalmente da espectroscopia de massa como
ferramenta de analise. Por conseguinte, a metabonémica busca identificar um
perfil dos metabodlitos enddbgenos, presentes nos biofluidos, sem
necessariamente ter que isolar ou quantificar todos os componentes. Nessa
abordagem a espectroscopia de RMN é a ferramenta mais utilizada, uma vez
que é capaz de gerar uma “impressao digital” dos metabdlitos e com isso,
contribuir na classificacdo de grupos com alguma alteracdo metabdlica ou status
biol6gicos distintos (NICHOLSON e LINDON, 2008) e (DUNN; ELLIS, 2005).

As aplicacdes da metabondmica descritas na literatura variam de areas

quimicas, alimenticias e mais recente, area médica. Uma reviséo publicada em
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2012, mostrou o uso da metabonémica no estudo de biofluidos humanos para
diversos tipos de cancer, usando a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(DUARTE; GIL, 2012). Qiao et al.(2016) estudaram a esquizofrenia de pacientes
tratadas com olanprazina, através da metabon6mica analisando o plasma
sanguineo. Nosso grupo de pesquisa (DQF/UFPE) desenvolveu um modelo
diagnéstico para fibrose periportal por esquistossomose mansfnica em
pacientes com hepatite, através da abordagem metabonémica (GOUVEIA et al.,
2017)

E notavel o elevado nimero de publicacées, cujo objeto de estudo é a
estratégia metabondmica. Em consulta a plataforma web of Science
(webofknowledge.com) pode-se observar varias publicagfes a partir de buscas
com os termos “metabonomics or metabonomic” em titulos de artigos, resumos
e palavras-chave, no intervalo entre os anos de 1999 e 2018. A pesquisa
retornou mais de 11 mil artigos publicados, sendo observado um numero
crescente de artigos publicados a cada ano, evidenciando o interesse académico
(Figura 01).
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Figura 2: Grafico mostrando o ntmero de publicagcbes com os termos “metabonomics”
or “metabolomics” ao longo dos ultimos anos.

2.3.1 Espectroscopia De Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A metabonbmica baseia-se, principalmente, na espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) que é uma poderosa ferramenta utilizada

para elucidagéo estrutural de compostos quimicos inorganicos, organicos e
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biomoléculas. Para isso, se fundamenta nas propriedades magnéticas dos
ndcleos atémicos presentes em uma determinada amostra, permitindo a
deteccdo e quantificacdo de compostos quimicos localizadas no tecido vivo de
forma né&o invasiva (JUCHEM; ROTHMAN, 2014)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ndo deve ser
confundida com a Ressonancia nuclear magnética de imagem (RMI), mais
comumente utilizada na medicina pela capacidade de gerar informacdes
anatdbmicas e permitindo distinguir tecidos moles com nitidez. Os scanners de
RMI mais modernos fazem uso da espectroscopia de ressonancia magnética
(RMS) para fornecer informacdes da estrutura quimica e consequentemente, dos
metabdlitos do tecido, analisado in vivo, sendo mais especifica em diagnosticar
e avaliar doencas do que apenas a informacgédo morfolégica adquirida usando a
imagem anatémica sozinha, obtida pela RMI. Essas modalidades de ressonancia
utilizam campos magnéticos da ordem de 1,5 T (Tesla), de baixa resolucéo,
enquanto os espectrometros usados na metabondémica sdo superiores a 7T
(Tesla) , com alta resolucdo.(GALLAGHER, 2010; HOLMES; TSANG; TABRIZI,
2006)

A espectroscopia de RMN é adquirida a partir da interacdo dos nucleos
atdmicos com a radiacao eletromagnética, na presenca de um campo magnético
externo (Bo). Para que um ndcleo atdmico seja analisavel por RMN, é necessério
que ele possua spin nuclear (1) diferente de 0 (zero). Isso ocorre em nucleos com
namero atdbmico e/ou nimero de massa impar. Esse fenbmeno esta associado
a quebra da degenerancia (niveis iguais de energia) dos estados de spin (I) para
um determinado ndcleo atémico, na presenca de um campo magnético externo
(BO). Quando ocorre a quebra da degenerescéncia ha diferenca de energia entre
os estados de spin (AE), ficando um dos estados de energia ligeiramente em

excesso (Figura 03). Essa pequena diferenca entre as populac¢des dos niveis de
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energia € o que permite observar a ressonancia magnética nuclear (LEVITT,

2008; PAVIA et al., 2010).
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Figura 3: Diagrama de energia dos estados de spin para um ndcleo com nimero
guantico de spin | = 1/2, em funcgéo da intensidade do campo magnético aplicado BO.

Ao aplicar o campo magnético, os nucleos absorvem energia e comegam

a mudar de direcdo sobre seu proprio eixo. Esse movimento é chamado de

precessao e se da ao redor do campo. O momento magnético de spin se move

em um cone, com um angulo constante em relacdo ao campo. A frequéncia de

precessédo depende da forca do campo magnético externo - uma relacao descrita

pela equacédo de Larmor (Figura 04). Quanto mais forte for o campo magnético,

maior a frequéncia de precessao e o excedente populacional gera um vetor de

magnetizacdo (Mo) no sentido do campo aplicado (Bo) (LEVITT, 2008).
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O =000

Figura 4:Representacdo da precessao de um nucleo atbmico. Férmula da lei de Larmor
! w é a frenquéncia de Larmor, y é a razZdo magnetogirica e Bo o campo magnético

aplicado. (fonte: web, dominio publico)

Na presenca de um pulso definido de radiofrenquéncia (RF), lancado
sobre o sistema com campo magnético externo, que tem a mesma frequéncia
que os prétons (nucleos de H) em precessao, causa ressonancia e transferéncia
de energia, mudando a orientacdo do vetor magnetizacdo MO que estava
inicialmente no eixo Z (figura 5). Ao controlar o pulso, o vetor de magnetizacéo
MO pode girar em diferentes angulos decompondo o vetor de magnetizacdo em
duas componentes — no plano xy (Mxy) e no eixo z (Mz). Antes da aplicacéo do
pulso de RF, a componente Mz tem intensidade maxima, enquanto a
componente Mxy € nula. Apés a aplicacdo de um pulso de 90°, a componente
Mxy tem intensidade maxima e a componente Mz tem intensidade minima.
Quando o pulso de radiofrequéncia € desligado, o sistema tende a voltar a
condicao de equilibrio, por processos denominados de relaxacao (figura 5c¢). No
caso ilustrado, o tempo necessario para a componente no plano xy voltar a
condicao inicial € chamado de tempo de relaxagéo transversal (T2), enquanto o
tempo necesséario para a componente no eixo z voltar a condigdo inicial é
chamado de tempo de relaxagao longitudinal (T1) (CHAN et al., 2015; SKOOG,
2012)



33

Pulso 90°

(c)

b)) |

(d)

Figura 5: Efeito de um pulso de radiofrequéncia de 90° sobre vetor de magnetizacdo

MO. (Disponivel em: http://quimicanova.sbqg.org.br ).

No processo de relaxagdo ha liberacdo de energia absorvida por sensores
capazes de produzir o FID (do inglés Free Induction Decay ), que é o decaimento
livre de inducéo no tempo. Aplicando-se uma Transformada de Fourier, o sinal
no dominio do tempo é convertido no espectro de RMN que representa o nicleo
analisado como deslocamentos quimicos (figura 6). Cada nucleo, em uma
mesma espécie quimica, apresenta ambientes eletrénicos distintos e a grande
utilidade da espectroscopia de RMN é justamente poder identificar esses nucleos
baseado nos seus deslocamentos quimicos distintos (PAVIA et al., 2010;
BARROS, 2017).
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Figura 6:(A) FID obtido de pulso de RF de 90° no canal de hidrogénios para amostras
de soro. (B) Espectro de RMN obtido apds Transformada de Fourier no mesmo FID.

A abundancia natural do is6topo de hidrogénio-1 é de 99,98% e a sua alta
frequéncia nos biofluidos fazem com que a estratégia metabondémica use
preferencialmente a espectroscopia RNM de H para gerar o perfil de metabélitos
desses biofluidos, embora existam outros nucleos, como 3C, 3P e 5N, que

também poderiam ser utilizados (KEUN, 2006).

Em solucdes verdadeiras, os tempos de relaxagcdo transversal e
longitudinal sdo os mesmos. Porém, em amostras bioldgicas que apresentam
moléculas de diferentes pesos moleculares, esses tempos de relaxacdo (T1 e
T2) tendem a ser ligeiramente diferentes, o que acabam por tornar os sinais do
espectro de RMN alargados. Para solucionar esse problema foi utilizado um
pulso de RF especifico chamado Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), onde foi
acrescido um filtro T2 capaz de minimizar os efeitos indesejaveis das moléculas
com alto peso molecular, tornando o espectro mais propicio as analises com
sinais mais finos (DYSON; PALMER, 2012).

Outro problema encontrado no espectro de RMN de biofluidos € o intenso
sinal da agua. Por ser a maior composicdo das amostras, a agua também acaba
sendo o sinal mais expressivo no espectro, isso interfere na visualizacdo dos
sinais adjacentes. Esse problema é solucionado aplicando-se um pulso seletivo
capaz de suprimir o sinal da agua (PRESAT) e resultando num espectro padréao
com maior numero de informacfes disponiveis (DYSON; PALMER, 2012;
ZHANG,; LIU; MAO, 2017).

Assim como em outros ramos das ciéncias e tecnologia, a metabondmica,
utiliza-se de um numero crescente de variaveis obtidas a partir do espectro de
RMN em programas computacionais, que dividem o espectro em partes iguais
chamadas de bins e delas se calcula a area. Essas medidas podem ser
organizadas em uma tabela de dados (matriz de dados), onde cada linha
constitui uma observacdo (amostras) e as colunas representam as variaveis.

Essas matrizes de dados séo extensas e complexas ao ponto de dificultar sua
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exploracdo por meétodos estatisticos tradicionais, para tanto € necessario 0 uso
de ferramentas apropriadas como o0s métodos quimiométricos (WOLD;
SJOSTROM; ERIKSSON, 2001; WEBB, 2002).

2.4 QUIMIOMETRIA

A Quimiometria é definida, de maneira sucinta, como uma ferramenta que
usa conhecimentos matematicos e estatisticos para planejar e otimizar
experimentos a fim de obter o maximo de informagéo de dados multivariados
associados a problemas quimicos (SILVA, 2017). A analise multivariada € uma
das técnicas usadas pela quimiometria, sobretudo no reconhecimento de
padrées, pode ser dividida em dois grupos: técnicas nao supervisionadas, que
se definem por n&o fazer uso da informacédo de classe das amostras e sao
usadas para estabelecer ou analisar agrupamentos naturais dos dados.
Enquanto, as técnicas supervisionadas sdo aquelas que usam informacdes de
classe e que através de pré-processamentos e validagcdo sdo capazes de
construir modelos matematicos para aperfeicoar a separacdo entre duas ou mais
classes (WEBB, 2002) (BRERETON, 2013).

A Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal
Component Analysis) € uma técnica de analise multivariada ndo-supervisionada.
Ela pode ser descrita como um método para modificar o conjunto de variaveis
originais e correlacionadas, em um novo conjunto de variaveis nao
correlacionadas, designadas componentes principais (CP). Cada componente
principal (CP) é uma combinacéo linear das variaveis originais e elucida parte da
variancia dos dados que nao € explicada por nenhuma outra CP. O estudo desse
novo conjunto de dados é chamado de analise exploratéria e € indicada para
visualizacdo e deteccdo de agrupamentos, tendéncias e possiveis amostras
andémalas (OLIVEIRA DA SILVA, 2010; DAIS; HATZAKIS, 2013).

