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RESUMO

Compreender o funcionamento do metabolismo da microflora intestinal é de extrema
importancia para elaboracdo de um potencial perfil bioquimico, pois as pertubacdes
metabolicas fecais realizadas por microrganismos patogénicos causam desequilibrio a
microflora intestinal gerando a disbiose intestinal, beneficiando um quadro de inflamacédo do
trato gastrointestinal (TGI). Atualmente, o diagnostico da Doenca Inflamatoria Intestinal (DII)
baseia-se em aspectos clinicos, endoscopicos, histolégicos e técnicas radioldgicas, onde,
mesmao dentro de tais ferramentas, estdo métodos invasivos que geram desconforto ao paciente.
Devida a baixa sensibilidade dos exames tradicionais, torna-se dificil em algumas situacfes o
diagndstico preciso dentro dos dois subtipos da doenca; a doenca de Crohn (DC) e RetoColite
Ulcerativa (RCU). Por meio da técnica de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio é
possivel analisar todos os metabdlitos presentes nas amostras fecais, em que, aliada a
guimiometria estabelece condicGes essenciais para a extracdo do maximo de informacdes
veridicas e, de maneira precisa, interpretar os dados gerados pela PCA (Anélise dos
componentes principais), O-PLS-DA (Analise discriminante de projecBes ortogonais para
estruturas latentes) e ANOVA (Andlise de variancia) e desta forma criar o Grupo controle (GC)
para obtencdo um perfil bioquimico padrdo e assim comparar com os perfis dos pacientes do
Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes — HUPAA diagnosticados com DC e RCU. A
analise da metabol6mica de biomarcadores relacionados a doenca, além de ser uma pratica ndo
invasiva, nos proporciona a cria¢do de um poderoso método eficaz com alta sensibilidade para

o diagnostico de pacientes com DC e RCU.

Palavras-chaves: Perfil bioquimico. Microflora intestinal. Metabdlitos. Metabolémica.

Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.



ABSTRACT

To understand the functioning of the metabolism of the intestinal microflora is extremely
important for the planning of a potential biochemical profile, because the disturbances of
metabolic faecal held by pathogenic microorganisms cause imbalance in the intestinal
microflora generating the disbiose intestinal, benefitting from a frame of an inflammation of
the Gastrointestinal tract (GIT). Currently, the diagnosis of Inflammatory Bowel Disease (IBD)
is based on clinical features, endoscopic, histological and x-ray techniques, where the same,
within such tools, which are invasive methods that generate discomfort to the patient. Due to
the low sensitivity of the traditional examination, it becomes difficult in some situations, the
precise diagnosis within two subtypes of the disease; Crohn's disease (CD) and Ulcerative
Colitis (UC). Through the technique of Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (NMR H)
it is possible to analyse all the metabolites present in the fecal samples, in which combined with
chemo metrics establishes the essential conditions for the extraction of the maximum of true
information and accurately interpret the data generated by PCA (Principal component analysis),
O-PLS-DA (Discriminant analysis of orthogonal projections to latente structures) and ANOVA
(Analysis of variance) and in this way create the control Group (CG) to obtain a biochemical
profile pattern and to compare with the profiles of the patients of the Hospital Universitario
Prof. Alberto Antunes — HUPAA diagnosed with CD and UC. The analysis of the metabolémica
of biomarkers related to disease, in addition to being a practical non-invasive, provides us with
the creation of a powerful and effective method with a high sensitivity for the diagnosis of
patients with CD and UC.

Keywords: Biochemical profile. Intestinal microflora. Metabolites. Metabolomics. Nuclear

Magnetic Resonance of Hydrogen
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1. INTRODUCAO

Os dois maiores subtipos da doenca inflamatdria intestinal (DII), as doengas de Crohn
(DC) e RetoColite Ulcerativa (RCU), sdo enfermidades cronicas que acomete toda mucosa do
aparelho digestivo na qual sua etiopatogenia continua com a elucidacdo incompleta (KASPER,
et al., 2005). Atualmente o diagnostico depende de técnicas endoscopicas, histoldgicas e
radioldgicas, podendo ser muitas das vezes demoradas e desconfortaveis para 0s pacientes.
Exames endoscopicos, ocasionam riscos, em que para cada 1000 endoscopias, 1 paciente sofre
perfuracdo intestinal (CRISPIN, et al., 2009). A realizacdo de exames endoscdpicos por parte
de alguns grupos de pacientes chega tornar impossivel sua realizacdo, especialmente 0s
pediatricos (ANGRIMAN, et al., 2012).

A utilizacdo de recursos clinicos convencionais com carater invasivo, embora
proporcione riscos, ainda é insuficiente para a diferenciacdo de ambas doencas, em que muitas
das vezes o resultado do diagndstico é descrito como DII inclassificavel (PRIDEUX, et al.,
2012). Quando possivel sua classificacdo, a diferenciacdo se da principalmente pela
profundidade e extensdo do acometimento. A DC € uma inflamagdo crdnica especifica
(granulomatosa), caracterizada pela presenca de uma agregacdo de macrdfagos
morfologicamente alterados e acomete todas as camadas da parede intestinal, podendo trazer
comprometimento universal do trato digestorio, enquanto a RCU acomete o intestino grosso e
somente a mucosa e submucosa (SUARAWICZ, 1988).

Os principais agentes etioldgicos como bactérias, virus e parasitas, alimentos com
aditivos, citotdxicos industriais, poluentes atmosféricos, produtos quimicos e o stress, por
exemplo, promovem uma mudan¢a nos padrdes epidemiol6gicos tornando as DIl nédo
exclusivas para género, area geografica ou grupo étnico (CARDOZO0, 2015).

Recentemente, a metabolémica foi introduzida para estudar as diferencas
fisiopatoldgicas da DII (MARCHESI, 2007). Seus estudo cientifico que visa identificar e
quantificar o conjunto de metabolitos - o metaboloma - produzidos e/ou modificados por
um organismo (VILLAS-BOAS, 2006). Metabdlitos sido produtos de mecanismos fisiol6gicos
gue podem indicar caminhos reacionais especificos e distinguir patologias distintas de
manifestacdes clinicamente semelhantes (PATTI, et al., 2012).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) para
analise do metaboloma de tecidos e biofluidos aliada a quimiometria com a aplicacdo da PCA,
O-PLS-DA, ANOVA e Validacdo Cruzada, viabilizam biomarcadores para discriminagao

entre as DII, mostrando a habilidade em gerar previsdes testaveis com alta reprodutibilidade e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ci%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metab%C3%B3lito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
http://www.discoverymedicine.com/category/research-technology/nuclear-magnetic-resonance/
http://www.discoverymedicine.com/tag/nmr/
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identificar metabdlitos para diferenciacdo entre DC e RCU a partir de grupo controle. A criacdo
de um perfil metabolomico pode ser usado para compreender as rotas do metabolismo em
condicdes saudaveis, tal como, em circunstancias que foram instigadas por microrganismos
patogénicos a um distdrbio metabdlico, interrompendo o metabolismo em determinada etapa
que ndo condiz com o produto final. Estudos evidenciam moléculas irregulares como
amino&cidos, intermediarios do Ciclo de Krebs e acidos graxos como produto na DIl
(STORR, et al., 2013).

Atualmente, fica evidente que a metabolémica é um meio bem-sucedido para extrair
informagdes complexas, pois combina a RMN *H de biofluidos com anélises multivariadas,
reconhecendo padrdes e possivelmente biomarcadores discriminantes de doengas, de maneira

nao invasiva.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Encontrar biomarcador da DIl em aguas fecais usando a técnica de RMN *H combinado
com analises estatisticas multivariadas e analise de discriminante para desenvolver um perfil
metabdlico comparativo entre grupo controle (GC) com pacientes do Hospital Universitario
Prof. Alberto Antunes (HUPAA), diagnosticados com DC e RCU.

2.2. Especificos

I. Coletar as amostras de fezes de pacientes com DC, RCU.
Il.  Coletar as amostras de fezes de pessoais com TG saudavel, criando o GC.