A analise multivariada por discriminantes lineares (do inglés, Linear
Discriminant Analysis), LDA, é uma técnica quimiométrica supervisionada, que
se baseia na criacdo de funcdes lineares que promovam uma maximizagao na

distancia geométrica entre as classes e uma minimizac¢ao, nas distancias entre
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as amostras de uma mesma classe, auxiliando na sua classificacdo. A analise
LDA também esta relacionada a identificacéo das variaveis que discriminam o0s
grupos (BRERETON, 2013; DIONISIO DA SILVA, 2017).

Outro método supervisionado bastante utilizado em quimiometria € a
regressao por minimos quadrados parciais acoplada a analise de discriminantes,
PLS-DA (do inglés Partial Least Squares Discriminant Analysis), que estabelece
um novo conjunto (variaveis latentes) de combinacdes lineares a partir das
variaveis originais. Seu uso € apropriado para otimizar a separacao entre
diferentes grupos de amostras, na qual € relacionada por duas matrizes,
contendo dados espectrais e uma matriz contendo informacdes de classe
referente a cada amostra utilizada no estudo. PLS-DA permite a identificacdo de
sinais interferentes e a avaliacdo de dados altamente correlacionados como a
contribuicdo de cada variavel para a construcdo dos modelos, pesos, os valores
VIP (do inglés, variance importante on projection) que podem ser usados para
identificacdo das variaveis mais importantes (BARROS, 2017; BERRUETA;
ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007; DIONISIO DA SILVA, 2017).

A PLS-DA possui uma extensdo chamada regressao por minimos
quadrados parciais em componentes ortogonais, OPLS-DA (do inglés,
Orthogonal Partial Least Squares). Que usa a correcao ortogonal do sinal uma
técnica de pré-processamento usualmente aplicada a dados espectrais, como o
RMN. O OPLS-DA possui uma capacidade preditiva semelhante em comparacéo
com o PLS-DA, porém melhora a interpretacdo dos componentes preditivos e da
variagdo sistematica (PINTO; TRYGG; GOTTFRIES, 2012; DANESHVAR et al.,
2015).

A validacao cruzada (LOOCV, do inglés leave-one-out cross validation) é
uma das formas mais usadas para autenticar os modelos obtidos pelas técnicas
quimiométricas. Nela, sdo criados modelos utilizando n-1 amostras (onde n é o
namero total de amostras), usando as mesmas variaveis utilizadas no modelo
original, e a amostra que foi excluida em cada caso € testada pelo respectivo
modelo. Este procedimento é repetido para todos os n subconjuntos com n-1
amostras. Em especial no formalismo PLS-DA, o LOOCV é capaz de expor
parametros de qualidade estatistica através da determinacdo dos valores de

habilidade preditiva (Q2), do coeficiente de determinacao (R2) e a exatiddo na
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classificacdo das amostras pelo modelo (WESTERHUIS et al., 2008; BARROS,
2017).
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 COLETA DOS DADOS E ASPECTOS ETICOS

Foram selecionados 102 pacientes da unidade de saude PS Vila Roca
(Cabo de Santo Agostinho — PE), que procuraram a unidade por demanda
espontanea, para avaliar a baixa massa 0ssea. Eles foram classificados em trés
grupos de acordo com o diagnostico: portadores de osteoporose (OST),
portadores de osteopenia (OPN) e saudaveis (CO).

Esses pacientes foram submetidos a anamnese que levou em
consideracdo os seguintes critérios de inclusdo de exclusédo, além de aceitacéo
em participar do estudo através de assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE):

Inclusdo: Mulheres pos-menopausadas, sem tratamento farmacoldgico

para baixa massa 0ssea, idade inferior a 80 anos no dia da coleta e sem

doencas crbnicas concomitantes que pudessem interferir no estudo

(osteoporose secundaria).

Exclusdo: Homens e mulheres em periodo reprodutivo; uso de outros

medicamentos que possam interferir na DMO.

ApOGs a anamnese, as voluntérias foram submetidas a coleta de sangue,
com autorizacdo do comité de ética (processo n° 1.114.754). A quantidade de
participantes apés esse processo foi reduzida a 78, tendo em vista as perdas de

material durante o processo de coleta e realiza¢do das analises.

3.2 ESPECTROS DE RMN

Os soros coletados foram submetidos a andlise de RMN-H?, numa proporgéo
de 400uL de soro para 200uL de D20 em tubos de 5 mm de diametro. Os
espectros de RMN-H! foram obtidos utilizando uma sequéncia de pulsos com pré-
saturacdo do sinal da agua (PRESAT), combinado com uma sequéncia de pulsos
modificada de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) (BECKONERT et al., 2007), que
minimizam os sinais de moléculas de gorduras, em um aparelho VARIAN Unity
Plus 400 que opera a 400MHz, com 0s seguintes parametros: janela espectral de

6,4 KHz; tempo de espera (d1) igual a 2 s, tempo de aquisi¢do igual
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a 2,56 s, com 88 ciclos e 128 repeticdes. E o sinal em 1,33 ppm é atribuido ao

lactato e foi utilizado como referéncia de deslocamento quimico (0).

3.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os parametros clinicos dos participantes (idade média, densidade 0ssea,
indice de massa corporal, colesterol total e fosfatase alcalina) foram submetidos
a analise estatistica através de ANOVA e teste de Tukey. Foi adotado o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) para valor estatistico, usando o GraphPad Prism®
versao 7.0 (GraphPad Software Inc.,EUA). O teste “post hoc tukey” foi executado

para validar as diferencas estatisticas.

3.4 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os espectros obtidos por RMN-H! foram processados um a um, através do
software MestreNova 9.1 que dividiu a regido espectral entre 8.0 ppm e 0.5 ppm
em bins de 0.04 ppm cada, essa divisdo gerou uma matriz com 78 linhas
(amostras) e 184 colunas (variaveis), que foi submetida a analise quimiométrica.

O conjunto de dados obtidos foram pré-processados através da
normalizacdo pela soma, o que facilta a aplicacdo dos modelos de
processamentos quimiométricos, antes de serem analisados através da

plataforma MetaboAnalyst 3.0, disponivel na web (http://www.metaboanalyst.ca).

A andlise metabonbémica foi realizada com base nos modelos de Analise por
Componentes Principais (PCA), Regressdo por minimos quadrados parciais
acoplado a Andlise por Discriminantes (PLS-DA) e a sua variante ortogonal
(OPLS-DA). A Andlise por discriminantes lineares (LDA) foi realizada utilizando o
programa Statistica 10.0. Os modelos foram legitimados pela validacdo cruzada
LOOCV (do inglés Leaving-One-Out-Cross Validation) e os resultados foram
submetidos ao teste diagnostico e de rastreamento descrito pela Biblioteca Virtual
de Saude (BSV, 2018).


http://www.metaboanalyst.ca/
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Abstract

This is a report on how 1H NMR-based metabonomics was employed to
discriminate osteopenia from osteoporosis in postmenopausal women,
identifying the main metabolites associated to the separation between the groups.
The Assays were performed using seventy-eight samples, being twenty- eight
healthy volunteers, twenty-six osteopenia patients and twenty-four osteoporosis
patients. PCA, LDA, PLS-DA and OPLS-DA formalisms were used. PCA
discriminated the samples from healthy volunteers from diseased patient
samples. Osteopenia-osteoporosis discrimination was only obtained using
Analysis Discriminants formalisms, as LDA, PLS-DA and OPLS-DA. The
metabonomics model using LDA formalism presented 88.0% accuracy, 88.5%
specificity and 88.0% sensitivity. Cross-Validation, however, presented some
problems as the accuracy of modeling decreased. LOOCYV resulted in 78.0%
accuracy. The OPLS-DA based model was better: R2Y and Q2 values equal to
0.871 (p<0.001) and 0.415 (p<0.001). LDA and OPLS-DA indicated the important
spectral regions for discrimination, making possible to assign the metabolites
involved in the skeletal system homeostasis, as follows: VLDL, LDL, leucine,

isoleucine, allantoin, taurine and unsaturated lipids. These results indicate that
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1H NMR-based metabonomics can be used as a diagnosis tool to discriminate

osteoporosis from osteopenia using a single serum sample.

Keywords: metabolomics; skeletal homeostasis; biomarkers; bone density

1. Introduction

Osteoporosis is a multifactorial systemic skeletal disease that causes damage to
the microarchitecture of bone tissue, increasing the risk of fractures [1]. Women
in the postmenopausal period are the most affected by this problem because of
the hormonal deficiency that occurs during this period. Reduction of estrogen
levels promotes the homeostatic imbalance of the bone remodeling process,
causing an increase in bone resorption, deterioration of the microarachitecture,
and a decrease in bone mass. About 40% of women older than 50 years of age
are diagnosed with postmenopausal osteoporosis, making it necessary to pay
special attention to this patient group [2]. Estrogen replacement therapy (ERT)
has been considered the most effective for the prevention and treatment of
postmenopausal osteoporosis. However, investigations showed that estrogen
could lead to higher occurrences of endometrial cancer, stroke, cardiovascular

diseases and breast carcinoma [3]

According to WHO criteria, the osteoporosis diagnosis is performed from bone
mineral density (BMD) determination, using a T-score. Patients with bone mineral
density values (in T-score) higher than —1.0 are classified as healthy, while
patients with T-score minor than —2.5 are diagnosed with osteoporosis. Patients
who have T-scores between —-2.5 and -1.0 are not classified as having
osteoporosis, but also present risk of fractures higher than the medium of the

population. These patients are diagnosed with osteopenia [4].

The pharmacological approach is generally recommended for patients with
osteoporosis and osteopenia, as indicated by the fracture risk assessment
(FRAX), which takes into account other factors (BMI, used medications, previous
fracture, etc.) in addition to BMD. However, the decision of pharmacological

treatment carries with it the risk of adverse effects and side effects. Thus, early
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diagnosis of bone loss allows an intervention only with changes in patient lifestyle
[5,6].

Some serum biomarkers of bone formation (or resorption) are used to this
diagnosis. As the reabsorption process is faster than bone formation, levels of
bone resorption biomarkers change more rapidly than levels of bone formation
markers [7-9]. In addition, others metabolites are studied with correlation in bone
metabolism. Tanko et al.[10], Orozco et al.[11] and Poiana et al.[12] have
reported that postmenopausal women who presented abnormal lipid profile had
lower lumbar and femoral BMD and, therefore, higher risk of fractures. They
suggest an association between hyperlipidemia and osteopenia. Moreover,
amine-terminal collagen type | (NTX-I) telopeptides , which are markers of bone
resorption, present positive correlation with Total Cholesterol and LDL serum
levels [13]. Lv et al.[14] identified changes in arachidonic acid, leucine, isoleucine,
lactate, taurine and cholesterol serum levels and showed that these changes

correlated with loss of bone mass.

Metabonomics applies multivariate statistical formalisms to spectral data aiming
to correlate them to biochemical status. In metabonomics strategy, the working
hypothesis is that when life system is exposed to an external agent, by
homeostasis, there are changes in the concentration of endogenous metabolites
which can be associated to patients’ biochemical status. Therefore, it is possible
develop metabonomics models aiming to diagnose or assess a clinical therapy
[15,16]. There are various reports that make use of metabonomics for clinical
diagnosis. Duarte and Gil [17] showed the use of metabonomics in the study of
human biofluids to identify various types of cancer, using 1H NMR spectra. Qiao
et al.[18] studied schizophrenia in patients treated with olanprazine through the
metabolic analysis of blood plasma. Gouveia et al.[19] developed metabonomics
models to investigate periportal liver fibrosis caused by mansonic schistosomiasis
among patients diagnosed with viral hepatitis. Batista et al. [20] discriminated
intermediate from advanced liver fibrosis in patients using 1H NMR- based
metabonomics. Godoy et al.[21] used LDA metabonomics model to made

hepatitis C virus diagnosis from urine 1H NMR spectra.