1. Obter os espectros de RMN tH a partir das amostras fecais.

IV. Discriminar as amostras de pacientes com DC e RCU com GC por meio
de anélises multivariadas pelos métodos de PCA e OPLS-DA dos espectros de
RMN 1H;

V. ldentificar nos resultados de RMN H os sinais responsaveis pela
discriminacdo com ANOVA (p<0.05) da DC e RCU.

V1. Construir um modelo de classificacdo, que seja capaz de classificar novas

amostras fecais corretamente, de acordo com seu perfil metabolémico.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Doenca Inflamatdria Intestinal

A DII é uma desordem crénica do trato gastrointestinal devido a sua inflamacdo e lesdes
epiteliais (LEE, et al., 2015). Suas principais formas de apresentacdo séo a Doenga de Crohn
(DC) e a RetoColite Ulcerativa (RCU) (RODA, et al., 2012), entretanto a gravidade dos quadros
se diferencia pela sua fisiopatologia. Enquanto que a RCU afeta somente a mucosa intestinal e
é tipicamente restrita ao colon, a DC afeta todas as camadas intestinais e pode afetar qualquer
segmento do trato gastrointestinal, sendo assim mais severa (MARCHES]I, et al., 2006).

A RCU é diagnosticada pela inflamacdo na camada de células que forra a superficie
interna do intestino grosso, podendo vim acompanhada por lesGes superficiais em tecido
cutaneo, ulceras (VERONESI, 2003). Seus principais sintomas sdo dores abdominais, diarreia
que pode ser acompanhada por sangue e em alguns casos hemorragia retal (STEPHEN, 2013).
Cerca de 10% dos pacientes com inflamacdo do célon, no entanto, ndo conseguem ser
claramente classificados em ambos 0s grupos, e se da o diagnostico de colite indeterminada
(DALAL; KWON, 2010).

A manifestacdo clinica da DC é extremamente inconstante, pois depende da localizacdo
no trato gastrointestinal e da intensidade da inflamag&o, assim como a presenca de possiveis
complicacdes intestinais e extra intestinais. Os sinais mais corriqueiros apresentados pela DC
sdo dores abdominais, diarreia, febre, perda de peso (FELDMAN, 2002).

A etiologia da DIl ainda ndo € integralmente compreendida, no entanto tem sido
amplamente aceito que multiplos fatores, incluindo genéticos, ambientais e fatores
microbioldgicos, contribuem para a ocorréncia e subsisténcia da doenca (STROBER, W.;
FUSS, I.; MANNON, P., 2007). Séo levantadas hipoteses de que hd uma dishiose da microbiota
intestinal (BOURLIOUX, 2014) devido a uma hiperatividade dos linfdcitos T contra antigenos
da microbiota, fato que modifica a sintese de &cidos graxos de cadeia curta envolvidos na
renovacao epitelial e origina uma inflamagéao do local (MARCHESI, et al., 2006).

O diagnéstico da DIl é comumente baseado numa abordagem multidisciplinar,
envolvendo aspectos da historia clinica, endoscopia, radiologia, histologia, microbiologia e
hematologia. Esse processo revela uma consideravel desvantagem por sua natureza invasiva,
tempo despendido e o fato de 10% dos pacientes ainda permanecerem sem classificacéo
diagnostica (GEBOES, et al, 2008).
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Entretanto, esses métodos somente funcionam tardiamente, onde ha uma clinica para
auxiliar a interpretacdo dos exames. Um diagndstico preciso que diferencie a DC e a RCU séo
de extrema importancia para as decisdes terapéuticas. O diagndstico precoce esta relacionado
com um melhor progndstico e diferenciacdo entre as doencas, evidenciando, assim, a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos (MARCHESI; HOLMES; KHAN et al,
2006).

3.1.1. Microbiota Intestinal

Devido a evolugdo simultanea entre as comunidades de bactérias (microbioma) e o ser
humano, criou-se uma relacdo simbidtica, tornando as comunidades de bactérias suportaveis
pelo sistema imunoldgico (THOMAS, et al., 2017).

O interesse da comunidade cientifica sobre microbioma intestinal aumentaram
exponencialmente na Ultima década. Uma vez negligenciado, este constituinte do Trato
Gastrointestinal (TGI) esta agora ganhando reconhecimento por sua importancia na busca pela
salde ideal (CRESCI, 2015). O microbioma, termo impresso por Joshua Lederberg, é uma
comunidade ecoldgica de microrganismos comensais, simbidticos e patogénicos que
compartilham nosso corpo (LEDERBERG, 2001).

Conforme Cresci (2015), em 1900, Eli Metchnikoff, um cientista russo do Pasteur
Institute in Paris, associou a longevidade dos bulgaros rurais ao consumo de produtos lacteos
fermentados, e pdde concluir que as bactérias em alimentos lacteos fermentados ingeridas pelos
camponeses que viviam em climas severos proporcionavam um efeito antienvelhecimento. Na
atualidade a industria de alimentos se manifestou produzindo uma infinidade de alimentos e
suplementos de produtos “probiodticos” ou “alimentos fermentados” que povoam as prateleiras
das lojas (CRESCI, 2015).

Uma baixa diversidade de microrganismos esta associada a uma infinidade de doencas,
incluindo alergia, diabetes, obesidade, artrite, doengas inflamatdrias intestinais e até disturbios
neuropsiquiatricos (THOMAS, et al., 2017). Para cada etapa da vida, o ser humano esta
relacionado a determinados microrganismos. A humanidade evoluiu com bactérias no meio, e
cada parte do corpo tem uma comunidade (COSTELLO, et al., 2009).

Acredita que o corpo humano é composto por 30 trilhdes células eucaridticas e 39
trilhdes microrganismos colonizadores, de tal forma que as células hospedeiras e a microbiota
sejam aproximadamente o mesmo numero num individuo (SENDER, 2016). No que diz

respeito ao genoma coletivo, ou metagenoma, da microbiota entérica contéem mais de 100 vezes
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0 numero de genes no genoma humano, e hd aproximadamente 10 vezes mais genes em cada
um dos nossos microbiomas do que em um ser humano, codificando a maior fonte de potencial
antigenos com os quais o sistema imunolégico deve lidar (MAYNARD, et al., 2012).

As bactérias que promovem a salde do TGI, utilizam material fermentavel como
substrato energético, tais como as fibras. Por isso, uma alimentacdo rica em fibra, com verduras,
legumes, cereais como arroz integral e milho sdo fundamentais para regulamentacéo da salde
intestinal, proporcionando o equilibrio da microflora (ALMEIDA, et al., 2009; SANTOS,
2010).

Alguns nutrientes sdo fundamentais para 0 nosso organismo como as vitaminas,
principalmente as do complexo B e os &cidos graxos essenciais, a auséncia pode levar a
disbiose, devido as caréncias nutritivas (MACHADO, 2008).

As comunidades de bactérias que acomoda todo o TGI, juntas integra um ecossistema
onde microrganismos de espécies distintas atuam em ciclos vitais. Algumas espécies vivem dos
produtos gerados pela atividade metabdlica das primeiras, e por sua vez beneficiam a
proliferacdo de outras com seus subprodutos (REIG; ANESTO, 2002).

De fato, ha uma grande biodiversidade de bactérias colonizadoras do intestino, porém
ha uma prevaléncia bastante restrita entre os géneros, sendo estes: bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus e Ruminococcus. Existem dois
tipos de espécies: as benéficas, como os lactobacilos e a bifidobactérias; e as prejudiciais, como
as do género Enterobacteriaceae e Clostridium ssp (VARAVALLO; THOME; TESHIMA,
2008)

E universalmente aceito que a microbiota tem um papel importante no desenvolvimento
da DII, sendo estes agentes microbianos fazerem parte da patogénese da DII. Alteracoes
qualitativas e quantitativas da microbiota resulta na dishiose, podendo levar a inflamacéo e
lesdo do tecido da mucosa, que apresentam relacdo com infeccdo por Clostridium difficile.
(CASH, et al., 2006).