Statistical formalisms employed in metabonomics assays are divided in two

categories: unsupervised, which doesn’t use class information, and supervised
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methods. Principal Components Analysis (PCA) is the unsupervised method
more used to investigate natural grouping and outlies. The samples and original
variables are projected in new coordinate system defined by Principal
Components (PC), producing case and loading plots, respectively. Each PC
explains part of variance contained in dataset. Among unsupervised methods,
Discriminants Analysis formalisms are the more employed, with highlight to PLS-
DA (Partial Least Discriminants Analysis), OPLS-DA (Orthogonal Partial Least
Discriminants Analysis) and LDA (Linear Discriminants Analysis). The
discriminants analysis formalisms are linear combinations of original variables
that relate to class matrix (matrix Y). In PLS-DA are build Latent Variables, similar
to PCA, but considering the variance contained into matrix Y; in OPLS-DA, the
systematic variance contained in matrix X (dataset) is divided in two groups,
where first component explains the higher variance contained into matrix Y
associated to difference between the classes, while the second group, called
orthogonal component, explains intraclass variance; LDA is a linear combination
of the some original variables. Therefore, LDA needs to use a variable selection
tool to build the discriminant function which will divide to space in two regions,

where the samples of each class are projected [15,16,22].

Our study was to use metabonomics strategy to discriminate osteopenia from

osteoporosis in postmenopausal women, using 1H NMR spectra of serum.

2. Materials and Method

Patients and Ethical Procedure

The study was developed using samples of postmenopausal women arising from
Cabo de Santo Agostinho city (Pernambuco/Brazil). These patients were
recruited by spontaneous demand when they were to Rheumatology Ambulatory,
where were submitted to anamnesis and the bone mineral density (T-scores) was
determined using the Hologic Bone Densitometer Discovery Ci. The body mass
index (BMI) of each patient and serum level of total cholesterol and alkaline

phosphatase were determined. In the study were excluded patients with others
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associated chronic disease as well as those who were making use of drugs that
affect BMD. After anamnesis, were recruited 78 volunteers who were distributed
in three groups: (1) Healthy, containing twenty-eight women; (2) Osteopenia,
being twenty-six patients; and (3) Osteoporosis, containing twenty-four patients.
This study received approval from the Ethics Committee of the Universidade
Federal de Pernambuco Health Sciences Center (Approval number
1.114.754/July 2015) and all volunteers signed the Free and Informed Consent

Term.

Statistical analysis

The clinical parameters of participants (mean age, bone density, body mass
index, total cholesterol and alkaline phosphatase) were submitted to statistical
analysis through ANOVA and Tukey test with significance level of 5% (p >0.05),
using the GraphPad Prism® version 7.0 (GraphPad Software Inc., USA).

Metabonomics assay

1H NMR spectra were performed using a VNMRS400 spectrometer operating at
400 MHz. Samples were prepared using 400 uL of serum and 200 pL of D20.
Acquisition used the following parameters: T2-filter associated to presaturation of
water signal (Presat-CPMG) pulse sequence, as follows: spectral window equal
to 6.4 kHz, acquisition time equal to 2.56 s, 128 transients, spin echo delay equal
to 400 ps, 88 cycles, giving a total echo time equal to 70.4 ms and saturation
delay equal to 2.0 s. [23] The signal attributed to methyl group of lactate (6 1.33
ppm) was used as chemical shift reference. Spectra were binned in the region
between & 8.00 and 0.00 ppm, 0.04 ppm/bin, excluding the region between 6 5.12
and 4.48 ppm. Spectral data were collected in a matrix with 78 cases (lines) and
184 variables (column). Dat aset were preprocessed using normalization by sum
(in line) and employed PCA, PLS-DA and OPLS-DA formalisms, using
MetaboAnalyst online platform. Metabonomics models were validated using
Leaving-One-Out Cross Validation (LOOCV) and permutation test, using 2000
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permutations. LDA Model was performed using Statistical® 10.0 software. The
selection of variables to build LDA model was performed using Wilk’'s Lambda.
3. Results

Table 1 shows clinical data of participants of each group, while Figure 1 presents
a typical 1H NMR spectrum of serum obtained in this study and main

assignments, identifying associated metabolites.

Table 1. Clinical data of studied volunteers

Studied Groups

Healthy ' . Tukey
Osteopenia  Osteoporosis
volunteers _ _ test
patients (2)  patients (3)
() p-value
Bone Density (T-scores)* -0.11 (#0.7) -1.64 (x0.4) -3.11(x0.5) <0.01
BMI (kg.m2) 25.35 (¥3.4) 27.20 (¥5.2) 25.58 (+4.8) 0.07
Cholesterol Total (mg.L™?) 216.28 226.4 217.7 0.15
(+28.2) (+37.3) (£40.8) '
Alkaline Phosphatase 102.5
78.0 (£36.9) 75.4 (+40.7) 0.14
(mg.L?) (£58.1)
Age (years old) 60.38 (+6.2) 61.88 (x7.9) 60.80 (x6.0) 0.17
n 28 26 24 -

* T-scores were measured in three regions — lumbar spine (L1-L4), femoral neck and femur
total It was considered the site with minor value. BMD collected until 90 days before *H NMR

analysis.
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Figure 1. Typical 1H NMR spectrum of serum (400 MHz, D20, Presat-CPMG pulse

sequence) used in the study.

The study used serum samples from 78 volunteers. Exploratory analysis was
performed using PCA formalism and results are presented in Figure 2. PC1 and
PC2 explain 71% of variance contained in the dataset. Separation between
healthy volunteers and patients (osteopenia or osteoporosis) samples can be
observed. There is no natural discrimination, however, between the osteopenia
and osteoporosis groups. The PCA loading plot indicates that regions & 0.88 —
1.32 ppm and & 3.12 — 3.28 ppm are important to discriminate diseased from
healthy volunteers. The control group presented higher intensity to signal at &
3.12 — 3.28 ppm, while diseased volunteers presented a more intense signal at &
0.88 — 1.32 ppm.
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Figure 2. PCA results using all dataset. On the left, score plot (PC1xPC2, 71% of
variance) - control (red circles), osteoporosis (green squares) and osteopenia (blue

triangles); The right, loading plot indicates the most important variables for

discrimination.

When PCA formalism was applied to the osteopenia/osteoporosis data, neither
separation was observed. Then, supervised methods were employed, such as
LDA (Linear Discriminant Analysis) and OPLS-DA (Orthogonal Partial Least
Square — Discriminant Analysis), aiming to discriminate between the osteopenia
and osteoporosis samples. A LDA model was built using six variables, as follows:
0 0.92, 1.28, 3.24, 3.68, 5.44 and 5.96 ppm. Table 2 shows the classification

matrix using the LDA model.

Table 2. Samples classification based on scores obtained from LDA Model
using fifty 'H NMR spectra — 26 osteopenia and 24 osteoporosis.

Clinical Diagnosis
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Osteopenia Osteoporosis
< % Osteopenia 23 (21)* 3 (5)*
— Osteoporosis 3 (6)* 21 (18)*

F6,43=8.60 p<0.001 *Classification after LOOCV.

The LDA model presented sensitivity, specificity and accuracy values equal to
88.0%, 88.5% and 88.0%, respectively. The F-test with 6 (variables used) and 43
(50-6-1) degrees of freedom was equal to 8.60 (p<0.001). After LOOCV, LDA
model presented 78.0% accuracy, 75% specificity and 80.8% sensitivity. Figure
3 presents results obtained applying OPLS-DA formalism to the osteopenia-
osteoporosis dataset (fifty samples). OPLS-DA model presented R2Y and Q2
values equal to 0.871 (p<0.001) and 0.415 (p<0.001), respectively, after

validation by permutation test.
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Figure 3. OPLS-DA results using only osteoporosis (green squares) and osteopenia
(blue triangles) samples from postmenopausal women. Score plot (at left) and VIP score
plot (at right).
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The VIP scores plot (Figure 3, right) indicates some spectral regions which are
responsible for discrimination, as follows: & 3.48 - 3.76 ppm and & 5.28 ppm,
where the signal intensities are higher in the osteopenia group than in the
osteoporosis group; © 0.88 - 0.92 ppm; 1.28 - 1.36 ppm; and 5.12 - 5.32 ppm,

where the signals are more intense in osteoporosis group.

4. Discussion

International Osteoporosis Foundation [24] data indicate that osteoporosis was
diagnosed in more de 200 million women and is associated with 9 million fractures
annually in the world. Generally, osteoporosis is associated to women and to
aging, but can be diagnosed in the young and also in men. About 33% of women
over 45 years old have a positive diagnosis for osteoporosis. When women over
80 are observed, the disease reaches about 73% of this population. This indicates
that is important to develop diagnostic tools that are able to discriminate
osteoporosis from osteopenia patients in this group (postmenopausal women).
The present study investigated only postmenopausal women, aiming to
discriminate osteopenia from osteoporosis, using 1H NMR- based
metabonomics. There were three groups — Healthy (28 volunteers), osteopenia

(26 patients) and osteoporosis (24 patients).

Table 1 indicates that there is only significant difference in bone mineral density.
This is natural, since bone mineral density is the common criteria to diagnose a
patient. The groups were similar in all the other parameters studied. The PCA
loading plot (Figure 2) suggests that the lipid profile of patients was slightly
different from healthy volunteers, since that variables & 0.88 — 1.32 ppm are
important to discriminate diseased from healthy samples. The Control group
presented greater signal intensity at & 3.12 - 3.28 ppm, while
osteopenia/osteoporosis patients presented increased integration values at &
0.88 — 1.32 ppm. Signals at 6 3.12 — 3.28 ppm were attributed to choline and
taurine, while signals at & 0.88 — 1.32 ppm were attributed to methylene and
methyl groups of VLDL and LDL. These results are in according with reports that
associated decrease in bone mineral density to increased LDL serum level

[14,25]. PCA loading plot shows that the control group samples signals were
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more intense at & 3.16-3.24 ppm, indicating that healthy volunteers had choline
and taurine serum levels higher than the osteopenia/osteoporosis patients. This
was also reported by Long et al.[26] and Lv et al.[20], who observed a decrease
in choline concentration in patients diagnosed with osteoporosis. Taurine is one
of the most abundant non-essential amino acids found in bones. This result
corroborates with studies correlating taurine as an osteoclast formation inhibitor
and osteoblast inductor [2,27,28]. Besides that, choline and tyrosine amino acids
were identified as important for the discrimination between healthy volunteers and
osteopenia-osteoporosis patients, with higher concentrations observed in the
control group. This observation agrees with reports in the literature[14,26],[29,30]
which indicate that choline and tyrosine concentrations decreased in patientwith
osteoporosis. Tyrosine is one of the amino acids present in thyroid hormones (T3
e T4) with an intimate relationship with the osseous metabolism and stimulates

the expression of genes in the osteoblasts for the production of collagen[29,30].

Exploratory analysis, however, did not discriminate osteoporosis from
osteopenia. Supervised formalisms were employed aiming at this discrimination.
A LDA Model was built using six variables which were associated with leucine,
isoleucine, lactate, taurine and unsaturated compounds. This metabonomics
model is significant statistically, since the F-test with 6 and 43 degrees of freedom
was equal to 8.60 (p<0.001). However, there was a grey area in the model, where
the classification was doubtful. This was evidenced when LOOCV (Leave-One-
Out Cross Validation) was carried out, resulting in a 78.0% accuracy.
Alternatively, OPLS-DA was used and the metabonomics model built was able to
discriminate between the groups, indicating that there was a significant difference
between them. The validation using 2000 permutation resulted in R2Y and Q2
values equal to 0.871 (p<0.001) and 0.415 (p<0.001), respectively. Figure 3
shows four spectral regions important for discrimination: 6 0.88 - 0.92 ppm; 6 1.28
- 1.36 ppm; & 3.48 - 3.76 ppm; and & 5.12 - 5.32 ppm.