Dentro dos microrganismos benéficos, estdo aqueles envolvidos na producdo de
butirato, como Faecalibacterium (KHAN, 2012). Este mesmo microrganismo ndo esta ausente
em RCU, podendo torna-se um potencial biomarcador Gtil para discriminagdo entre pacientes
com DC e RCU. Fusobacterium e Esherichia sdo microrganismos abundantes em amostras
fecais de pacientes diagnosticados com DC, num entanto, quase ausente em GC e RCU. Quando
comparado DC e RCU, a Collinsella, mostrou ser descriminante entre os dois subtipos da DI,

sendo encontrada principalmente em casos de RCU (PASCAL, et al., 2017).
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Em pacientes com DC e RCU, ocorre a diminui¢cdo da biodiversidade bacteriana
(SOKOL, et al., 2016), o que leva a disbiose — um desequilibrio na composi¢do — do
microbioma intestinal. O Microbioma mais o seu hospedeiro representa o “holobionte” (grego,
holos, inteiro), o organismo por completo em seu genoma ¢ o “hologenoma” (BORDENSTEIN,
2017). Qualquer mudanca no holobionte pode causar impacto significativo a complexa rede de
sinalizacdo, influenciando o hologenoma, podendo melhorar a sadde ou levar a doenca.
(THOMAS, et al., 2017).

3.1.2. Disbiose Intestinal

Qualquer desajuste entre as comunidades de bactérias, pode ocasionar uma desordem
na microbiota caracterizado pelo o predominio de bactérias nocivas sobre as benéficas
(SANTOS, 2010). Este distarbio é conhecido como disbiose intestinal, em que vem sendo
considerado objeto de estudo relevante no diagndstico de doengas como diarreias, letargia,
depressao e artrite reumatoide (ALMEIDA, et al., 2009).

O equilibrio da microflora intestinal € fundamental para a satde e o bem-estar do corpo
humano, qualquer perturbacdo a este equilibrio pode proporcionar a proliferacdo de fungos,
bactérias e outros patdgenos que sdo capazes de produzir toxinas metabélicas que sdo
absorvidas pela corrente sanguinea, ocasionando processos inflamatérios (BRANDT,;
SAMPAIO; MIUKI, 2006).

Entre as principais causas esta o uso indiscriminado e irracional de farmacos, sobretudo
os antibidticos de amplo espectro como, ampicilina, amoxicilina, cefalosporina e clindamicina
(ANTUNES, et al., 2007). Outros farmacos envolvidos na causa da disbiose sdo os anti-
inflamatdrios hormonais e ndo-hormonais, e os laxantes (SANTOS, 2010).

A influéncia do pH é crucial, uma vez que, o estdbmago néo esta acido o bastante para
acabar com as bactérias patogénicas. Por produzirem uma quantidade menor que o normal,
idosos e pacientes diabéticos estdo sujeitos a este tipo de ataque. Estudos recentes mostram que
0 estresse diminui significativamente a acdo do sistema imunologico, facilitando a instalacéo
de microrganismos oportunistas que mandam para o cérebro toxinas que inibem a sintese de
serotonina (ALMEIDA, et al., 2009).
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3.2. Metabolismo

Quaisquer organismos Vvivos apresentam, em sua constitui¢cdo, um sistema estavel de
reacOes quimicas e de processos fisico-quimicos mantidos a custa de energia. A forma como
obtém, armazena e utiliza a energia, e a transforma em precursores adquiridos do meio em
compostos caracteristicos de cada organismos sdo efetuados por uma complexa rede de
milhares de reacBes quimicas e constituem o que conhecemos por metabolismo (Figura 1)
(BERG, et al., 2002).
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Fonte: BERG, et al., 2002
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A divisdo de reacBes quimicas em locais diferentes pode também influenciar este
mecanismo regulatério, uma vez que sdo reacdes opostas, como por exemplo, a oxidagdo dos
acidos graxos, que ocorre na mitocondria, em oposic¢ao a sua sintese no citosol (BERG, et al.,
2002).

3.2.1. Metabolismo Intestinal

Elucidar os mecanismos bioldgicos da microbiota intestinal € um desafio. Estudos em
animais mostram evidéncias de que o microbioma intestinal pode afetar mecanicamente os
niveis lipidicos do hospedeiro. E o que acontece com os cidos biliares produzidos por bactérias
anaerobias no intestino grosso a partir de sais biliares secretados para o intestino. Uma pequena
quantidade destes &cidos biliares derivados da bactéria é absorvida na corrente sanguinea e pode
modular o metabolismo hepético e/ou mecanismos dos lipidios e glicose através de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) (GHAZALPOUR, et al., 2016).

O organismo humano ndo é capaz de metabolizar muitas formas comuns de carboidratos
complexos, por isso, outra forma da microbiota intestinal afetar o metabolismo envolve a
fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis (GHAZALPOUR, et al., 2016). Uma vez ausente
este subconjunto de bactérias, o intestino absorve e libera para corrente sanguinea podendo
ocasionar um quadro pro-inflamatdrio.

Os AGCC (Acidos Graxos de Cadeia Curta), como Acetato, Propionato e Butirato,
regulam o equilibrio imunitario intestinal e servem como fonte de energia para as células
epiteliais do colon. Outro beneficio metabdlico esta intimamente relacionado a gliconeogénese
intestinal. Os mesmos também podem ser absorvidos pelo intestino e ter efeitos na sensibilidade
a insula em tecidos metabdlicos periféricos através de diferentes GPCRs, como GPR41 e
GPR43 (GHAZALPOUR, et al., 2016).

Pesquisas mostram a associacgdo de niveis altos de N-0xido de trimetilamina (TMAO) a
aterosclerose tanto em camundongos quanto em humanos (WANG, et al., 2011). O TMAO ¢
um derivado secundario através da oxidacao hepatica do metabolito trimetilamina (TMA), que
é produzido através do metabolismo da colina e da L-carnitina (KOETH, et al., 2013).

Marchesi, et al., (2007) observaram em pacientes com DC a reducdo do butirato,

acetato, metilamina e trimetilamina comparado aos resultados obtidos com GC, assim como
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outros aminodcidos foram encontrados. Em relacdo aos pacientes com RCU foram encontradas
quantidades elevadas de aminoacidos nas fezes relacionada ao GC.

As pertubacdes metabolicas fecais realizadas por células tumoral provinentes do Cancer
Colorretal (CCR), polipos do colon (pré-cancerose do CCR) e DII evidenciam o aumento do
consumo da glicose o que leva a dimuigdo na concentracdo da glicose fecal em paralelo um
aumento no lactato, consistente com o aumento do metabolismo energético, e esta observacéao
(Figura 2) ¢ apoiada por uma elevacéo no succinato e glutamato na ativacdo do ciclo de krebs.
(MARCHESI, et al., 2007; LIN, et al., 2016).

Figura 2: Metabolismo significativamente alterado
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Os resultados de Lin, et al., 2016, apresentaram metabdlitos (Figura 2) em vermelho
com maior quantidade e metabdlitos em azul em menor quantidade quando comparado com 0s

resultados das amostras controle.

3.3. Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magneética Nuclear (RMN) é sem duvida uma das ferramentas mais
poderosas e versateis para a elucidagdo estrutural de compostos organicos. E baseada na
aplicacdo de forte campo magnético e pulsos de radiofrequéncia ao nucleo dos atomos. Para
niicleos com nimero atdmico ou massa atdmica impar, como H e 3C respectivamente, a
presenca de um campo magnético externo fara com que estes nucleos possuam um spin,
denominado spin nuclear. A absorcdo da energia gerada pelo pulso de radiofrequéncia permitira
a promocao de estados de spin de baixa energia para alta energia, e subsequente emissao de
energia durante o processo de relaxacdo € detectada na forma de FID (Free Induction Decay)
no dominio do tempo (SILVERSTEIN, 2006).

Desde o surgimento em 1945, a RMN tem passado por grandes transformacdes, tais
como, o desenvolvimento de imas supercondutores, que permitiram obter campos magnéticos
cada vez mais intensos, a transformada de Fourier que possibilitou o uso da técnica pulsada e
com isso acumular FIDs (Figura 3), sondas com gradiente de campo, as quais permitiram
melhorar significativamente a qualidade dos experimentos e mais recentemente as sondas
criogénicas, que aumentaram muito a sensibilidade da técnica. Todo este desenvolvimento
acumulado ao longo do tempo possibilitou ampliar o campo de atuacdo da RMN, tornando a

elucidacdo estrutural apenas uma das inimeras aplicacdes da técnica.

Figura 3: Free Induction Decay - FID

Fonte: Google imagens, 2018
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3.3.1. Fundamentos da Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN ¢ uma técnica de investigacdo da matéria baseada no conceito de que certos
nucleos atdmicos sdo intimamente magnéticos. Somente um numero limitado de isétopos
apresenta esta propriedade denominada spin, dentre os quais destacamos o hidrogénio (*H),
carbono (3C), nitrogénio (**N) e oxigénio (*’O) (BERG, et al., 2002).