According to the OPLS-DA VIP score (Figure 3), there was an increase in the
allantoin serum level in the osteopenia group while the osteoporosis groups
presented higher serum levels of cholesterol, lactate and unsaturated lipids.
These findings already have been reported by Chen et al.[31], who observed an

increase in allantoin serum level after osteoporosis prophylaxis. Maritz et al. [25]
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and Lv et al.[20] reported an association between cholesterol serum level and
osteoporosis diagnosis. Xue et al.[3] and Dixon and Sims[32] associated lactate
serum level with osteoblasts inhibition and osteoclasts formation. While Xue et
al.[3], Lv et al.[20] and Parhami et al.[33] all reported that the products of lipids
oxidation are associated to osteoblast differentiation inhibition. Table 3
summarizes the metabolites that are associated to observed discriminations in
this study, as well as indicates data from the literature that show the relation

among these metabolites and the diagnosis of osteoporosis.

Table 3. Identification of metabolites in the metabonomics model responsible

for discrimination among groups.

Compound nuclei and (&/ppm) 1 group References
CHs (0.88 ppm) (LV et al.,
Cholesterol (VLDL/LDL) OST
CH2 (1.28 ppm) 2016), [25]
' . _ (MA et al.,
Leucine and isoleucine y-CH3 (0.92 ppm) OST
2013)
Lactate CHs (1.32 ppm) OST [3], [32]
Tyrosine B-CH2(3.16 ppm) Control [30], [29]
_ [26] (LV et
Choline CHsN (3.20 ppm) Control
al., 2016)
Taurine CH2N (3.24 ppm) Control [2,27,28]
Allantoin CH (5.28 ppm) OPN [31].
- [33]..[3] .(LV
Unsaturated lipids =CH (5.15 - 5.28 ppm) OST
et al., 2016).

OPN - Osteopenia; OST - Osteoporosis; 1 higher concentration

Therefore, all formalisms employed indicated that it is possible to discriminate
osteopenia from osteoporosis using serum 1H NMR spectra of patients. The best
metabonomics model was built using OPLS-DA formalism which also revealed
the metabolites associated to discrimination. These findings are important for
clinical practice, since that is nothing change in the routine of patients is
employed; the assay is minimally invasive; it is not necessary the presence of
patient neither doctor during the analysis, contributing for decrease the length of

stay of patients in the hospital environment and decreasing the probability of
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infections, for example. However, the main gain associated to introduction of 1H
NMR-based metabonomics in the clinical practice will be to obtain patients’
systemic information in the first exams requested by doctors. Besides of
metabonomics models to differential diagnosis of osteopenia-osteoporosis,
others various metabonomics models can be built for disease different helping in

the early diagnosis.

5. Conclusion

In this paper, three multivariate statistical tools were employed in serum 1H NMR
spectra data aiming at an osteopenia-osteoporosis differential diagnosis.
Principal Component Analysis discriminated healthy volunteers from osteopenia-
osteoporosis patients, but didn’t discriminate osteopenia from osteoporosis. This
differentiation was obtained only when supervised methods were used — Linear
Discriminant Analysis and Orthogonal Partial Least Square-Discriminant
Analysis. The best result was obtained using OPLS-DA which presented R2Y and
Q2 values equal to 0.871 (p<0.001) and 0.415 (p<0.001), respectively. Moreover,
the metabonomics strategy used identified the metabolites associated with the
discrimination observed. This permits us to understand the disease evolution
mechanism and make a rapid and early differential diagnosis of osteopenia and

osteoporosis in postmenopausal women.
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RESUMO

No presente estudo, foi construido um modelo metabonémico baseado nos
espectros de RMN-H! de soro de pacientes com osteopenia. Os pacientes foram
divididos em dois grupos, baseado nos resultados do risco de fraturas
osteoporoéticas e de quadril em 10 anos (FRAX®), em dois grupos: OPN e
OPNFrax. Os espectros de RMN obtidos foram submetidos a andlises estatistica
supervisionadas e ndo supervisionadas: Analise Discriminante por Minimos
Quadrados Parciais Esparsos (sPLS_DA) e Analise dos Componentes Principais
(PCA), respectivamente. Os dados clinicos submetidos a andlise pelo FRAX
indicaram apenas 6 pacientes com risco de fraturas aumentado. Foi obtida uma
separacdo parcial dos dois grupos na técnica supervisionada e uma melhor
variancia explicada pela técnica ndo supervisionada, obtendo-se 88%. Esses
resultados, embora preliminares, abrem uma janela de perspectivas quanto ao

uso da metabondmica para auxiliar no diagnoéstico da osteopenia.

Palavras chave: FRAX. Osteopenia. metabonémica
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INTRODUGCAO

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 2019) define osteopenia ou baixa
massa 0ssea como uma condicdo em que a densidade mineral 6ssea apresenta
um T-score entre -1 e -2,5 desvios padrdo abaixo do pico de massa Ossea
encontrada no adulto jovem. Essa condi¢cdo patolégica é responsével por um
risco de fraturas relevante e se encontra num estagio intermediario entre o
paciente saudavel e aquele com diagnostico de osteoporose estabelecido
(MAGALHAES JUNIOR, 2014).

O diagnéstico da osteopenia é baseado na medida de baixa densidade
mineral 6ssea (DMO) pela técnica de absorciometria por raios-X com dupla
energia (DXA). A DMO ¢é expressa em termos de grama de mineral por
centimetro quadrado analisado (g/cm?). Quando a DMO do individuo é
comparada a de adultos jovens normais do mesmo sexo, obtém-se o T-escore.
A diferenca entre a DMO do individuo e o padrdo normal é expressa por desvios
padrdo acima ou abaixo do valor comparado. Geralmente um desvio padréo
equivale a 10%-15% do valor da DMO em g/cm? (ENSRUD, 2009; MAGALHAES
JUNIOR, 2014).

O Fracture Risk Assessment Tool (FRAX) é uma ferramenta analitica
desenvolvida pela University of Sheffield (Inglaterra) que tem por objetivo
calcular a probabilidade de ocorrer, nos préximos 10 anos, uma fratura de quadril
ou outra fratura osteoporética relevante (definida como uma fratura clinica de
vértebra, quadril, antebraco ou umero). O FRAX® calcula o risco de fratura
osteoporética, em porcentagem, com base na validacao internacional de fatores
individuais de risco, incluindo idade, sexo, IMC, ocorréncia de fratura prévia,
histéria de fratura de quadril em mae ou pai, tabagismo atual, etilismo, uso de
glicocorticoides, artrite reumatoide e DMO do colo femoral. Sendo considerado
elevado risco de fratura de quadril a partir de 3% e elevado risco de fratura

osteoporética quando a partir de 20% na ferramenta FRAX. (KANIS et al., 2009).

O diagnostico da osteopenia deve ser realizada através da associacao
entre a medida da DMO e o risco estimado de fraturas (via FRAX), evitando
assim erros relacionados ao tratamento, como terapia medicamentosa

desnecessaria. Estudos recentes sobre a osteopenia (LESLIE; MORIN; LIX,
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2010; PRAWIRADILAGA et al., 2018; SAMELSON et al., 2019) revelam que o
seu diagnostico precoce reduz o uso desnecessario de terapia medicamentosa
e contribui para diminuicdo do nimero de efeitos colaterais, sendo cada vez mais

necessario investir em técnicas que contribuam para essa finalidade.

A metabondmica é uma ferramenta analitica que possui a capacidade de
apontar mudancas no perfil de metabdlitos em determinados biofluidos organicos
como soro (LINDON et al., 2000). A espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) tornou-se uma das principais ferramentas para a analise de tais
alteracdes, pois o0 espectro pode demonstrar metabdlitos e suas concentracdes
(MARCHESI et al., 2007). O perfil dos espectros de RMN é complexo, contendo
centenas de informacgfes. Para uma interpretacao eficiente, € necessario o uso
de ferramentas estatisticas, como andlise de componentes principais (PCA),
minimos quadrados parciais (PLS), analise discriminante (DA). O tratamento
quimiométrico estatistico dos dados espectrais permite analise de maneira
simples, rapida e confiavel (LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2001; WEBB,
2002).

Estudos utilizando a ferramenta metabondmica para diagnostico de
doencas sédo cada vez mais publicados em revistas cientifica. Eles abordam
temas diversos de interesse médico como o diabetes Mellitus (MA et al., 2018),
diagnostico da hepatite C (GODOY et al., 2010), cancer urolégico (ARAUJO et
al., 2017) e até depressao (LIU et al., 2019). Dentre outros que corroboram com
0 uso da metabon6mica para auxiliar no reconhecimento de padrdes bioquimicos

e consequentemente auxiliar no diagnosticos de varias doencas.

O obijetivo do presente estudo foi identificar pacientes com osteopenia que
tem indicacdo de tratamento pelo FRAX e criar um modelo metabonémico capaz
de separa-los do grupo de pacientes com osteopenia sem indicacdo de
tratamento pelo FRAX. Para isso, foram realizadas analises de amostras de soro
dos pacientes através do RMN de *H combinadas a andlise estatistica utilizando
as ferramentas quimiométricas de reducdo de dados multivariados e de

reconhecimento de padrdes.

METODOLOGIA
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Foram analisadas 26 amostras de soro de pacientes com osteopenia,
diagnosticados através de medida da densidade mineral éssea (T-Score entre -
1 e -2,5) e que aceitaram patrticipar através do termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Esses pacientes também tiveram seus dados clinicos
coletados e submetidos a analise da ferramenta FRAX® disponivel em:

https://www.sheffield.ac.uk/FRAX/tool.aspx?country=55.

Essas amostras de soro foram submetidas a andlise de RMN-H! e os
espectros obtidos foram processados através de sequéncias de pulso
especificas para melhorias dos sinais: PRESAT e CPMG. O modelo
metabonbémico foi construido a partir da analise estatistica supervisionada
(sPLS-DA) e da néo supervisionada (PCA), calculado pela ferramenta on line
(MetaboAnalist 3.0), apGs pré-processamento dos dados numa matriz obtidas
dos espectros de RMN-H! no software MestreNova®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados clinicos obtidos ap6s a coleta dos 26 pacientes com
osteopenia foram reunidos na tabela 1. Foi observado que apenas 6 amostras
apresentam indicacéo de tratamento pelo risco de fratura elevado em 10 anos,
>3% para fratura de quadril e >20% para fratura osteoporética. Essas amostras
foram entéo reclassificadas em dois novos grupos de osteopenia: 20 amostras
no grupo "OPN", apenas osteopenia; e 06 amostras no grupo "OPNFrax",

osteopenia com indicacao de tratamento pelo Frax.

Tabela 1: Dados clinicos dos pacientes com osteopenia (OPN) e dos pacientes que
apresentam risco de fraturas de quadril ou osteoporoéticas com indicagéo de

tratamento pelo Frax (OPNFrax).

FRAX (FRATURAS) T

CODIGO Osteop % Quadril% Socres IDADE IMC CLASSE

OPNO8 10,0 3,00 -1,6 69 27 OPNFRAX



http://www.sheffield.ac.uk/FRAX/tool.aspx?country=55

OPNO2 5,7 0,3 -1,6 49 21 OPN
OPNO5 2,9 0,3 -1,1 60 23 OPN
OPNO6 3,9 1 -1,9 56 25 OPN
OPNO7 59 1,9 -1,9 66 21 OPN
OPNO09 2,5 0,2 -1,1 52 41 OPN
OPN14 6,9 2,7 -1,4 70 20 OPN
OPN15 3,9 0,7 -1,9 58 21 OPN
OPN16 10,0 0,5 -1,2 57 25 OPN
OPN17 3,1 0,5 -1,1 67 26 OPN
OPN18 6,6 1,4 -1,2 73 23 OPN
OPN19 20,2 2,70 -1,7 56 35 OPNFRAX
OPNZ20 21,0 2,80 -1,9 56 36 OPNFRAX
OPN21 53 0,4 -1,3 52 26 OPN
OPNZ22 5,2 1,3 -1,2 63 27 OPN
OPN24 7,0 4,30 -2,3 79 25 OPNFRAX
OPN26 9,5 3,20 -1,9 55 27 OPNFRAX
OPNZ27 9,0 4,00 -2 76 24  OPNFRAX
OPN28 2,8 0,2 -1,2 54 26 OPN
OPN29 3,7 0,9 -1,9 65 37 OPN
OPN30 6,2 0,4 -1,6 54 27 OPN
OPN32 4,5 1,2 -1,4 72 29 OPN
OPN33 7,8 11 -2,1 62 24 OPN
OPN34 5,6 1 -1,7 61 33 OPN
OPN36 7,4 2,1 -2,2 63 30 OPN
OPN37 51 2,1 -2,2 64 28 OPN

62

Os dois grupos foram submetidos a andlise discriminante por minimos

quadrados

parciais esparsos

(SPLS-DA),

uma andlise quimiométrica

supervisionada dos espectros obitidos por RMN capaz de contribuir no

reconhecimento de padrdes e normalizados pela soma, o resultado é mostrado

na figura 1. Foi observado uma tendéncia de separagao entre 0s grupos, onde

as amostras com indicacdo de tratamento pelo FRAX (A) surgiram num polo

oposto no grafico, porém com baixo indice de explicacdo nas duas primeiras PCs

(componentes principais).
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Scores Plot
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Figura 1: sPLS-DA com separacdo parcial dos grupos OPNFra (A) e OPN (+). Os

pacientes do grupo OPNFrax sdo aqueles que possuem risco aumentado para fraturas
osteoporética e/ou fraturas de quadril.

Ao se analisar os dados pela PCA (Figura 2), obteve-se uma melhor
variancia explicada ja nas duas primeiras PCs (75,6%), chegando a 88% nas trés
primeiras PCs. No entanto o grau separacdo espacial das amostras nao foi
satisfatorio, ficando as amostras do grupo OPNFrax inseridas entre as amostras

do grupo OPN, que ndo tem indicacdo de tratamento pelo célculo do FRAX®.
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Scores Plot
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Figura 2: Grafico “Scores Plot” dos grupos OPN (verde) e OPNFrax (vermelho) na PCA.
A variancia explicada (variance explained) é mostrada entre paréntese.

CONCLUSOES

Esses achados ainda ndo permitem tirar conclusdes precisas gquanto ao
modelo metabondémico de separacdo dos grupos OPN e OPNFrax, devido tanto
ao baixo n (nimero de amostras), diferenca de n entre 0s grupos e o baixo indice
“variancia explicada” obtida. No entanto, pode-se observar uma “tendéncia” de
separacao intragrupo (OPN vs OpnFrax) na osteopenia, entre aqueles individuos
que tem FRAX com indicacdo de tratamento, daqueles que n&do tem essa
indicacao. Esses resultados abrem perspectivas para maiores estudos a respeito
do Frax, da osteopenia e da contribuicdo que a metabondémica podera dar ao

diagnéstico dessa patologia.
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5 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos, pode-se concluir que esse trabalho atingiu o seu
objetivo de identificar potenciais biomarcadores e diferenciar, a partir de uma
analise espectroscopica de soro, grupos de pacientes com osteoporose,
osteopenia e pacientes saudaveis. Foi obtido o modelo metabondmico para a
osteoporose com total separacdo entre saudaveis e doentes. E também uma
separacdo entre 0S grupos osteoporose e osteopenia, o que reforca a
capacidade da espectroscopia de RMN ser capaz de criar um perfil
metabondmico com significancia estatistica (p>0,05) para doencas cronicas
como a osteoporose. Além disso, foram identificadas as regides discriminantes
do espectro (regides mais importantes para o modelo) e atribuidos a metabalitos
enddgenos presentes no soro e correlacionando-os com a osteoporose. O risco
de fratura (FRAX®) para pacientes osteopénicos também foi avaliado, de forma

preliminar, pela metabondmica. Abrindo portas para novos estudos na area.

Esses resultados nos trazem muitas perspectivas de contribuicdo para o
diagndstico da osteoporose e destacam o papel da metabonémica como uma
ferramenta inovadora na pesquisa clinica, pois engloba uma serie de
conhecimentos a fim de chegar a resultados surpreendentes através de uma

técnica ndo invasiva, rapida e de relevante aplicabilidade na area de saude.



68

REFERENCIAS

AGHOLME, F.; ASPENBERG, P. Wnt signaling and orthopedics, an overview.
Acta Orthopaedica, v. 82, n. 2, p. 125-130, abr. 2011.

ASADA, N. et al. Matrix-embedded osteocytes regulate mobilization of
hematopoietic stem/progenitor cells. Cell Stem Cell, v. 12, n. 6, p. 737-747, 6
jun. 2013.

BARBOSA, A. D. Polimorfismo do gene codificante do receptor da
vitamina D (VDR): associacdo com a susceptibilidade a osteoporose pos-
menopausa e gravidade da doenca. Dissertacdo (Mestrado)—Recife,
Pernambuco: UFPE, 2013.

BARROS, C. J. P. Metabonémica Baseada em RMN como Ferramenta para
Discriminacédo de Gréos de Soja Irradiados & Diagnéstico de Hepatites e
Fibrose Hepatica. TESE DOUTORADO—RECIFE - PE: UFPE, 2017.

BECKONERT, O. et al. Metabolic profiling, metabolomic and metabonomic
procedures for NMR spectroscopy of urine, plasma, serum and tissue extracts.
Nature Protocols, v. 2, n. 11, p. 2692-2703, nov. 2007.

BERRUETA, L. A.; ALONSO-SALCES, R. M.; HEBERGER, K. Supervised
pattern recognition in food analysis. Journal of Chromatography. A, v. 1158,
n. 1-2, p. 196-214, 27 jul. 2007.

BIGUETTI, C. C. et al. Bioactive glass-ceramic bone repair associated or not
with autogenous bone: a study of organic bone matrix organization in a rabbit
critical-sized calvarial model. Clinical Oral Investigations, v. 23, n. 1, p. 413—
421, jan. 20109.

BRERETON, R. G. Chemometrics and Statistics: Multivariate Classification
Techniques. In: Reference Module in Chemistry, Molecular Sciences and
Chemical Engineering. [s.l.] Elsevier, 2013.

BSV, A. Abordagem diagndstica: calculadora. Biblioteca Virtual em Saude,
Brasil: [s.n.]. Disponivel em: <http://aps.bvs.br/apps/calculadoras/?page=1>.

CHAN, E. C. Y. et al. Metabonomic profiling of bladder cancer. Journal of
Proteome Research, v. 14, n. 2, p. 587-602, 6 fev. 2015.

CHEN, S.-Y. et al. An NMR metabolomic study on the effect of alendronate in
ovariectomized mice. PloS One, v. 9, n. 9, p. e106559, 2014.

CRANNEY, A. et al. Il. Meta-Analysis of Alendronate for the Treatment of
Postmenopausal Women. Endocrine Reviews, v. 23, n. 4, p. 508-516, ago.
2002.

CUMMINGS, S. R.; MELTON, L. J. Epidemiology and outcomes of osteoporotic
fractures. The Lancet, v. 359, n. 9319, p. 1761-1767, maio 2002.


http://aps.bvs.br/apps/calculadoras/?page=1

69

CURTIS, E. M. et al. Reprint of: The impact of fragility fracture and approaches
to osteoporosis risk assessment worldwide. International Journal of
Orthopaedic and Trauma Nursing, v. 26, p. 7-17, ago. 2017.

DA SILVA, R. A. et al. The role of triiodothyronine hormone and mechanically-
stressed endothelial cell paracrine signalling synergism in gene reprogramming
during hBMSC-stimulated osteogenic phenotype in vitro. Molecular and
Cellular Endocrinology, v. 478, p. 151-167, 15 dez. 2018.

DAIS, P.; HATZAKIS, E. Quality assessment and authentication of virgin olive
oil by NMR spectroscopy: a critical review. Analytica Chimica Acta, v. 765, p.
1-27, 26 fev. 2013.

DANESHVAR, A. et al. Single seed Near Infrared Spectroscopy discriminates
viable and non-viable seeds of Juniperus polycarpos. Silva Fennica, v. 49, n. 5,
2015.

DE LAET, C. et al. The impact of the use of multiple risk indicators for fracture
on case-finding strategies: a mathematical approach. Osteoporosis
International, v. 16, n. 3, p. 313-318, mar. 2005.

DEMPSTER, D. W. Osteoporosis and the burden of osteoporosis-related
fractures. The American Journal of Managed Care, v. 17 Suppl 6, p. S164-
169, maio 2011.

DIONISIO DA SILVA, R. Aplicacdes Metabon6micas usando Ressonancia
Magnética Nuclear de 1H: Diagndéstico Nao-Invasivo de Cancer de
Prostata e Uroldgico & Classificacao de Azeite de Oliva Extra Virgem de
Producao Organica. TESE DOUTORADO—Recife, Pernambuco: UFPE,
2017.

DIXON, S. J.; SIMS, S. M. P2 purinergic receptors on osteoblasts and
osteoclasts: Potential targets for drug development. Drug Development
Research, v. 49, n. 3, p. 187-200, mar. 2000.

DUARTE, I. F.; GIL, A. M. Metabolic signatures of cancer unveiled by NMR
spectroscopy of human biofluids. Progress in Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy, v. 62, p. 51-74, abr. 2012.

DUNN, W.; ELLIS, D. Metabolomics: Current analytical platforms and
methodologies. TrAC Trends in Analytical Chemistry, v. 24, n. 4, p. 285-294,
abr. 2005.

DYSON, H. J.; PALMER, A. G. 1.9 Introduction to Solution State NMR
Spectroscopy. In: Comprehensive Biophysics. [s.l.] Elsevier, 2012. p. 136—
159.

EASTELL, R. (ED.). Bone markers: biochemical and clinical perspectives.
London: Martin Dunitz, 2001.

FDA. US Food and Drug Administration FDA/Center for Drug Evaluation
and ResearchOffice of Communications. Division of Information Services, ,



70

2018. Disponivel em:
<https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.pr
ocess&AppINo=077982>. Acesso em: 1 fev. 2018

FINK, H. A. et al. Clinical utility of routine laboratory testing to identify possible
secondary causes in older men with osteoporosis: the Osteoporotic Fractures in
Men (MrOS) Study. Osteoporosis International, v. 27, n. 1, p. 331-338, jan.
2016.

FRAX ®, TOOL. World Health Organization Collaborating Centre for
Metabolic Bone Diseases. University of Sheffield, UK: [s.n.].

GALLAGHER, F. A. An introduction to functional and molecular imaging with
MRI. Clinical Radiology, v. 65, n. 7, p. 557-566, jul. 2010.

GAUGRIS, S. et al. Vitamin D inadequacy among post-menopausal women: a
systematic review. QIJM: An International Journal of Medicine, v. 98, n. 9, p.
667-676, 1 set. 2005.

GODOQY, M. M. G. et al. Hepatitis C virus infection diagnosis using
metabonomics: Hepatitis C diagnosis using metabonomics. Journal of Viral
Hepatitis, v. 17, n. 12, p. 854-858, dez. 2010.

GOUVEIA, L. R. et al. Diagnosis of coinfection by schistosomiasis and viral
hepatitis B or C using 1H NMR-based metabonomics. PLOS ONE, v. 12, n. 8,
p. 0182196, 1 ago. 2017.

HANAA, H. A.; AMAL, H. H. Potential Role of Arginine, Glutamine and Taurine
in Ameliorating Osteoporotic Biomarkers in Ovariectomized Rats. Report and
Opinion, v. 1, n. 6, 2009.

HANNON, R.; EASTELL, R. Preanalytical Variability of Biochemical Markers of
Bone Turnover. Osteoporosis International, v. 11, n. 0, p. S30-S44, 1 dez.
2000.