Em analises de biofluidos, comumente é utilizado o ndcleo do préton *H. A RMN
baseia-se na alteracdo do eixo de rotacao do spin deste nicleo quando submetido a um campo
magnético. De acordo com 0 modelo vetorial classico, o spin do ndcleo atdmico, sob a acdo de
um campo magnético, gera um momento magnético representado pela soma dos vetores Mo.
Para nticleos como H! e C*3, o nimero quantico spin (1) pode ter duas orientagdes (m) para este
momento magnético (SANDERS; HUNTER, 1993).

A exposicdo dos nucleos dos protons a um campo magnético externo (Bo), faz com que
0s momentos magnéticos dos nucleos se alinhem com este campo, obtendo 21 + 1 orientagdes.
O estado a apresenta uma quantidade de energia ligeiramente inferior, portanto, é mais
populoso, pelo fato de estar alinhado ao campo. Um préton em spin o pode ser elevado ao
estado de B através da aplicagdo de um pulso de radiagdo eletromagnética (radiofrequéncia),
desde que a frequéncia corresponda a diferenca de energia entre os estados a ¢ B (Figura 4).
Para estas condigdes 0 spin se transformara de o para 3, obtendo-Se, assim, a ressonancia
(BERG, et al., 2002).

Figura 4: Demonstracdo esquematica dos spins dos nucleos apdés aplicagdo de campo
magneético.
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Fonte: Google imagens, 2018
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A técnica de RMN ndo observa apenas um unico ndcleo, mas examina o efeito global
gerado por todos os nucleos presentes na amostra do material a ser feito a anélise. O vetor
magnetizacdo total nunca é nulo (Figura 5), sendo assim possivel mensurd-lo através da
diferenca entre as populacGes entre os estados energéticos gerados pela distribuicdo de
orientacOes possiveis (SANDERS; HUNTER, 1993)

Figura 5: Representacdo das possibilidades de orientacédo do ndcleo em relagdo ao
campo magnético aplicado.
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Fonte: Google imagens, 2018

3.3.2. Transformada de Fourier

O resultado obtido pelo equipamento representa a soma dos termos que oscilam com a
forma de uma funcéo sinusoidal (Figura 1) da distribuicdo da densidade dos prétons do volume
adquirido. Esta funcdo que varia de acordo com o tempo € transformada em uma nova funcgéo
variando de acordo com a frequéncia. Esta transformacdo é denominada de Transformada de
Fourier e permite a decomposicao de um sinal diferencial em uma soma infinita de sinusoidais
(termos) com frequéncias, amplitudes e fases diferentes da funcdo inicial (SANDERS;
HUNTER, 1993).

3.3.3. Deslocamento Quimico

Os nucleos presentes nas amostras que sd80 expostos ao campo magnético da RMN,
absorvem a radiacdo eletromagnética em uma frequéncia passivel de medicdo. As diferentes
frequéncias, denominadas deslocamentos quimicos sd3o expressas em unidades fragmentais &
(deslocamento quimico), partes por milhdo — ppm, em relagdo ao deslocamento de um
composto padrdo (BERG, et al., 2002).

A posicao do sinal no espectro da RMN depende da densidade da nuvem eletrénica ao

redor do nudcleo estudado. A alta densidade de elétrons ao redor dos ndcleos atua como uma
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blindagem magnética, a qual ira se opor ao campo Bo. Esta blindagem faz com que o nicleo
apresente menor frequéncia e, portanto, esteja localizado em regides de menor frequéncia do
espectro. Como exemplo temos um radical — CHs o qual exibe, comumente, um deslocamento
quimico de 1.0 ppm, enquanto um proton aromatico localiza-se em 7.0 ppm (BERG, et al.,
2002).

3.3.4. Aplicacdo Clinica da RMN 'H

A espectroscopia de RMN tem sido empregada na andlise de amostras de tecidos
humanos (biopsia) inclusive de carcinomas, tais como os de tireoide, mama, ovario, prostata e
tecidos cerebrais, entre outros (HAHN, et al., 1997; IORIO, et al., 2005; MOUNTFORD, et al.,
2001; ODUNSI, et al., 2005; RUSSEL, et al., 1994). Por outro lado, a espectroscopia de RMN
de alta resolucéo, principalmente a RMN de 'H aliada a quimiometria, tem sido empregada com
sucesso, na analise de amostras de biofluidos (plasma, soro e urina), visando a identificacéo ou
diagnostico de vérias patologias (HOLMES, et al., 2000; LINDON, et al., 2003; SALEK, et
al., 2007).

3.4. Analise quimiométrica

A quimiometria, analise quimiométrica ou ainda analise multivaridada, ¢ uma das
subareas mais recentes da Quimica, que tem desenvolvendo diversos modelos matematicos para
a interpretacdo e analise de dados obtidos pelos diferentes métodos instrumentais disponiveis
em laboratério. Este recurso trata do desenvolvimento e a aplicacdo de métodos estatisticos e
matematicos no planejamento, otimizacdo de procedimentos ou na obtencdo de informacdes
quimicas através de andlise de dados (VOGEL, et al., 2002).

Espectros de RMN de alta resolucdo de amostras bioldgicas tais como biofluidos e
tecidos, podem ser muito complexos, pois tratando-se de espectros de RMN de *H, pode conter
inimeros sinais de frequéncias e assim apresentando sobreposi¢des dos sinais, tornando a mera
inspecéo visual de tais espectros insuficiente para revelar todas informagdes. Por isso, tem-se
usado métodos estatisticos computadorizados para extrair o maximo de informagfes de
espectros complexos. Por muitos anos métodos estatisticos tem sido aplicados a dados de RMN,
no entanto a primeira aplicacéo real de analise quimiometrica a espectros de RMN na area

biomédica foi a classificacdo de espectros de RMN de H de urina de ratos de acordo com o
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tipo de 6rgédo alvo da toxina administrada aos animais, provendo um meio ndo-invasivo de
avaliar possiveis drogas toxicas (LINDON, et al., 2001).

Para extrair informacGes dos dados de um experimento € preciso a analise de um
consideravel nimero de variaveis. Sendo que é comum apenas um pequeno numero destas
variaveis apresentarem informacdes relevantes, o que pode resultar em um conjunto de dados
repetitivos ou mesmo ndo desperte interesse para 0 objetivo do experimento. A anélise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) é um dos principais
métodos em quimiometria, no qual o objetivo € diminuir o numero de dados sem a perda de
informacgdes relevantes, de modo a se obter um ndmero menor de novas variaveis —
componentes principais — que facilite a elucidacédo e interpretacdo dos dados. Por meios de
gréficos, o PCA pode fornecer informacdes de similaridade existentes em um conjunto de dados
das amostras analisadas (SABIN; FERRAQ; FURTADO, 2004).

3.4.1. Andlise de Componentes Principais

O PCA é um recurso da quimiomeétria que possibilita a juncao de informacdes relevantes
em um numero pequeno de novas variaveis, com base em um determinado conjunto de dados
(MATOS, et al., 2003). Ao aplicarmos um algoritmo de PCA em um conjunto primitivo de
resultados obtidos através da RMN H (variaveis), como por exemplo, o conjunto primitivo
destas variaveis é substituido por um novo conjunto de variaveis denominado de Componentes
Principais (CPs). A principal caracteristica deste novo conjunto é a ortogonalidade, que esta
relacionada com a decomposicdo perfeita entre as variaveis do conjunto primitivo sem sofrer
influéncia significativa em suas principais informagdes. O relevante deste beneficio é o novo
conjunto de variaveis que podemos chamar de CPs, que normalmente concentra a maior parte
da informacdo (variancia) em poucas variaveis, reduzindo assim a dimensionalidade dos dados,
sem perda significativa da informacao quimica. (SABIN; FERRAQ; FURTADO, 2004).

O método de PCA tem sido amplamente utilizado para obtencdo de um perfil
bioquimico em analises metabolémicas de pacientes diagnosticados com cancer colorretal
(LIN, etal., 2016) e para discriminacéo e identificacdo de metabolitos presentes em aguas fecais
na doenca inflamatoria intestinal (PRETER, et al., 2017).