HOLMES, E.; TSANG, T. M.; TABRIZI, S. J. The application of NMR-based
metabonomics in neurological disorders. NeuroRX, v. 3, n. 3, p. 358-372, jul.
2006.

INADA, M.; MIYAURA, C. [Cytokines in bone diseases. Cytokine and
postmenopausal osteoporosis]. Clinical Calcium, v. 20, n. 10, p. 1467-1472,
out. 2010.

IOF. Osteoporosis & Musculoskeletal Disorders. [s.l: s.n.]. Disponivel em:
<https://www.iofbonehealth.org/osteoporosis>. Acesso em: 5 maio. 2018.

IOLASCON, G. The contribution of cortical and trabecular tissues to bone
strength: insights from denosumab studies. CLINICAL CASES IN MINERAL
AND BONE METABOLISM, 2013.

JAMAL, S. A. et al. Clinical utility of laboratory testing in women with
osteoporosis. Osteoporosis International, v. 16, n. 5, p. 534-540, maio 2005.


http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.pr
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.pr
http://www.iofbonehealth.org/osteoporosis
http://www.iofbonehealth.org/osteoporosis

71

JUCHEM, C.; ROTHMAN, D. L. Basis of Magnetic Resonance. In: Magnetic
Resonance Spectroscopy. [s.l.] Elsevier, 2014. p. 3-14.

KANIS, J. A. Diagnosis of osteoporosis and assessment of fracture risk. Lancet
(London, England), v. 359, n. 9321, p. 1929-1936, 1 jun. 2002.

KANIS, J. A. et al. The diagnosis of osteoporosis. Journal of Bone and
Mineral Research, v. 9, n. 8, p. 1137-1141, 3 dez. 2009.

KANIS, J. A. et al. Interpretation and use of FRAX in clinical practice.
Osteoporosis International, v. 22, n. 9, p. 2395-2411, set. 2011.

KAPTOGE, S. et al. Whom to treat? The contribution of vertebral X-rays to risk-
based algorithms for fracture prediction. Results from the European Prospective
Osteoporosis Study. Osteoporosis International, v. 17, n. 9, p. 1369-1381,
set. 2006.

KEUN, H. C. Metabonomic modeling of drug toxicity. Pharmacology &
Therapeutics, v. 109, n. 1-2, p. 92-106, jan. 2006.

KHAJURIA, D. K.; RAZDAN, R.; MAHAPATRA, D. R. Zoledronic acid in
combination with alfacalcidol has additive effects on trabecular
microarchitecture and mechanical properties in osteopenic ovariectomized rats.
Journal of Orthopaedic Science, v. 19, n. 4, p. 646—-656, jul. 2014.

KHOSLA, S.; MELTON, L. J. Osteopenia. New England Journal of Medicine,
v. 356, n. 22, p. 2293-2300, 31 maio 2007.

LEAVELL, H. R.; CLARK, E. G. Medicina Preventiva. [s.l.] S&o Paulo:
McGraw-Hill, 1976.

LEE, Y. J. et al. The association between oxidative stress and bone mineral
density according to menopausal status of Korean women. Obstetrics &
Gynecology Science, v. 58, n. 1, p. 46-52, jan. 2015.

LENCEL, P.; MAGNE, D. Inflammaging: the driving force in osteoporosis?
Medical Hypotheses, v. 76, n. 3, p. 317-321, mar. 2011.

LEVITT, M. H. Spin dynamics: basics of nuclear magnetic resonance. 2nd
ed ed. Chichester, England; Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, 2008.

LEWIECKI, E. M. New targets for intervention in the treatment of
postmenopausal osteoporosis. Nature Reviews. Rheumatology, v. 7, n. 11, p.
631-638, 20 set. 2011a.

LEWIECKI, E. M. New targets for intervention in the treatment of
postmenopausal osteoporosis. Nature Reviews Rheumatology, v. 7, n. 11, p.
631-638, nov. 2011b.

LIN, Y.-C. et al. Peak spine and femoral neck bone mass in young women.
Bone, v. 32, n. 5, p. 546-553, maio 2003.



72

LIU, Y.-R. et al. 1H NMR metabolic profiling analysis offers evaluation of
Nilestriol treatment in ovariectomised rats. Molecular and Cellular
Endocrinology, v. 387, n. 1-2, p. 19-34, abr. 2014.

LONG, W.-F. et al. [LH-NMR-based metabonomics analysis of plasma from
osteoporotic rats induced by ovariectomy]. Sichuan Da Xue Xue Bao. Yi Xue
Ban = Journal of Sichuan University. Medical Science Edition, v. 40, n. 5, p.
843-847, set. 2009.

LV, H. et al. Metabolomics and Its Application in the Development of
Discovering Biomarkers for Osteoporosis Research. International Journal of
Molecular Sciences, v. 17, n. 12, 2 dez. 2016.

MA, B. et al. Metabolomic Profiles Delineate Signature Metabolic Shifts during
Estrogen Deficiency-Induced Bone Loss in Rat by GC-TOF/MS. PLoS ONE, v.
8, n. 2, p. e54965, 7 fev. 2013.

MABILLEAU, G. et al. Increased osteoclastic activity in acute Charcot’s
osteoarthopathy: the role of receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand.
Diabetologia, v. 51, n. 6, p. 1035-1040, jun. 2008.

MAJIMA, T. et al. Increased bone turnover in patients with
hypercholesterolemia. Endocrine Journal, v. 55, n. 1, p. 143-151, mar. 2008.

MANSON, J. E. et al. Menopausal hormone therapy and health outcomes
during the intervention and extended poststopping phases of the Women'’s
Health Initiative randomized trials. JAMA, v. 310, n. 13, p. 1353-1368, 2 out.
2013.

MARITZ, F. J. et al. Effect of statins on bone mineral density and bone
histomorphometry in rodents. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology, v. 21, n. 10, p. 1636-1641, out. 2001.

MARQUES, E. A. et al. Association of bone turnover markers with volumetric
bone loss, periosteal apposition, and fracture risk in older men and women: the
AGES-Reykjavik longitudinal study. Osteoporosis international: a journal
established as result of cooperation between the European Foundation for
Osteoporosis and the National Osteoporosis Foundation of the USA, v. 27,
n. 12, p. 3485-3494, dez. 2016.

MATKOVIC, V. et al. Factors that influence peak bone mass formation: a study
of calcium balance and the inheritance of bone mass in adolescent females.
The American Journal of Clinical Nutrition, v. 52, n. 5, p. 878-888, 1 nov.
1990.

MATTOS, V. Osteoporose atinge 10 milhdes de brasileiros, de acordo com a
OMS. domtotal.com, 15 abr. 2017.

MEBAREK, S. et al. Phospholipases of mineralization competent cells and
matrix vesicles: roles in physiological and pathological mineralizations.
International Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 3, p. 5036-5129, 1
mar. 2013.



73

MILLER, P. D. et al. Practical clinical application of biochemical markers of
bone turnover: Consensus of an expert panel. Journal of Clinical
Densitometry: The Official Journal of the International Society for Clinical
Densitometry, v. 2, n. 3, p. 323-342, 1999a.

MILLER, P. D. et al. Bone Densitometry: The Best Way to Detect Osteoporosis
and to Monitor Therapy. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, v. 84, n. 6, p. 1867-1871, jun. 1999b.

MORI, G. et al. The Interplay between the bone and the immune system.
Clinical & Developmental Immunology, v. 2013, p. 720504, 2013.

NICHOLSON, J. K.; LINDON, J. C. Systems biology: Metabonomics. Nature, v.
455, n. 7216, p. 1054-1056, 23 out. 2008.

NICHOLSON, J. K.; LINDON, J. C.; HOLMES, E. “Metabonomics”:
understanding the metabolic responses of living systems to pathophysiological
stimuli via multivariate statistical analysis of biological NMR spectroscopic data.
Xenobiotica; the Fate of Foreign Compounds in Biological Systems, v. 29,
n. 11, p. 1181-1189, nov. 1999.

NIH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS
PREVENTION, DIAGNOSIS, AND THERAPY. Osteoporosis prevention,
diagnosis, and therapy. JAMA, v. 285, n. 6, p. 785-795, 14 fev. 2001.

OLIVEIRA DA SILVA, R. A Espectroscopia de RMN como Ferramenta
Elucidativa: Estruturas Moleculares, Mecanismos de Reacédo e
Metabon6mica. TESE—RECIFE-PE: UFPE, 2010.

OMS. Publicacdes da OMS. [s.I: s.n.]. Disponivel em:
<http://www.who.int/eportuguese/publications/pt/>.

OROZCO, P. Atherogenic lipid profile and elevated lipoprotein (a) are
associated with lower bone mineral density in early postmenopausal overweight
women. European Journal of Epidemiology, v. 19, n. 12, p. 1105-1112,
2004.

PAGANI, F.; FRANCUCCI, C. M.; MORO, L. Markers of bone turnover:
biochemical and clinical perspectives. Journal of Endocrinological
Investigation, v. 28, n. 10 Suppl, p. 8-13, 2005.

PARHAMI, F.; GARFINKEL, A.; DEMER, L. L. Role of Lipids in Osteoporosis.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, v. 20, n. 11, p. 2346—
2348, 1 nov. 2000.

PASCO, J. A. et al. The population burden of fractures originates in women with
osteopenia, not osteoporosis. Osteoporosis international: a journal
established as result of cooperation between the European Foundation for
Osteoporosis and the National Osteoporosis Foundation of the USA, v. 17,
n. 9, p. 1404-1409, 2006.

PAVIA, D. L. et al. Introducéo a espectroscopia. [s.l: s.n.].


http://www.who.int/eportuguese/publications/pt/

74

PINTO, R. C.; TRYGG, J.; GOTTFRIES, J. Advantages of orthogonal inspection
in chemometrics: Advantages of orthogonal inspection. Journal of
Chemometrics, v. 26, n. 6, p. 231-235, jun. 2012.

POIANA, C. et al. New Clues that May Link Osteoporosis to the Circulating
Lipid Profile. Bone Research, v. 1, n. 3, p. 260-266, set. 2013.

PRENTICE, R. L. Postmenopausal hormone therapy and the risks of coronary
heart disease, breast cancer, and stroke. Seminars in Reproductive
Medicine, v. 32, n. 6, p. 419-425, nov. 2014.

QIAQ, Y. et al. Plasma metabonomics study of first-Episode schizophrenia
treated with olanzapine in female patients. Neuroscience Letters, v. 617, p.
270-276, mar. 2016.

RAGGATT, L. J.; PARTRIDGE, N. C. Cellular and molecular mechanisms of
bone remodeling. The Journal of Biological Chemistry, v. 285, n. 33, p.
25103-25108, 13 ago. 2010.

ROSS, P. D.; KNOWLTON, W. Rapid bone loss is associated with increased
levels of biochemical markers. Journal of Bone and Mineral Research: The
Official Journal of the American Society for Bone and Mineral Research, v.
13, n. 2, p. 297-302, fev. 1998.

SAGE, A. P. et al. Hyperlipidemia induces resistance to PTH bone anabolism in
mice via oxidized lipids. Journal of Bone and Mineral Research: The Official
Journal of the American Society for Bone and Mineral Research, v. 26, n.
6, p. 1197-1206, jun. 2011.

SARAIVA, G. L.; LAZARETTI-CASTRO, M. Marcadores Bioguimicos da
Remodelac@o Ossea na Prética Clinica. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, v. 46, n. 1, p. 72-78, fev. 2002.

SCHMIDT, T. et al. A retrospective analysis of bone mineral status in patients
requiring spinal surgery. BMC musculoskeletal disorders, v. 19, n. 1, p. 53,
13 2018.

SEEMAN, E. Bone quality: the material and structural basis of bone strength.
Journal of Bone and Mineral Metabolism, v. 26, n. 1, p. 1-8, 2008.

SEIBEL, M. J. Biochemical Markers of Bone Turnover Part |: Biochemistry and
Variability. Biochemical Markers of Bone Turnover Part I: Biochemistry and
Variability, v. 26, n. 4, p. 97-122, 2005.

SIASQOS, G. et al. Inflammatory markers in hyperlipidemia: from experimental
models to clinical practice. Current Pharmaceutical Design, v. 17, n. 37, p.
4132-4146, dez. 2011.

SIDDIQUI, N. A.; OWEN, J. M. Clinical advances in bone regeneration. Current
Stem Cell Research & Therapy, v. 8, n. 3, p. 192-200, maio 2013.



75

SILVA, R. D. DA. Aplicacdes metabondmicas usando ressonancia
magnética nuclear de 1H: diagnostico ndo-invasivo de cancer de préstata
e urolégico & classificacdo de oliva extra virgem de produgéo orgéanica.
Doutorado—Recife, Brasil: UFPE, 2017.

SKOOG, D. A. Fundamentals of analytical chemistry. 9th Ed ed. Belmont,
CA: Cengage - Brooks/Cole, 2012.

STEVENSON, J. C.; PANAY, N.; PEXMAN-FIETH, C. Oral estradiol and
dydrogesterone combination therapy in postmenopausal women: Review of
efficacy and safety. Maturitas, v. 76, n. 1, p. 10-21, set. 2013.

STOLNICKI, B.; OLIVEIRA, L. G. For the first fracture to be the last. Revista
Brasileira de Ortopedia (English Edition), v. 51, n. 2, p. 121-126, mar. 2016.

SZULC, P. Vertebral Fracture: Diagnostic Difficulties of a Major Medical
Problem: VERTEBRAL FRACTURE: DIAGNOSTIC DIFFICULTIES OF A
MAJOR MEDICAL PROBLEM. Journal of Bone and Mineral Research, v. 33,
n. 4, p. 553-559, abr. 2018.

TANKO, L. B. et al. Does serum cholesterol contribute to vertebral bone loss in
postmenopausal women? Bone, v. 32, n. 1, p. 8-14, jan. 2003.

TARAKIDA, A. et al. Hypercholesterolemia accelerates bone loss in
postmenopausal women. Climacteric: The Journal of the International
Menopause Society, v. 14, n. 1, p. 105-111, fev. 2011.

TELLA, S. H.; GALLAGHER, J. C. Prevention and treatment of postmenopausal
osteoporosis. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology,
v. 142, p. 155-170, jul. 2014a.

TELLA, S. H.; GALLAGHER, J. C. Prevention and treatment of postmenopausal
osteoporosis. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology,
v. 142, p. 155-170, jul. 2014b.

TORTORA, G. J.; DERRICKSON, B. Corpo Humano - 10ed: Fundamentos
de Anatomia e Fisiologia. 102 Ed. ed. Porto Alegre: Artmed Editora, 2016,
2016. v. capitulo 6

VARGA, F. et al. Triiodothyronine, a regulator of osteoblastic differentiation:
depression of histone H4, attenuation of c-fos/c-jun, and induction of
osteocalcin expression. Calcified Tissue International, v. 61, n. 5, p. 404-411,
nov. 1997.

VASIKARAN, S. et al. Markers of bone turnover for the prediction of fracture
risk and monitoring of osteoporosis treatment: a need for international reference
standards. Osteoporosis International, v. 22, n. 2, p. 391-420, fev. 2011.

VASIKARAN, S. D. et al. Harmonised Australian Reference Intervals for Serum
PINP and CTX in Adults. The Clinical Biochemist. Reviews, v. 35, n. 4, p.
237-242, nov. 2014.



76

VILACA, T.; GOSSIEL, F.; EASTELL, R. Bone Turnover Markers: Use in
Fracture Prediction. Journal of Clinical Densitometry, v. 20, n. 3, p. 346—352,
jul. 2017.

WANG, Y. et al. Association between Serum Cholesterol Level and
Osteoporotic Fractures. Frontiers in Endocrinology, v. 9, p. 30, 2018.

WANNMACHER, L. Manejo racional da osteoporose: onde esta o real
beneficio? In: Terapia de reposi¢cdo hormonal na menopausa: Evidéncias
atuais. Brasilia: [s.n.]. v. 1.

WATTS, N. B. Clinical utility of biochemical markers of bone remodeling.
Clinical Chemistry, v. 45, n. 8 Pt 2, p. 1359-1368, ago. 1999.

WEBB, A. R. Statistical pattern recognition. 2nd ed ed. West Sussex,
England; New Jersey: Wiley, 2002.

WESTERHUIS, J. A. et al. Assessment of PLSDA cross validation.
Metabolomics, v. 4, n. 1, p. 81-89, mar. 2008.

WHO. Assessment of fracture risk and its application to screening for
postmenopausal osteoporosis. Report of a WHO Study Group., 1994.

WOLD, S.; SJOSTROM, M.; ERIKSSON, L. PLS-regression: a basic tool of
chemometrics. Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems, v. 58, n.
2, p. 109-130, out. 2001.

WU, C.-H. et al. Consensus of official position of IOF/ISCD FRAX initiatives in
Asia-Pacific region. Journal of Clinical Densitometry: The Official Journal of
the International Society for Clinical Densitometry, v. 17, n. 1, p. 150-155,
mar. 2014.

XIONG, J.; O'BRIEN, C. A. Osteocyte RANKL: New insights into the control of
bone remodeling. Journal of Bone and Mineral Research, v. 27, n. 3, p. 499—
505, mar. 2012.

XUE, L. et al. A ITHNMR-Based Metabonomics Study of Postmenopausal
Osteoporosis and Intervention Effects of Er-Xian Decoction in Ovariectomized
Rats. International Journal of Molecular Sciences, v. 12, n. 12, p. 7635—
7651, 8 nov. 2011.

YOU, L. et al. High cholesterol diet increases osteoporosis risk via inhibiting
bone formation in rats. Acta Pharmacologica Sinica, v. 32, n. 12, p. 1498—
1504, dez. 2011.

ZHANG, X.; LIU, M.; MAO, X. Solvent Suppression Methods in NMR
Spectroscopy ¥ . In: Encyclopedia of Spectroscopy and Spectrometry. [s.l.]
Elsevier, 2017. p. 128-136.



77

APENDICE | - ESPECTRO RMN DE SORO, NAO PROCESSADO.

co54 bruto
Tiago UFPE [1200
cos4
25.2.2018
1100
~1000
—aoo
800
=700
=600
=500
400
~300
=200
-100
_){ Lo
100
T T T T T T T T
14 13 1z 11 10 9 8 3 4 3 2 1 0 1

6
f1 (ppm)

Espectro RMN “Bruto”, antes de realizar técnica de pressaturacao do sinal da agua.
(PRESAT)

Verifica-se apenas um sinal forte, referente ao sinal da 4gua que acaba por minimizar
0s demais sinais.
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APENDICE Il - ESPECTRO DE RMN APOS PRESAT

Q054 _presat_PREF

Tiago UFFE
54
25.2.2018

70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.3 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Verifica-se a diminuicdo acentuada do sinal da agua e o surgimento dos sinais que
antes estavam diminuidos pela elevada propor¢éo do sinal da dgua.

Precenca de sinais arredondados, sobretudo pela presenca de macromoléculas como
gorduras presentes nos soro

7

=5

3

-0.5
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APENDICE Ill - ESPECTRO DE RMN —H! APOS TECNICA DE CPMG

(C054_cpmg_PREF

Tiago UFFE
w54
25.2.2018
T T T T T T T T T T T T
6.3 6.0 3.3 5.0 4.3 4.0 3.3 3.0 23 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

Espectro de RMN-H! tratado com Filtro T2, capaz de apresentar com mais clareza os
sinais obtidos em soro.
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APENDICE IV — PROTOCOLO DO USO DO ESPECTROMETRO VARIAN®
DE 400MHZ

Analise de RMN 'H de amostras de soro

Preparagao da amostra de soro

Em um tubo de RMN, adicionar:

« Com pipetador automatico, 400uL da amostra de soro, e descartar a
ponta da pipeta,

e 200 pL de D;O

Operagao do RMN

e Mudar o job:

jexpn® (n° do job desejado)
enter

« Configurar para o nucleo a ser analisado:
Aba Start
Presncher:
a) Sampleinfo:
i) Samplename: iniciais_data_S ( identificagdo da amostra)
b) Solvente : D;0
c) Coments : Iniciais, cédigo da amostra, data (identificagao da amostra)

Proton

« Sintonizar para o ntcleo a ser analisado:
ﬁ Tools: ‘f(l.‘y % L .{l M Cerygan Le |

a) ProbeTunningsManualmente

b)| Start Probe Tunning |

c)l___Auto sgale,(;justar ate que a linha fique no ponto minimo da curva)
d)__Stop ProbeTunning |

e)|Quit |

» Fazer o Lock: |
| Auto Lock | L
a) Lock (o valor indicado € entre 30 e 40)

b) Aumentar o gain e, se necessario, 0 power.

. Fazer o shimming:



GradientShim kerro <1),

2) .
o

Fazer aquisigao do espectro: ganan ¥ Wz
Adquirir uma vez para selecionar o sinal da agua:

Acquire

a) Nembergfscans : 1 T

b)[@ I\ LY o= L:i&‘{fh’“* /

Marco o sinal da agua (clicar com o botao esquerdo). 6, aproximadamente,

4,81 ppm.

Para saturar a frequéncia da agua:
. Aba HPresat

a) [Nearesfling

b) !s"élect;
c cans : 64

d)_Presaturatior'delay: 2
-Eoda:seleirificar o tempo de analise: _
Mme 4 minutos e 6 segundos). o S
)

Quando acabar:

1b=0.3 enter
wftenter

Ajustar fase:
aphlenter

Para referenciar com sinal conhecido:
Clica no sinal da esquerda do dupleto em, aproximadamente, 1.33.

ni‘l(1.342pi'enter
J |

Salvar:

a) &ba File: ‘tovwa A 9@"’1“ ek
b) Save as

c) Pasta GMEQ

d) File name:INICIAIS data_PRESAT_S

e) ESave!

Para eliminar os sinais da gordura:
a) Liquids )

iy STD 1D : T2=ezsure (Filtro de T2 grupo GMEQ)
Acquire W Ta- Heanwix
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Voah

§ o (VO
< 1 N&)
a) Relaxingdelay : 2 ‘
+ b) Scans:
() Requested : 128:
(ii) Blocljs.ze: 186;
bigtau =0.07 enter
tau = 0,0004 enter;
dpienter

Pode-se verificar o tampo de analise:
| Show time_.\(B minutcs e 13 segundos). @S

c) Go

O

* Quando acabar:

Ib=0.3 enter
wftenter

Ajustar fase:
aphenter

o Para referenciar com sinal conhecido:

Clica no sinal da esquerda do dupleto em, aproximadamente, 1.33.
nlil{1.342p) enter

. Salvar:

a) e File: Bahncow A »{U’V\M
b) Save as
c) Pasta GMEQ

d) File name: INICIAIS_data_CPMG_S
e) | Save]

Descarte da amostra:

» Devolver a amostra para o eppendorf;
* Colocar junto as demais para serem devolvidas ao HC.
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tambem serdo seleclonadics madkifducs sauddyvels do ponto de wista clinico para Sorsarem o padro de
copirole do sshedo. Fara o esbudo membontmico @sra obfido uma amostra de soro & wrina de cada
padente, gue serd eRcaminnada para o Labombirio da Cendral Analftica do Deparmamento de Gulmica
Fundamenial da UFPE (DGEF) e Imedistamente submefdas. 4 andlise especiroscopica por ressordnca
magnttica rudear de

Erdaregs: Ay de Dogsnharm afn® - |7 ander, peis & Préde e D05

Balrro:  Comds Linresreisria CEP: S0 Ta0sm
ur- L HMunicipic  MECIFE
Talfona: (@) Q12E-EE08 E-mail:  cecoonSufpe br
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urienes &8 PERNAMBUCO CENTRO DE Wm
| = CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
o