3.4.2. Anaélise Discriminante
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A aplicacdo do algoritmo PCA né&o supervisionado fornece apenas um meio de reduzir
as variaveis aos CPs, sua aplicacdo revela a estrutura do grupo quando a variacao intragrupo é
necessariamente menor do que a variagdo entre os grupos (WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON,
2001). Logo, recursos supervisionados de andlise discriminante, como Minimos Quadrados
Parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) comumente vem sendo aplicados em dados
experimentais. A utilizagdo das variaveis originais, como por exemplo os espectros de RMN
'H, formam a matriz “X” podendo ser expressa como uma combinacdo linear especifica das
componentes principais, logo a aplicacdo do PLS, em que diferente do PCA é um método
supervisionado, é utilizado para o desenvolvimento de modelos de calibragdo em que uma
tabela de dados ¢é fornecida, a matriz “Y”, com valores referentes a0s dados fornecidos. Anélogo
ao PLS, a versdo PLS-DA (Analise discriminante de minimos quadrados parciais) fornece a
matriz “Y” formada por apenas uma coluna com informag¢des descritivas identificando as
amostras. Se considerarmos dois grupos de amostras distintas — grupo controle e grupo doente
— designando as amostras do primeiro grupo de “zero” e as do segundo grupo de “um”, sendo
assim separacdo entre os grupos é melhorada em relacdo ao PCA, mediante a rotacdo dos
componentes do PCA de maneira a obter o0 maximo de separacdo entre 0s grupos. Dessa
maneira tenta encontrar a melhor relacdo de interdependéncia entre as matrizes “X” e “Y”
utilizando relevantes combinacdes lineares das variaveis nestas duas matrizes, buscando a parte
da variancia na matriz “X”, a matriz dos resultados de RMN 'H, que melhor se encaixa aos
dados da matriz “Y”” (Manual AMIX, 2008).

Em 2002, um novo método foi publicado, chamado projecdes ortogonais para estruturas
latentes (OPLS, do inglés Orthogonal Projections to Latente Structures). Em O-PLS, as
variaveis sdo separadas em informacdes preditivas e sem relacdo interdependentes, isso leva a
analises aprimoradas, além de facilitar a visualizacdo e melhorar a interpretacdo reduzindo a
possibilidade de interpretacdo enganosa. Da mesma forma, O-PLS-DA (Projecdes Ortogonais
para Estruturas Latentes — Andlise Discriminante) pode ser aplicado quando se trabalha com
variaveis discretas, como em estudos de caracterizacdo de biomarcadores (WESTERHUIS, et
al., 2009).

3.5. Anélise Metabolomica
Desde a Grécia antiga hd o conceito sobre o surgimento e desenvolvimento de uma

patologia pode provocar alteragdes de um ou mais metabdlitos na composicdo quimica dos

tecidos e/ou biofluidos. Ainda na idade média, foi utilizado os Cartdes de urina (Figura 6) que,
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correlacionavam cores, odores e gostos da urina com condi¢cBes médicas. Na realidade tais
alteracbes eram de origem metabdlica. E por meio da metaboldmica que é possivel realizar
analises das amostras biologicas e assim compreender os distirbios metabolicos e definir a
patologia (NICHOLSON; LINDON, 2008).

Figura 6: ‘Cartao de urina’ publicado em 1506 por Ullrich Pinder no seu livro

Epiphanie Medicorum. Relaciona cores, odores e gostos da urina com diagndsticos de
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A metabol6mica é definida como uma anélise abrangente de todos os metabolitos num
sistema biologico — 0 metaboloma — com a sua identificacdo e quantificacdo, sendo que o
contetdo de informacdes € incrivelmente alto que o torna um desafio de formar, eficientemente

conclus@es biologicamente relevantes a partir de um conjunto de dados. Este tipo de analise
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envolve a combinacdo de dados experimentais com analise multivariada (MVA, do inglés
Multivariate Analysis) como métodos PCA, PLS e O-PLS-DA, em que caracteristicas
espectrais podem ser amplamente interpretadas (WORLEY; POWERS, 2013).

Estratégias metabolémicas baseadas em dados obtidos através da espectroscopia de
RMN de amostras de biofluidos ou tecidos podem atuar como perfis de diagndstico, uma vez
que geram compreensiveis fingerprints ou perfis bioquimicos caracteristicos de metabdlitos de
baixa massa molecular. Em uma amostra de biofluido tipica, todas as moléculas que contém
em sua estrutura atomos de hidrogénio, o que inclui aproximadamente todos os metabolitos,
dardo um espectro de RMN de H. O espectro de RMN sera, portanto, a superposicdo dos
espectros de todos os metabdlitos presentes no fluido, definindo o perfil caracteristico da
amostra. Uma vantagem € que estes perfis podem ser obtidos com o0 minimo de preparo de
amostra, dispensando assim a necessidade de laboriosos processos de extracao e/ou purificacéo,
consumidores de tempo e reagentes (NICHOLSON et al., 1999; SUMNER et al., 2003).

Entender e compreender a expressao fenotipica é de extrema importancia para a
elucidacdo de uma patologia, a analise metabolémica tem por alvo o metaboloma para a
descricdo analitica de amostras biolégicas complexas, incluindo a caracterizacdo e
quantificacdo de todos os metabolitos presentes nas amostras, gerando assim um perfil
bioquimico (NICHOLSON; LINDON, 2008).

Os componentes do metaboloma podem ser definidos como o conjunto de todos 0s
metabolitos em um organismo bioldgico que sdo os produtos de sua expressdo génica, O
processo pelo qual a informacdo contida em um gene é processada num produto génico, tal
como proteinas e RNA, e definem o fen6tipo, ou as caracteristicas observaveis, de uma célula
ou tecido. A andlise qualitativa e quantitativa de uma amostra bioldgica promove uma visao
abrangente da situacdo fisiopatolégica do perfil biogquimico de um organismo, podendo ser
usado para monitorar a satde (WECKWERTH, 2003).
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo das amostras de fezes

As amostras de fezes foram todas obtidas no Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes — HUPAA por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.), como
segue 0 ANEXO I, e foram submetidos ao questionario Protocolo de Pesquisa (ANEXO I1).

Os pacientes foram recrutados no ambulatorio de Gastroenterologia da se¢do médica do
HUPAA, Macei6 — Alagoas. Todos os pacientes de DC e RCU convocados subsequentemente
tiveram seu diagndstico verificado por critérios clinicos e laboratoriais. Para a criacdo do GC,
foi utilizado como critério de classificacdo a auséncia de qualquer enfermidade clinica e

laboratorial presente no TGI e qualquer distarbio neurolégico (BJERRUM, 2015).

4.2. Preparacdo de amostras

As amostras fecais coletadas, foram colocadas em um recipiente de isopor com gelo e
posteriormente, entregue ao laboratdrio onde foi realizado o processo de obtencdo de aguas
fecais. Experiéncias anteriores (BEZABEH, et al., 2009) usando amostras cruas nao extraidas
resultaram em espectros de baixa resolucdo, enquanto Merchesi, et al. (2007) e Jacobs, et al.
(2008) obtiveram excelentes resultados com aguas fecais e um pH acima de 7.

As aguas fecais foram extraidas dentro de uma capela microbioldgica em um almofariz
no qual foi adicionado nitrogénio liquido e trituradas com o pistilo até a sua homogeneizacdo
total. Assim o material € transferido para um eppendorf no qual em seguida é submetido a
centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rotacGes por minuto (RPM). Assim, com auxilio de uma
micropipeta 350uL (microlitro) das aguas fecais foram coletadas e finalmente adicionadas a
uma misturada preparada em um tubo de RMN, com 50uL de D20 e 350uL de tampéo fosfato
com 3-trimetilsilil-2,2,3,3-propionato-ds de sodio (TSP) a um pH (potencial Hidrogenibnico)
de 7,44 (0.31g de NaH2PO4.H-0, 1.09g de NazHPO4 (anidro), 0.1L de agua destilada e 0.1mM
(0.0172g) de TSP).