SereE Hummmmog

pratons (RMM 1H)L A extraclo de DNA serfo obbidss atravds da punclio venosa 8 wAcuo, =m tubos
coriendo EDTA, serfo submetdas a extragio de DA efizando-se o protocolo descrio no Elood
SenomicErep DA sclation kE Para o eshudo molecular s=rfio arallsasdos a expressSo dos genes pars xs

calpoproectires (proteinas S1004S = S100A5], mancadonrs Hoquimicos de 'l:IlIT"ﬂ-;ﬂl:l issea (FICF & PIMNP)
& mareadores Goseos de reabsoncio (NTE-1 & CTX-). Kesies serlo realizados o PCR
g bempo real. Depols o5 dados obbdos serfo avallados sstafistcaments,

Conclderaghst cobrs oo Termos de apnecantaglo obrigatdria:
0 pesquisydor responsdve], ohedecendo a resoluplio R® 45612 anewou

1- Carta de anudnda da Unidade F2 Via Roca, ro Tabo de Zanto Agosinho-PE;

Z-Carta de anuEnda do Selor de painiogla do LKA

- Carta de Snuéncks da Central Analiica do Depariarenio de CGuimica Fundamental, sutorzsndo o w@s
dos aspoindmetres. de ressondnciy magnedos nuckar

4~ Folha d= roedio, devidsmente presmchids = ysinada;

:'r.-'l.l..t-:-rbl;.he'l'ﬂﬂﬂl:l o= confidencaldade dos dedos coletdos;

& g DamicUios OO0z pesquisadones smchvidos mo projehs;

7- {3 TCLE para maiorss die 18 anos, & Inguspem Clara pam of parbcipantes da pesguisy;

& O TONOQRATA SRoTa-se Compathiel Com Sl propos.

S Mo orpamento, o5 Eits de andlises moleculanes & de exiracio de DNA serlo disponblizados peio
laborabdrio de Fabologls do LIKAASSPE = financlados pelo CHPQ (Unbversal 1402043 - 47257 1201 3-5).

Re-somandagiac:

M eoom

Conolucec ou Penddnolac o Licia de Insdsquagie:

O pesguisador responsdvel atendew 25 pendéncias soliciadas, estando o projefo adequado a0s padnfes
éficos evigido peia Resolupho NRSEE/12, & poderd ser erecubado.

Ettuapdo &0 Parecer:

Aprovrado

Meoecoiia Apreolapdo da COMEP:

L0

Erdamcs: Ay e Eogenharm afn® - 1" ancder, eeim & Prédeo cc D05

Balrra: Cdeds Lnfesraiiria CEP: S0 TatusEm
Ur: P Bunkcipioc NRECIIE
Temdona: (@] @ T7E-EEE Eommil: cEcocEfefTa br
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Comiié do Eiliza 888 | UNIVERSIDADE FEDERAL DE

FURLEES & PERNAMBUCO CENTRO DE wm
BRFEE I-;|||||:||| i é CIENCIAS DA SAUDE 1 UFPE-
=4

iConelderagbac Finale a ortbirio do CEF:

Az sxipéncias foram afsndidss = o probooio estd APROVADD, ssndo [b=rado para o iniclo da col=is de
dsdos. Informamos gu= a .*.FFI.EI'.'H;J.EI DEFINITIA do projeio 58 ssrd dada apds o envio do Relaidgio
“imal da pesquisa. O pesquilssdor deverd Tazer o downbssd do modelo de Felyidno Final para envid-io via
“Hotficacio”, peia Fiataforma Brasl. Siga as insmucles do link “Pam ervlar Relatdrio Final, disponiived no
shie do CEPMZCEAIFPE. Apas apreciacio desse relabirio, o CEF emErd novo Farecsr Consubstanciano
definithva pelo sisierma Plataforms Brasil

rformamos, aimda, que o {a) pesquisador (a) deve decemvober 3 pesquisa conforme delineada neshs
proinooio aprovado, Excsio quando perceber fisco ou dano nio previste ao volonidrio parfcipants (B=m V3.,
da Fesoluglo CRIASE K= L56M12)

Eventuals modificaples nesta pesquisa devem ser solcEadas alraves de EMEMDA 30 projeio, denifimando
a parte do profocolo A sar modfcada & suss jushficabivas.

Fara projeios oo mals de uam o ano ds H:em;-!-u. & pbrigatdrio gu= o pesquisador responsivel pelo
Profccolo de Pesguiss apressnis & este Comil® de Etica relabirics parciais dys athvidades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da dala de sua aprovacio (Bem 1 3 b, da Resolupho CHEME B 45612

i CEFMCCEIUFFE deve sar imfomado de Ddos of efelios S ersos ou 'aios eievanies que alerem O CUrss
mormal do eshads (B=m W .5_ da F!E.ulu;iu CHEME NP 4BE5M 2 E pape] do's pesquisadoar’'a assegurar
bodas as medides Imedialas & sd=quadas frenie 3 svenh sdverso grave coormido Emesrmo que bepies sido
= oo Deniro = alnda, :rrﬂ.urncﬂ'l'l-:al;iu & AMVTESA — Agénca Nacioral de Vighincls Eanitina, Jumio com
SEU posicioramenbs.

RECIFE, 15 de Junhd g 2015

Agcinado por
Glesls Criching 3ena da Zlva PInko
(Coordesnador)

Erxdaregs: Ay e Dogenhars wf® - | mnder, pels 4 Pl de D05

Bslrre: Cosds Lnreseafiria CEF: S0 78cusm
= P Bunicipiec: NECIFE
Talfona: (31 0 T2E-ESEE E-mail: cscoos@fpa br
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ANEXO B — AUTORIZAGCAO DE USO DOS DADOS

24

"o

(SETROMIRE 7V IECC
OS) ROCA

UNIDADE PS VILA ROCA

Rua Escritor Israel Felipe, 31, Vila Roca, cabo de Santo Agostinbo —PE
CNS: 20427

AUTORIZAGAO DE USO DE DADOS

Declaramos para oS devidos fing, que cederemos 3o pesqusadar Tiage
de Arruda Pontes, 0 acess0 808 dados de prontudrio e de base de dados de
pesquisa para serem utlizados na pesquisa "ESTUDO METABONOMICO DE
PACIENTES PORTADORES DE OSTEOROPOSE", qua asla sob a orientagho
do Prof, Dr. Mério Ribeiro de Mek Jonior, professor do programs de pds-
gracuacdo em Biokga Aplicada & Sacde (LIKAAFPE) @ o Prol. Or. Ricardo
Oliveirs da Siva, professor do departamento de quimica fundamental
(DQAF/UFPE).

Est3 3utonzacso asta condcionada ao cumpriments do pesquisador aos
requisitos da Resolucho 456/12 & sua complemantares, comprometendo-2o o
mesmo a ubtlizar o5 dados pessoals dos sujeitos da pesquisa, exdusvaments
para os fins dentficas, martendo o sglo e garantindo a ndo ullizagio das
informactes am prejuizo as passeas &'y as comunidates.

Aucile, 17 du novembiro de 2014,

Al ods
Rowmer Akneide ’.ﬁ‘ﬁ
Coordenadora da unidade w

Matricda n®. 40080 '\ﬁb
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ANEXO C — CARTA ANUENCIA PARA USO DO ESPECTROMETRO

ﬁ dFf | ==

" N
Ay, Jarnaista Anibal Fernandes, s/n Cidacde Universitaria, Recile-PE

CEP S0740-540 Fone (81} 2126.8430 #ax: |21} 21256.8442
www. ol ufpe br

CARTA DE ANUENCIA

Declara para os devidos fins e a quem possa Interessar que a Central Analitica do
Departamento  de Quimica Fundemental dispbe de dois espectrdmetros de
ressonancia magnética nuclear, os quais serfio utilizades na execucao do projeto de
pesguisa intitulado “ESTUDO METABONOMICO DE PACIENTES PORTADORES DE
OSTEOPOROSE", Sob supervisiio do professor Ricardo Olivaira da Siva, que orlentard o
2luno Tiage de Arruda Pontes, CPF 067.437.294-85, |Doutorado — PPG Bulogia
Aplicada & Sadde LIKA/UFPE) no desenvolvimenta do projato supracitado.

Redfe, 27 de Novembra de 2014,

p’k\-_)b% k‘*\—- Y—
~

Prof. Pauky Hendigue Menezes

Chefe de departamento de Quimica Fundamental - UFPE
‘l‘ P Raam Mt e Wasserss 1A Swa
Uy Craly

Dyorrerd te Curmes Fa el
o IV R e RIPIGC AN
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ANEXO D - CARTA ANUENCIA LIKA

Universidade Federal de Pernambuco
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que concordamos em apoiar o Projeto
“ESTUDO METABONOMICO DE PACIENTES PORTADORES DE
OSTEOPOROSE” do Doutorando TIAGO DE ARRUDA PONTES, matriculado na
P6s-Graduagdo em Biologia Aplicada a Saude LIKA/UFPE. O referido projeto sera
orientado pelo Prof. Dr. Mario Ribeiro de Melo Junior, facultando-lhe o uso das
instalagdes e do Setor de Patologia deste referido Laboratério de Pesquisas da

Universidade Federal de Pernambuco.

Recife, 27 de novembro de 2014

4

/Z@
Prof. Dr. .(fose Tuiz lea/ F6 lho
Diretor do LIKA
Prof. José Luiz de Lima Filho
444 Diretor
[fq, LIKA/ UFE =
e SIAPE-1133637
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ANEXO E — CARTA ANUENCIA PS VILA ROCA

7
SAR%
ERAERL
<1 =20
UNIDADE PS VILA ROCA
Rua Escritor Israel Felipe, 31, Vila Roca, cabo de Santo Agostinho =PE
CNS:20427
CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos os pesquisadores Tiago de Arruda
Pontes (Doutorando em Biologia Aplicada A Saide — LIKA/UFPE), a desenvolver o seu projeto de
pesquisa “ESTUDO METABONOMICO DE PACIENTES PORTADORES DE OSTEOROPOSE”, que esta
sob a orlentacio do Prof, Dr. Mérle Ribelre de Meloe Jinlor (coordenador da pesquisa) cujo
objetivo & criar um modele metabonémico, capaz de identificar metabdlitos presentes nos
blofluidos que tenham valor preditivo para o diagndstico de osteoporose,

A aceltagdio estd condicionada ao cumprimento dos pesquisadores aos requisitos da
Resolugdo 466/12 e suas complementares, comprometendo-se a utilizar os dados e materiais
coletados, exclusivamente para os fins da pesquisa.

Recife, 17 de novembre de 2014,

L

Rosimeri Almeida
Coordenadora da unidade
Matricula n®: 40080
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ANEXO F — CARTA RESPOSTA ACEITE ARTIGO.

®PLOS

ONE

A peer-reviewed . open pocess joumnal

PONE-D-18-34693R2
Osteopenia-Osteoporosis Discrimination in Postmenopausal Women by
<sup>1</sup>H NMR-based Metabonomics

Dear Dr. Pontes:

| am pleased to inform you that your manuscript has been deemed suitable for
publication in PLOS ONE. Congratulations! Your manuscript is now with our production
department.

If your institution or institutions have a press office, please notify them about your
upcoming paper at this point, to enable them to help maximize its impact. If they will be
preparing press materials for this manuscript, please inform our press team within the
next 48 hours. Your manuscript will remain under strict press embargo until 2 pm
Eastern Time on the date of publication. For more information please

contact onepress@plos.org.

For any other questions or concerns, please email plosone@plos.org.

Thank you for submitting your work to PLOS ONE.
With kind regards,

PLOS ONE Editorial Office Staff
on behalf of

Dr. Daniel Monleon
Academic Editor
PLOS ONE


mailto:onepress@plos.org
mailto:plosone@plos.org