4.3. Espectroscopia RMN H

Todos os experimentos de RMN *H foram realizados a 298,15 K (Kelvin), usando um

espectrometro Bruker de 400 MHz (Megahertz) do laboratorio Ndcleo de Anélises e Pesquisa
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em Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN). Os espectros foram adquiridos com 64K
pontos, 128 transientes (scans) com a largura espectral de 10,5 ppm e supressao do sinal da
agua utilizando-se a sequéncia de pulsos noesyprld, com tempo de relaxagédo de 2 segundos (S)
e tempo de mistura de 100 milissegundo (ms). Os resultados foram processados no programa
TOPSPIN com 64K pontos aplicando-se uma multiplicagdo exponencial Livre Decaimento por
Inducdo (FID, do inglés Free Induction Decay) por um fator de 0,3 Hz. Os deslocamentos

quimicos (8) foram calibrados em relacdo ao sinal do TSP a 0,0 ppm.

4.4. Anélise dos dados

Todos os espectros unidimensionais de RMN *H foram corrigidos manualmente para
distorcdes de fase e de linha de base utilizando o programa TOPSPIN 3.5 e referenciados ao
sinal do TSP a 0,0 ppm. Com auxilio do programa MATLAB v13.1 o sinal da 4gua 4.8 ppm foi
removido de todos os espectros para analise multivariada (MVVA), pois embora tenha sido
realizado a supressao o sinal persistiu em aparecer.

Os espectros de RMN *H foram normalizados para o total da soma das integrais dos
espectros, compensando as diferencas de concentracdo das amostras. A seguir, as analises
quimiometricas foram realizadas utilizando o pacote de software MATLAB. Inicialmente foi
realizada a analise PCA dos dados espectrais de RMN H para visualizar a estrutura geral do
conjunto de dados e assim identificar qualquer anormalidade (com base nos principios de
Hotelling T?) e assim obter as componentes principais (PCs). Em seguida, para facilitar a
interpretacdo do modelo obtido, foi realizada uma anéalise supervisionada para discriminagédo
dos perfis bioquimicos de cada grupo em questdo. Para validar e evitar o risco de ajuste
excessivo do modelo O-PLS-DA, foi utilizada um Validacdo Cruzada de 10 vezes, ou seja, a
construcdo iterativa de modelos, excluindo repetidamente um décimo das amostras, e prevendo-
as de volta ao modelo. Este procedimento resulta em um parametro de validacdo cruzada,
indicando a previsibilidade do modelo em relag&o a sua validade estatistica. Um teste final de
significancia foi realizado com o uso da Analise de Variancia, ANOVA (p<0,05). Os
metabdlitos responsaveis pela diferenca entre os perfis bioquimicos de cada grupo, indicando
pesos varidveis discriminatérios, apresentam cor quente (vermelho) e correspondendo a

nenhuma diferenca entre os grupos a cor fria (azul) (Eriksson, et al., 2008).



4.5. FLUXOGRAMA - METODOLOGIA

Figura 7: Emoji - Fezes

Fonte: WhatsApp Messenger, 2018

Figura 8: Almofariz e Pistilo

Fonte: Google Imagens, 2018

Figura 9: Eppendorf

N

Fonte: Google imagens, 2018

As amostras de fezes foram coletadas de
pacientes com DC, RCU e voluntérios que ndo
apresentam nenhuma enfermidade no TGl,
através do TCLE (ANEXO 1) e o Protocolo de
Pesquisa (ANEXO II);, no Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes —
HUPAA.

As extracfes dos metabolitos foram efetuadas
em almofariz, no qual as amostras sao
adicionadas com nitrogénio liquido, e
trituradas com o pistilo, até a sua
homogeneizacao total.

Apos a realizacdo da extragdo, as amostras
foram armazenadas em eppendorfs, em seguida
foram submetidas a centrifugacdo por 15min a
14krpm.
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Figura 10: Tubo de RMN

Com o auxilio de uma micropipeta foram
adicionados em um tubo de RMN 350ul de aguas
fecais com 350ul de tampéao mais 50ul de D2O.

Fonte: Google imagens, 2018

!

Figura 11: RMN Bruker

# B

1l

Os tubos de RMN, foram submetidos a analise de
RMN *H 400Mhz com supressdo do sinal da
agua.

Fonte: Google imagens, 2018

|

Figura 12: Espectro de RMN 'H

= Os espectros obtidos foram
= processados e analisados no
[ software TopSpin™ e 0s sinais
dos metabdlitos foram
I identificados com o auxilio da

.  biblioteca de sinais do
AML’MJ i CHENOMX™ em modo de

. avaliaghio e a literatura

cientifica.
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Fonte: Préprio autor , 2017.



Figura 13: MATLAB v13.1

Fonte: Google imagens, 2018.

Para compreender e extrair 0 maximo de
informacgOes possiveis, foi aplicado recursos
como OPLS-DA, ANOVA (p<0,05) e
validacdo cruzada por meio do MATLAB
v13.1 para a discriminagdo entre 0s grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2. Investigacdo dos espectros de RMN 'H

A analise visual dos espectros de RMN H de aguas fecais ndo permitiu identificar sinais
que diferenciem de maneira comprovada as amostras do GC com RCU e DC, o que é
exemplificado com as figuras 14 e 15, nas quais se comparam espectros de RMN *H por meio
da exibicdo multipla dos mesmos. Também ndo é possivel perceber visualmente um padrdo de
diferencas entre os espectros dos dois conjuntos (GC vs RCU e GC vs RCU). Assim tornou-se
essencial a analise quimiométrica para identificar os metabolitos discriminantes entre as

amostras sadia e doente.

Figura 14: Comparagcéo dos espectros de RMN 'H de 400MHz das amostras do GC e
RCU
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Fonte: Proprio autor, 2017
Azul: Espectro de RMN 'H de amostras de pacientes com RCU
Vermelho: Espectro de RMN 'H de amostras do GC
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Figura 15: Comparacéo dos espectros de RMN 'H de 400MHz das amostras do GC e

DC
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Azul: Espectro de RMN *H de amostras de pacientes DC

Vermelho: Espectro de RMN *H de amostras do GC

5.2. ldentificacdo dos sinais nos espectros de RMN 1H

Os espectros de RMN H obtidos a partir das amostras fecais dos pacientes

diagnosticados com DC e RCU e pertencentes ao GC apresentaram 0s sinais concentrados na

regido de 6 0,5 a 4,5, dificultando a identificacdo dos sinais devido a sobreposi¢éo. A regido do

sinal da agua ndo foi considerada, uma vez que a sequéncia de pulsos utilizada foi noesyprld

com supressao do sinal da agua. A regido referente aos sinais de hidrogénios aromaticos, 6 6,0

a 9,0, apresentou sinais com baixa intensidade, sendo entdo insuficiente para identificar os

sinais e distinguir cada um deles, tornou-se necesséario a utilizacdo de recursos como a

quimiometria.

Os primeiros sinais atribuidos foram em relacdo aos Acidos Graxos de Cadeia Curta

(AGCC), como Acetato, Butirato e Propionato. A atribui¢do dos sinais encontra-se na Tabela

1, identificados com a biblioteca de metabolitos obtida através da Imperial College London e a

utilizagdo do CHENOMX™ no modo de avaliag&o.

Tabela 1: Deslocamento quimico dos metabolitos identificados

Nome Molecular

Deslocamento Quimico

Multiplicidade

Acetato

1,92

Singleto
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Alanina 1,48 Dupleto
Alanina 3,76 Quiarteto
Butirato 0,90 Tripleto
Butirato 1,56 Dupleto
Butirato 2,16 Tripleto
Dimetilamina 2,72 Singleto
Etanol 1,19 Tripleto
Etanol 3,66 Quarteto
Gama-AminoButirato 2,30 Tripleto
Glicina 3,56 Singleto
Lactato 1,33 Dupleto
Lactato 4,12 Quarteto
Leucina 0,96 Tripleto
Leucina 1,71 Multipleto
Leucina 3,73 Tripleto
Metanol 3,36 Singleto
Oxaloacetato 2,38 Singleto
Piruvato 2,38 Singleto
Propionato 1,06 Tripleto
Succinato 2,41 Singleto
Tirosina 6,91 Dupleto
Tirosina 7,2 Dupleto
Trimetilamina 2,89 Singleto

Os sinais dupleto com grande intensidade em 6 1,33 e 0 quarteto com baixa intensidade
em ¢ 4,12 foram atribuidos ao Lactato, pois apresentam a constante de acoplamento (J) igual a
7,01 Hz, correlacdo entre os sinais.

Embora a Leucina apresente sinais em trés regifes diferentes no espectro, a mera
inspecdo visual com a utilizagio de recursos do TopSpin™, como integragédo do sinal e 0 J ndo
foram suficientes para identificacdo de seu sinal, sendo possivel apenas com a quimiometria.

Os metabolitos encontrados estdo de acordo com a literatura, uma vez que aminoacidos
intermediarios do Ciclo de Kreps e AGCC foram identificados em amostras de aguas fecais
(SMIRNQV, et al. 2016). A Figura 16 mostra os metabolitos identificados na Tabela 1.
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Figura 16: Espectro de RMN *H de 400MHz das amostras fecais dividido em 3 partes,
sendo 0 0,00 a 2,00; 0 2,10 a 3,90; 6 6,00 a 8,30.
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Devido a complexidade dos resultados alguns sinais ainda ndo foram elucidados.
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5.3. Quimiometria

Para discriminacdo das amostras por meio da criacdo de grupos, no qual possa ser
possivel a obtencdo de informacdes verdadeiras para a interpretacdo, tornou-se vital o
processamento da analise estatistica multivariada como PCA, O-PLS-DA, ANOVA (p<0,05) e

Validacdo Cruzada no sentido de extrair o maximo de informag6es genuinas.

5.3.1. Pré-processamento dos dados

Em andlises quimiométricas é preciso que as variaveis estejam em funcdo apenas da
composicao guimica das amostras, sendo necessario o ajuste de fatores que possam interferir
antes de iniciar a analise. O ajuste da linha de base dos espectros, que deve ser a mesma para
todos os resultados, evitando assim imprecisdes que podem gerar conclusfes incoerentes,
especificamente como falsos positivos e falsos negativos. Outro fator € a calibracao de todos os
espectros em relacdo ao sinal de referéncia, neste caso o sinal do TSP em & 0,0 evitando assim

variacdes nos deslocamentos quimicos de um mesmo sinal em diferentes espectros.

5.3.2. PCA

Inicialmente foi utilizado como método de classificacdo das amostras ou
reconhecimento de padrdes, a PCA, estratégia ndo supervisionada. Com PCA ¢ possivel realizar
a classificagdo dos resultados e identificar o resultado com comportamento irregular,
denominados outliers, e assim definir as PCs (Manual AMIX, 2008). A presenca de outliers,
deve ser investigada antes mesmo de sua retirada do modelo, identificar os fatores que levaram
aquele resultado, como por exemplo, preparo inadequado, contaminacdo da amostra, pré-
processamento heterogéneo do resultado em questdo ou mesmo a presenca de outro tipo de
enfermidade nos pacientes com DC e RCU.

53.21. PCAGCvsDC

Através deste recurso matematico foi possivel a criagcdo de grupos distintos de
individuos, bem como avaliar a variagdo dos metabolitos de toda extensdo do espectro de RMN
'H em relacdo aos grupos em questdo. A Figura 17 mostra a PCA para primeira e segunda

componentes. Com isso, observa-se a clara separacao entre os GC (elipse de baixo) com valores
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para PC2 negativos e pacientes diagnosticados com DC (elipse de cima) com valores para PC2
positivos.

Figura 17: Anélise do Componente Principal de 30 amostras de aguas fecais (GC vs DC)
de acordo com PC1 e PC2
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Fonte: Préprio autor, 2017
Vermelho: Grupo Controle
Laranja: Doenca de Crohn

53.22. PCAGCvsRCU

A criacdo de grupos distintos entre GC vs RCU néo se demonstrou tdo eficaz quanto GC
vs DC, uma vez que nao foi possivel através do PCA (Figura 18) a descoberta de uma variagéo
nos metabolitos presentes nas amostras fecais. Na Figura 21 € possivel observar por meio da

PC1 que quase ndo ha diferenca entre os perfis metabolicos dos grupos GC e RCU.
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Figura 18: Analise do Componente Principal de 28 amostras de guas fecais (GC vs
RCU) de acordo com PC1 e PC2
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Fonte: Proprio autor, 2017
Vermelho: Grupo Controle
Laranja: RetoColite Ulcerativa
5.3.3. O-PLS-DA

Ao contrario do método PCA, a O-PLS-DA é um método supervisionado que utiliza as
PCs como variaveis latentes (VL). O nimero de VL deve ser o suficiente para explicar a maior
parte da variancia gerada pelos resultados. O-OPLS é baseado em um método de
reconhecimento de padrbes que reduz numerosas variaveis colineares (metabolitos) para alguns
subconjuntos para demonstrar sua interdependéncia. A analise discriminante de O-PLS (DA)
maximiza a independéncia das variaveis, resultando em uma melhor separacdo dos dados entre
0S grupos e, portanto, na melhor discriminacédo entre os GC, DC e RCU.

Para ratificar o nimero de PCs, foi realizado o teste de Validacdo Cruzada leave-on-out
que consiste na retirada de uma amostra aleatoriamente do conjunto de dados, e um novo
modelo é desenvolvido com as amostras (n - 1) restantes, chamadas de calibragdo. A amostra

retirada é entdo testada como uma primeira validagdo do modelo criado.
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53.3.1. O-PLS-DAGCvsDC

Os resultados da O-PLS-DA entre os grupos GC e DC (Figura 19), mostraram que 0S
grupos estdo bem definidos, uma vez que a component #2 (diferenca entre os espectros de RMN
'H do mesmo grupo) é de apenas 0,56088%. Isto pode ser explicado pelo fato de apresentarem
metabolismo semelhante, levando-se em conta que fatores como a dieta e habitos do cotidiano
sdo diferentes de individuo para individuo. A componente #1 (diferenca entre os conjuntos
gerados pelos espectros de RMN H — GC e DC -) é de 25.0574%, demonstrando que ha
diferenca significativa no metabolismo entre os grupos, uma vez que pacientes com DC

apresentam distUrbios metabdlicos apresentados pela disbiose intestinal.

Figura 19: OPLS-DA GC vs DC
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Fonte: Proprio autor, 2017
Vermelho: Grupo Controle
Laranja: Doenca de Crohn

Os resultados foram validados por meio da Validagdo Cruzada (Figura 20), mostrando
uma precisdo de 100.0% do resultado, no qual 100.0% das amostras do GC estdo bem
classificadas assim como as amostras dos pacientes com DC mostraram 100.0% de

classificacéo.
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Figura 20 Validagio Cruzada - GC vs DC -

10-fold Cross-Validation; Classifier: quadratic
The highest accuracy = 100.0% Cumulatative variance
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Fonte: Proprio autor, 2017.

5.3.3.2. OPLS-DA GCvs RCU

Os resultados da O-PLS-DA entre GC e RCU (Figura 21) apresentaram homogeneidade
entre os espectros de RMN 'H do mesmo grupo, com o valor da componente #2 igual
0,39725%, porem a Componente #1 com 4,5423% ndo demonstrou uma diferenca significativa
entre os grupos como GC vs DC. Vale ressaltar que a DC expressa um estado clinico mais grave
que a RCU, por tanto o distirbio metabdlico deve ser mais acentuado em DC, o que significa

uma maior diferenca no metabolismo GC vs DC do que em GC vs RCU.
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Figura 21: OPLS-DA GC vs RCU
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Vermelho: Grupo Controle
Laranja: RetoColite Ulcerativa

Por meio da Validacdo Cruzada (Figura 22) os resultados foram validados e mostraram
precisdo de 69.0%, de modo que, das 11 amostras do GC, 6 (54,5%) estdo bem classificadas,
mas 5 (45,5%) apresentam semelhanga com a RCU. Entrel8 amostras diagnosticadas como
RCU, 14 (77,8%) estdo bem definidas como RCU e 4 (22,2%) n&o estdo bem grupadas.

Figura 22: Validagdo Cruzada - GC e RCU -
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Fonte: Proprio autor, 2017.
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5.3.4. ANOVA (p<0,05)

A utilizacdo desse método univariado serviu para reduzir o nimero possivelmente
grande de metabolitos investigados para apenas aqueles que mostram a resposta mais forte sob
as condicdes investigadas, ou seja, examinar apenas aqueles metabolitos que discriminam os
grupos (ERIKSSON, et al., 2008).

53.4.1. ANOVA (p<0,05) GC vs DC

Por meio da andlise de variancia, foi possivel identificar quais metabolitos descriminam
(cor vermelha) as amostras do GC da DC (Figura 23), sendo eles Lactato 6 1,33 p=0.0050338
e Succinato 6 2.41 p=0.0020639 que apresentam covariancia positiva para Doenca de Crohn
com forte correlacdo para descriminacdo da doenca, um dado importante é o sinal do Etanol &
1.19 p=0.00011198 com cor vermelha e covariancia positiva para o Grupo Controle, isto é,
apresenta maior quantidade no GC a ponto de descrimina-lo da DC. E possivel ver na Tabela 2

0s metabolitos discriminantes e seus respectivos valores de “p” menores que 0.05.

Figura 23: ANOVA (p<0.05) GC vs DC
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Fonte: Préprio autor, 2017

Tabela 2: Metabolitos discriminantes entre os grupos GC vs DC obtidos apos o teste de

ANOVA (p<0.05)
Metabdlito GC DC
Lactato — p=0.0050338
Alanina - p=0,001
Succinato - p=0.0020639
Tirosina - p=0,002

pvalues
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Etanol p=0.00011198 -

53.4.2. ANOVA (p<0.05) GC vs RCU

Os metabdlitos discriminantes da RetoColite Ulcerativa com Grupo Controle (Figura
24) sdo Leucina 6 0.96 p=0.0001, Alanina 6 1.48 p=0.008 e Tirosina & 6.69 p=0.003, os trés
aminoacidos apresentaram covariancia positiva para doenca e correlacao vermelha. Novamente
o Etanol 6 1.19 descrimina os pacientes do GC, num entanto devido algum erro sistematico o
mesmo apresentou seu sinal tanto para cima (RCU) quanto para baixo (GC), indicando que
houve uma varia¢do em seu deslocamento quimico, constatando valor de p=0.002. Na Tabela

3 esté listado os metabdlitos discriminantes e seus respectivos valores de p.

Figura 24: ANOVA (p<0.05) GC vs RCU
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Fonte: Préprio autor, 2017

Tabela 3: Metabolitos discriminantes entre os grupos GC vs RCU obtidos apoés o teste de
ANOVA (p<0.05)

Metabdlito GC RCU
Leucina - p=0.0001
Alanina - p=0.008
Tirosina - p=0.003

Etanol p=0.002 -

5.3.5. Perfil Bioquimico

Por meio da anélise metaboldmica foi possivel a criacdo de um perfil bioquimico (Figura
25) de pacientes diagnosticados com Doenca de Crohn e RetoColite Ulcerativa do Hospital
Universitario - HUPAA

pFDR=0.00000

pvalues
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Figura 25: Complexa rede metabdlica criada através de amostras fecais para obtencéo

de um perfil bioquimico do GC e pacientes diagnosticados com DC e RCU
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6. CONCLUSAO

A Disbiose deve estar ocorrendo nos dois tipos de DIl estudados. Metabdlitos
intermediarios, como Lactato e Succinato foram detectados em pacientes com DC no lugar dos
seus produtos do metabolismo intestinal, sendo assim, microrganismos tais como
Propionobacterium provavelmente estdo ausentes na microflora de doentes com DC. Enquanto
que bactérias fermentadoras de aminoacidos devem estar ausentes em pacientes RCU parando
0 metabolismo em Leucina, Alanina e Tirosina. Por outro lado, leveduras parecem estar
ausentes nos dois tipos de pacientes, uma vez que o etanol aparece como discriminante para o
GC. Apesar desse estudo ser preliminar, acredita-se que poderd levar a um método de

diagndstico util, além de oferecer sugestbes de tratamento para as DII.
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ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)

B, et a et a e te e re e re e e , tendo sido convidado (a) a
participar como voluntério (a) do estudo “BIOMARCADORES NO DIAGNOSTICO DE DOENCAS
INFLAMATORIAS INTESTINAIS ATRAVES DE ANALISE METABOLOMICA E GENOMICA
DE AMOSTRAS FECAIS”, que serd realizado no Hospital Universitario Professor Alberto Antunes, recebi
do Sr. Manoel Alvaro de Freitas Lins Neto, responsavel por sua execucao, junto aos discentes de Medicina
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Alagoas, Arthur de Oliveira Veras, Felipe Rios
Moraes Andrade de Alencar, Giulia Maria Ximenes Verdi e Matheus de Oliveira Veras, as seguintes
informagdes, que me fizeram entender sem dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:

Que o estudo se destina a analisar, através da metaboldmica e genémica, métodos diagndsticos ndo-invasivos
para Doencas Inflamatorias Intestinais;

Que a importancia deste estudo é a de desenvolver métodos diagnosticos menos invasivos nas Doencas
Inflamatdrias Intestinais;

Que os resultados que se desejam alcangar sdo biomarcadores especificos para doencas inflamatdrias
intestinais capazes de auxiliarem em métodos de exame menos invasivos para diagnostico de Doengas
Inflamatorias Intestinais;

Que esse estudo comecara em Agosto de 2016 e terminard em Julho de 2017;

Que o estudo sera feito a partir da analise laboratorial e interpretacdo de dados da genémica e metabolémica
das fezes coletadas e, a partir desses dados, a busca de uma possibilidade diagnostica das Doencas
Inflamatorias Intestinais;

Que eu participarei do estudo através da coleta das fezes no Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
apos contato dos responsaveis pelo estudo;

Que o estudo podera me oferecer um risco minimo, como cansaco e tempo despendido, além da possibilidade
de um certo incbmodo devido ao resgate na memoria de meu quadro clinico. Além disso, s irei ceder as
fezes caso deseje, mediante concordancia neste documento de T.C.L.E., que é um termo de consentimento,
um documento que comprova minha permissao para participar do estudo. Os dados serdo mantidos em sigilo,
com compromisso de divulgacdo dos resultados da pesquisa sem citar 0s meus dados pessoais;

Que os beneficios relativos a pesquisa serdo a possibilidade do conhecimento do quadro clinico das Doencas
Inflamatdrias Intestinais e assim uma melhor abordagem dessa situacao;

Que eu serei informado (a) sobre o resultado final dessa pesquisa e sempre que desejar serdo fornecidos
esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo;

Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também, que eu poderei
retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo;

Que as informagdes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a identificagdo da minha
pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das mencionadas informacdes so sera feita
entre os profissionais estudiosos do assunto;
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12. Que eu tenho a garantia de ser ressarcido por qualquer despesa que venha a ter com minha participagao nesse
estudo e, também, indenizado por todos os danos que venha a sofrer pela mesma razéo, sendo que, para essas
despesas, foi-me garantida a existéncia de recursos;

13. Que eu serei acompanhado durante no estudo no Setor de Coloproctologia do Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes pelo Prof. Dr. Manoel Alvaro de Freitas Lins Neto e seus colaboradores;

14. Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha participacéo
no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e
dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bairro: /CEP:
Ponto de referéncia:

Endereco do (a) participante-voluntario (a)

Bloco: /Ne: /Complemento:
/Cidade: [Telefone:

Contato de urgéncia: Sr. (a).
Domicilio: (rua, pracga, conjunto)

Bairro: /CEP
Ponto de referéncia:

Bloco: /N°: /Complemento:
/Cidade: [Telefone:

Bairro: Tabuleiro dos Martins

Telefones p/contato: (82) 99327-7888

Nome e Endereco dos (as) responsavel (s) pela pesquisa:
Nome: Manoel Alvaro de Freitas Lins Neto

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n

CEP: 57072-970 Cidade: Macei6

estudo, dirija-se ao:

Telefone: 3214-1041

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacéo no

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas
Prédio da Reitoria, 1° Andar, Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria

Maceio, de

de

Assinatura ou impressao datiloscépica do ()
voluntério (a) ou responsavel legal (Rubricar
as demais paginas)

Nome e Assinatura do (s) responsavel (eis) pelo estudo (Rubricar as
demais paginas)
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ANALISE METABOLOMICA DE AGUAS FECAIS PARA CARACTERIZACAO DE

PERFIS BIOQUIMICOS DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM DOENCA

INFLAMATORIA INTESTINAL

NOME:

REGISTRO:

GENERO: MASC ( )

DIAGNOSTICO: CROHN ( )

TEMPO DE EVOLUCAO:

IDADE:

FEM ( )

RCU ()

TRATAMENTO:

CIRURGIA PREVIA:

TABAGISTA ( )

CO-MORBIDADES:

ETILISTA ( )

NIVEL DE ESCOLARIDADE:

RENDA FAMILIAR:




