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RESUMO

INVESTIGACAO DE BIOMARCADORES INDICATIVOS DA EVOLUCAO DO ACIDENTE
VASCULAR ENCEFALICO ATRAVES DE RMN ALIADA A QUIMIOMETRIA. Estratégias
metabondmicas baseadas em andlises de RMN de biofluidos tém sido utilizadas com
eficdcia no diagnostico e prognostico de doengas, além de auxiliar na compreensao de
mecanismos patologicos. Uma patologia de grande impacto na sociedade atual é a
doenca vascular encefélica, a qual ainda é a principal causa de Obitos no Brasil por
doencas cerebrovasculares e a maior causa de incapacidade neurolégica no mundo.
Dentre os casos de DVE, 80 a 85% s&o de origem isquémica. Neste sentido, espectros
de RMN de 'H e *'P{'H} foram obtidos em um espectrémetro de RMN Bruker de 400 MHz
a partir de amostras de soro e plasma sanguineo de pacientes que sofreram acidente
vascular encefalico isquémico nas primeiras 24 horas apds a ocorréncia e ao longo de
seis meses. Paralelamente foram coletadas amostras de pacientes saudaveis para
comparacdo com o0s pacientes doentes. As andlises foram realizadas apds se
estabelecer o método de preparo das amostras e 0s parametros espectrais. Estudos de
estabilidade mostraram que as amostras de soro sanguineo sdo bastante sensiveis a
mudancas de temperatura e pouco estaveis quanto maior a temperatura em que foram
expostas. Os espectros de RMN de 'H apresentaram o perfil caracteristico de amostras
de soro ou plasma, apresentando sinais de colesterol, lipideos e lipoproteinas,
aminodcidos, glicoproteinas, acidos organicos, acucares, além de outros metabdlitos. Os
resultados das andlises quimiométricas para as amostras de plasma foram menos
satisfatérios do que para as analises com as amostras de soro, provavelmente devido
aos sinais de EDTA e derivados. As andlises quimiométricas, realizadas em dois
programas computacionais diferentes, permitiram perceber discriminacdo entre grupos
doente e controle principalmente para os periodos iniciais apos o AVEi, demonstrando o
potencial da técnica em diagnosticar a doenca nas primeiras horas ou dias. Os principais
metabdlitos que sofreram alteracdes foram colesterol, leucina, isoleucina, alanina,
acetoacetato, piruvato, glutamina, colina e derivados, fosfolipidios, fosfatos inorgéanicos,
glucose, tirosina, histidina, fenilalanina, hipoxantina e formato. Modelos de classificacdo
desenvolvidos a partir dos espectros de RMN de *P{*H} mostraram boas sensibilidade e
especificidade. Andlises das amostras de pacientes que receberam ou ndo tratamento
trombolitico indicaram diferentes mecanismos metabdlicos apdés a administracdo do
medicamento, inclusive mostrando um efeito benéfico do mesmo. Também foi possivel
perceber alteracbes especificas dos pacientes que sofreram Obito. Portanto, a
abordagem metabondmica baseada em dados de RMN de *H e *P mostrou ter grande
potencial no diagndstico do AVEi e em auxiliar na melhor compreensao dos mecanismos

desencadeados pela doenca e pelo tratamento trombolitico.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INDICATIVE BIOMARKERS OF THE VASCULAR BRAIN INJURY
BY NMR ALLIED TO CHEMOMETRICS. NMR-based metabonomic analyzes of biofluids
has been successfully used in the diagnosis and prognosis of disease, as well as in the
understanding of pathological mechanisms. Cerebral vascular disease is a pathology of
great impact in society today, which is still the leading cause of death in Brazil due to
cerebrovascular diseases and the leading cause of neurological disability worldwide.
Among the cases of cerebral vascular disease, 80-85% is of ischemic origin. Accordingly,
'H and *P{*H} NMR spectra were obtained in a spectrometer Bruker of 400 MHz from
serum and plasma of patients who suffered ischemic stroke within the first 24 hours of the
occurrence and in the course of six months. Samples from healthy patients were also
collected for comparison with disease patients. Analyses were performed after settling the
method of sample preparation and spectral parameters. The stability studies showed that
samples of serum are sensitive to changes in temperature and less stable the higher the
temperature at which were exposed. The *H NMR spectra showed characteristic profile of
serum or plasma, showing signals of cholesterol, lipids and lipoproteins, amino acids,
glycoproteins, organic acids, sugars and other metabolites. The results of the
chemometrics analyzes for plasma samples were less satisfactory than for analysis with
the serum, probably due to signals from EDTA and derivatives. The chemometric analysis
performed on two different computer programs, allowed discrimination between disease
and control groups mainly for initial periods after ischemic stroke, demonstrating the
potential of the technique in diagnosing the disease in the first hours or days. The
principal metabolites which have been altered included: cholesterol, leucine, isoleucine,
alanine, acetoacetate, pyruvate, glutamine, choline and derivatives, phospholipids,
inorganic phosphate, glucose, tyrosine, histidine, phenylalanine, hypoxanthine and
formate. Classification models developed from the *'P{"H} NMR spectra showed very
good sensitivity and specificity. Analysis of samples from patients who had received
thrombolytic therapy or not indicate different metabolic pathways after administration of
the drug, even showing a beneficial effect of same. It was also possible to detected
specific changes of patients who had died. Therefore, the metabonomics approach based
on data of *H and *'P NMR have shown great potential in the diagnosis of ischemic stroke
and assist in better understanding of the mechanisms triggered by the disease and

thrombolytic therapy.
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1 INTRODUGCAO

1.1 A Metabonbmica

Estudos metabonémicos tém ganhado crescente atencao nos ultimos anos devido
a seu rapido desenvolvimento e grande potencial em compreender sistemas biolégicos
complexos do ponto de vista de moléculas pequenas. O termo metabondmica foi pela
primeira vez definido por Nicholson e colaboradores (1999) como a medida quantitativa
da resposta metabdlica dindmica de sistemas vivos a estimulos patofisioldgicos ou
modificacdo genética. Diferentes definicdes foram propostas na literatura diferenciando
0s termos metabolémica, metabondmica e perfil metabdlico nos anos seguintes. A Tabela
1 apresenta definicdes propostas para diferentes termos relacionados. Porém na pratica
0s termos sdo muitas vezes utlizados indistintamente e seguem procedimentos

semelhantes.

Tabela 1: Definicdes de termos relacionados a metabonémica conforme encontrado na

literatura.

Termo Definicdo Referéncia

Moléculas de baixa massa molecular que participam em
Metabdlito reacOes metabdlicas e sdo necessarias para preservacao,
crescimento e funcionamento normal da célula.

Schripsema,
2010.

Conjunto de todos os metabdlitos e substancias de baixa
Metaboloma massa molecular (abaixo de 1500 Da) que podem ser Wishart, 2008.
encontrados em uma célula, érgao ou organismo.

Identificacdo ndo tendenciosa e quantificacao de todos os

a metabolitos em um sistema biolégico. A preparacédo das Dunn_ e Ells,
Metabolbémica ~ . P o ‘s 2005; Nicholson e
amostras nao deve excluir metabolitos. Técnica analitica deve .
. . Lindon, 2008.
ser altamente sensivel e seletiva.
A Medida da resposta metabdlica dinamica e global de sistemas Nicholson e
Metabon6mica . . A ; o -» .
vivos a estimulos biolégicos ou manipulacdes genéticas Lindon, 2008.
Identificacdo e quantificacdo de um conjunto de metabdlitos de
uma rota metabdlica especifica ou classe de compostos .
. o o 0 Schripsema,
Perfil especificos. Inclui analise de metabdlitos alvos. Geralmente a 2010: Dunn e
metabolico preparacéo da amostra e instrumentagdo empregadas tem !
. ! . - Ellis, 2005.
funcéo de isolar os compostos de interesse da matriz antes da
analise.
Andlise rapida, global e ndo tendenciosa de amostras com o
objetivo de classificar amostras com base em padrdes
Impresséao metabdlicos ou “impressfes digitais” que sofreram alteracbes Schripsema,
digital em resposta a doencgas, perturbacdes genéticas ou 2010; Dunn e
metabdlica ambientais. Tem como objetivo identificar os metabdlitos Ellis, 2005.

responsaveis pela classificacdo. Geralmente nédo é feita
guantificacéo e as andlises sdo rapidas.
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O metaboloma é o objeto de estudo da metabondmica. Este termo foi introduzido
por Oliver e colaboradores (1998), em analogia aos termos ja existentes como genoma e
proteoma, e engloba toda uma faixa de substancias enddgenas e exdgenas, tais como
peptideos, aminoacidos, &cidos nucléicos, carboidratos, vitaminas, polifenéis e qualquer
outra substancia que possa ser usada, ingerida ou sintetizada por uma dada célula ou
organismo (Wishart, 2008). Estas moléculas de baixa massa molecular (abaixo de 1500
Da) estdo envolvidas em diversas funcdes criticas em sistemas bioldgicos, incluindo
metabolismo energético, de sinalizagdo e na construcdo de complexos biopolimeros. Isto
torna muito importante a compreensao de suas estruturas quimicas e vias de reagdes
(Bingol e Bruschweiler, 2014). Os componentes do metaboloma podem ser vistos como
0s produtos finais da expressao génica, o processo pelo qual a informac¢do contida em
um gene € processada num produto génico, tais como proteinas e 4cido ribonucleico
(RNA), e definem o fenotipo, ou as caracteristicas observaveis, de uma célula ou tecido.
Sendo assim, as concentracdes metabdlicas podem ser consideradas a resposta final de
sistemas biolégicos a mudancas genéticas ou ambientais (Ma et al., 2012). Assim, as
analises quali e quantitativa de um grande nimero de metabdlitos promovem uma visao
abrangente do status bioquimico de um organismo, 0 que pode ser usado para monitorar
e acessar a funcdo génica. Por outro lado, o transcriptoma e o proteoma, objetos de
estudo ja por diversos anos, tém recebido criticas quanto a capacidade de predizer a
fungcdo génica. Embora o transcriptoma represente 0 mecanismo de entrega do cddigo
translacional para a sintese de proteinas nas células, aumentos nos niveis de RNA
mensageiros (RNAmM) nem sempre se correlacionam com aumentos nos niveis de
proteinas. Além disso, uma vez traduzida, uma proteina pode estar ou n&o
enzimaticamente ativa. Devido a estes fatores, mudangas no transcriptoma e proteoma
ndo necessariamente correspondem a altera¢des no fenétipo bioquimico. Ainda, RNAm e
proteinas sao identificadas através de banco de dados, estando assim dependente da
abrangéncia de informacg8es do banco de dados utilizado (Sumner et al., 2003).

Nas ultimas décadas, presenciou-se 0 surgimento e crescimento das chamadas

uA

tecnologias “dmicas”, incluindo a genbmica, transcriptémica, protedmica e metabondmica.
A genbmica tem como principal objetivo determinar os produtos génicos e 0s potenciais
alvos terapéuticos. A transcriptbmica, por sua vez, investiga alteracdes em niveis de
expressao génica, enquanto a protedbmica estuda a traducdo de proteinas. Conforme
destacado por Ma e colaboradores (2012) o desenvolvimento de técnicas analiticas tem
aumentado a capacidade destas tecnologias estudarem inteiras classes de biomoléculas,
porém ndo conseguem chegar aos valiosos biomarcadores que resultaram das
alteracBes biogquimicas envolvidas no sistema em estudo. Ja a metabonémica € o ponto

final da transcriptdmica e da protedmica, sendo considerada complementar a estas e a
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gendmica, podendo, portanto, prover a informacdo mais abrangente dentre as
tecnologias “6micas”. A metabonémica oferece muitas vantagens em comparacdo as

wA

demais tecnologias “6micas”, sendo uma das mais vantajosas a proximidade biolégica do
fendtipo do sistema o que permite a rapida observacdo das perturbagBes ocorridas
através do metaboloma (Zhang et al., 2012a). A integracdo dos dados obtidos através
destas diferentes tecnologias com informacg@es obtidas através da metabondmica podera
prover uma visdo mais ampla dos sistemas biologicos e talvez fornecer a evidéncia
necessaria para indicar com confianga quais os biomarcadores que tem real valor e
assim, indicar quais valem os esforcos de um processo de validacdo (Claudino et al.,
2012; Laborde et al., 2012; Veenstra, 2012).

A metabonbmica iniciou anos apds as demais tecnologias “6micas”, conforme o
Grafico 1, e, portanto, ainda esta menos amadurecida. Porém ja tem apresentado um
grande impacto em diversas areas da ciéncia, incluindo diagnéstico de doencas, busca
por biomarcadores, toxicologia, descoberta de novas drogas e controle de qualidade de
alimentos (Veenstra, 2012). Isto € comprovado pelo grande aumento no ndamero de
artigos nas areas de metabonémica e metabolémica, conforme mostra o Grafico 1
construido com dados da base de dados ISI Web of Science. Este aumento no namero
de estudos na area se da principalmente devido aos muitos atrativos da metabonémica,
sendo um dos principais sua habilidade de gerar perfis a partir de biofluidos com simples
preparo de amostra, permitindo ao analista obter uma visdo naturalista e em grande parte
imparcial da sua composicdo, representando com grande aproximacao a situacao in vivo
(Zhang et al., 2012b).

Quando se compara a metabonémica com as tecnologias correlatas, percebe-se
gue o crescimento foi muito menor (Gréfico 1). Schripsema (2010), em um estudo das
publicagcbes em cada uma das tecnologias “6micas”, atribuiu 0 menor crescimento da
metabondmica em relacdo a gendmica e protedbmica a falta de métodos bem definidos de
andlise, ao contrério das outras duas areas, além do fato de que a metabonémica foi
introduzida mais recentemente. O mesmo autor atribui o crescimento da metabondémica
em anos recentes aos avancos has técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN),
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que
possibilitaram melhor compreensao do perfil metabdlico das amostras. Isto unido aos
avancos da quimiometria permitiu a avaliacdo de grandes conjuntos de dados e a
percepcdo de alteracdes significantes de parametros especificos. Estes fatores apontam
para a grande probabilidade de que o crescimento apresentado continue e que atinja

niveis similares aos da gendmica e protebmica.
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Grafico 1: Numero de artigos cientificos publicados com os respectivos termos, conforme

compilado em ISI Web of Science.
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A metabondmica vem de encontro a necessidade de encontrar biomarcadores
mais sensiveis aos utilizados atualmente, pois os marcadores detectados por analises
clinicas convencionais e métodos histopatologicos ndo sdo especificos e apenas
apresentam aumentos significativos apds les6es ou doengas estarem em estagios
avancados. Biomarcadores, definidos como parametros biolégicos, bioquimicos ou
biofisicos que possam ser monitorados de forma objetiva e reprodutivel em modelos
animais ou humanos (Feuerstein e Chavez, 2009; Laborde et al., 2012), podem ser
considerados ideais quando sdo capazes de identificar doencas em estagios iniciais,
resultando em tratamentos mais eficazes. Para serem considerados 6timos para uso
clinico, devem poder ser rapidamente analisados, com bom custo-beneficio, especificos e
sensiveis, capazes de discriminar pacientes doentes e saudaveis bem como predizer o
risco da doenca (Laborde et al., 2012). Um exemplo é o uso de troponina na avaliacdo do
enfarte do miocardio (Jickling e col., 2011). Neste sentido a metabondmica se tornou uma
tecnologia promissora para aplicacdo na area de patologia, e seus beneficios tem sido
demonstrado em diversas areas clinicas (Zhang et al., 2012b), como na busca por
biomarcadores como meio diagnostico e indicadores da progressdo de doengas
(Nicholson et al., 1999; Lindon et al., 2003; Solanky et al., 2003; Azmi et al., 2005; lorio et
al., 2005; Ginsburg et al., 2005; Kirschenlohr et al., 2006; Akira et al., 2005, 2008 e 2010;
Makinen et al., 2008; Bertini e col., 2012; Duarte e Gil, 2012).



INTRODUCAO 32

Além disso, a metabondmica tem sido aplicada para estudar o efeito de drogas no
organismo (Holmes et al., 1998; Waters et al., 2001), toxicologia (Holmes et al., 2000;
Lindon et al., 2003), andlise fitoquimica e desenvolvimento de novas drogas (Sumner et
al., 2003; Shyur e Yang, 2008; Powers, 2009; Schripsema, 2010), andlise de alimentos e
seus efeitos nutritivos (Solanky et al., 2003; Wishart, 2008; Mannina et al., 2012) e
determinagdo da equivaléncia substancial de organismos geneticamente modificados
(Barison, 2005; Plischke et al., 2012; Choze et al., 2013).

1.2 Doenca Vascular Encefalica (DVE)

Uma patologia de grande impacto na sociedade atual é a doenca vascular
encefdlica (DVE), a qual corresponde a perda repentina da circulacdo cerebral,
resultando em correspondente perda da funcdo neurolégica (Stedman, 2003; Hasan et
al., 2012). Apesar da diminuicdo da mortalidade em muitos paises (Mirzaei et al., 2012),
incluindo o Brasil (Garritano et al., 2012), a DVE ainda é a principal causa de mortes no
Brasil por doencas cerebrovasculares e a maior causa de incapacidade neuroldégica no
mundo (Ministério da Saude, 2007), o que acarreta em um grande 6nus para a economia
e para setores de saude e cuidados (Saenger e Christenson, 2010). O Brasil apresenta a
guarta taxa de mortalidade entre todos os paises da América Latina, a qual também é
superior a taxa apresentada pelos paises desenvolvidos (Ministério da Saude, 2007;
Garritano et al., 2012). Isto se da em decorréncia da negligéncia a este tipo de doen¢a no
pais, o que inclui pouco enfoque no controle dos fatores de risco, ma organizacédo dos
cuidados médicos e falta de financiamento em pesquisa no campo das doencas
vasculares encefélicas (Lotufo, 2005).

Existem dois tipos de DVE: isquémico e hemorragico. A DVE hemorragica envolve
0 rompimento de um vaso sanguineo provocando extravasamento de sangue e formacao
de um hematoma (coagulo) no parénquima cerebral. Dentre os casos de DVE, 80 a 85%
sdo de origem isquémica (acidente vascular encefalico isquémico - AVEI) (Raffin, 2002),
isto é, ocorrem pela oclusdo ou entupimento de vasos cerebrais, reduzindo o fluxo
sanguineo cerebral regional com o desencadeamento de mecanismos de morte celular e
com isto, manifestando-se com sintomas focais como altera¢des de linguagem, motoras e
sensitivas. Embora ambos apresentem fatores de risco similares, os mecanismos na fase

aguda séao diferentes (Hasan et al., 2012).

1.2.1 Acidente Vascular Encefalico Isquémico (AVEI)

Apesar de englobada em um grande grupo de doencas devido suas
manifestacdes clinicas semelhantes, o AVEi pode apresentar diferentes mecanismos,

sendo o mais frequente a embolia, isto €, a obstrucdo de um vaso por deslocamento de
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um émbolo até o local da obstrugédo. A embolia pode ser originada de trombos cardiacos,
formados por coagulacdo de sangue no interior do vaso sanguineo, ou de doencga esteno-
oclusiva aterosclerética nos vasos cervicais e intracranianos, a qual pode reduzir o fluxo
sanguineo em determinada &rea cerebral ocasionando um AVEi por hipoperfusdo
sanguinea. Outro mecanismo comum do AVEi é a degeneracao progressiva de pequenos
vasos intracranianos, relacionado a fatores de risco como diabetes mellitus, hipertenséo

arterial, tabagismo e hipercolesterolemia (Chaves, 2000).

1.2.1.1 Diagnostico do AVEi

O diagnéstico do AVEi é feito basicamente através de exame clinico por um
especialista, suplementado por exames de imagem cerebral (Whiteley et al., 2008).
Porém, mais de 30% dos diagndsticos iniciais sdo incorretos, com consequente aumento
dos custos pela necessidade de realizagdo de exames adicionais e pela responsabilidade
gue estes erros de diagndsticos acarretam (Baird, 2007). Uma das causas destes erros é
o fato que diversas outras doencas apresentam sintomas similaridades ao AVEi, tais
como, enxaqueca, epilepsia focal, lesbes estruturais cerebrais, hipoglicemia, tumor
cerebral e crises convulsivas (Hasan et al., 2012; Saenger e Christenson, 2010), sendo
muito dificil distinguir o pacientes com estas condi¢cdes, de pacientes que realmente
sofreram AVEi (Jickling et al., 2011). Além disso, o diagndstico é muito dependente da
experi© éncia do especialista (Saenger e Christenson, 2010). A tomografia
computadorizada (TC) tem sido a técnica principal para diagndstico, pois possui as
vantagens de facil acessibilidade e rapidez. No entanto, o AVEi é muitas vezes isodenso
no exame de TC, o que limita sua aplicacdo para o diagnéstico, sendo possivel apenas
excluir a presenca de hemorragia (Hasan et al., 2012). Além disso, o exame por RMN de
imagem (RMNi), o qual oferece muitas vantagens para o diagnostico do AVEi, apresenta
uma sensibilidade de apenas 73% no diagnostico nas primeiras trés horas do inicio dos
sintomas, além de ser uma técnica nem sempre disponivel (Foerch et al., 2009; Hasan et
al., 2012). As técnicas de imagem, tanto TC como RMNi, apresentam limitacdes inerentes
de significancia logistica, pois requerem um tempo consideravel para os procedimentos
necessarios e interpretacdo clinica (Mauri-Capdevila et al, 2013). Também as analises
das imagens radiol6gicas séo propensas a variagbes entre individuos (Saenger e
Christenson, 2010). Assim, é um desafio estabelecer o diagndstico e fazer a decisao de
qual tratamento devera ser adotado em pacientes com sintomas suspeitos de AVEi,
sendo que o diagndstico é frequentemente feito baseando-se mais na probabilidade que
na certeza (Hasan et al., 2012). Vale ressaltar, que o diagndstico rdpido e exato em
pacientes com suspeita de AVEi € extremamente importante, visto que o quanto mais

prontamente € iniciado o tratamento preventivo secundario, menor o risco de ocorrer um
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novo AVEi (Whiteley et al., 2008). Isto tanto é verdade, que industrias farmacéuticas e de
biotecnologia tem buscado novos farmacos para serem administrados em pacientes com
AVEI nas primeiras 24 horas, com 0 objetivo de reverter e proteger a regido cerebral
necrosada (Hasan et al., 2012).

Para auxiliar no diagnoéstico e prognostico dos pacientes, promovendo mais
consisténcia entre os diagnosticos, se desenvolveu a escala de AVE do Instituto Nacional
de Saude dos Estados Unidos da América (NIHSS). Esta escala permite quantificar os
déficits neurolégicos em cerca de cinco a oito minutos e tem potencial para prever
possiveis complicagbes. Porém, o uso desta escala ndo tem demonstrado uma real
melhora no prognostico dos pacientes (Saenger e Christenson, 2010). Neste sentido,
exames de biomarcadores séricos possuem potencial valioso de servir como método
auxiliar ao exame clinico e por imagem (Foerch et al., 2009). Estes podem ser utilizados
ja na avaliacao pré-hospitalar, como indicadores da ocorréncia do AVEi, o que agilizaria o
encaminhamento do paciente para centros especializados capazes de fazerem os
exames necessarios a fim de indicar a necessidade do inicio do tratamento trombolitico
(Jickling et al., 2011). Portanto, é necessario que a busca por marcadores séricos avance
de tal forma que estes possam ser detectados por meio de exames rapidos que permitam
diagnosticar a etiologia do AVEi e predizer seu risco futuro (Dambinova et al., 2003;
Foerch et al., 2009).

Varios estudos tentam utilizar métodos colorimétricos, cromatogréficos e ensaios
enzimaticos para andlise de metabdlitos, proteinas e enzimas que permitam identificar
precocemente 0 mecanismo etiologico do AVEiI e a possibilidade de sobrevida
(Dambinova et al., 2003; Foerch et al., 2009; Foerch et al., 2004; Serena et al., 2005).
Desta forma, seria possivel o direcionamento dos recursos de salude e a
complementacao diagndstica com exames de maior custo, caso necessério. Nos ultimos
anos, estudos internacionais demonstraram que determinados constituintes séricos, ou
biomarcadores, permitem identificar o0 mecanismo e o progndstico de pacientes com AVEi
(Dambinova et al., 2003; Foerch et al., 2009; Foerch et al., 2004; Serena et al., 2005).
Estes biomarcadores estdo associados a uma reducéao critica nos niveis de oxigénio e de
glucose, o que desencadeia fendmenos fisiopatolégicos que formam a denominada
“cascata isquémica”’ descrita por Heyndrickx e colaboradores (1978), caracterizada por
uma série de reacbes que levam a excitotoxidade. Sendo assim, algumas destas
alteracBes celulares e moleculares podem ser utilizadas no diagnostico do AVEI],
particularmente quando acompanhadas de alteragBes bioquimicas no sangue periférico.
Na busca por estes biomarcadores, diversos estudos tém sido desenvolvidos e as
substancias identificadas como possiveis marcadores do AVEi em niveis séricos ou

plasmaticos estdo alistados na Tabela 2, sendo que a grande maioria dos trabalhos
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realizados tem sido direcionados a analises de proteinas individuais que possuam

relagdo conhecida com a patofisiologia do AVEi (Jickling et al., 2011; Laborde et al.,

2012). Estes marcadores estdo associados com dano de tecido cerebral, inflamagéo,

endotélio e coagulagéo ou trombolise (Jickling et al., 2011).

Tabela 2: Alguns possiveis marcadores de AVEi em niveis séricos ou plasmaticos.

Biomarcador Caracteristicas Alteracdes no AVEi Méto  do analitico |Referéncia
Auto-anticorpos | Anticorpos contra o Predicdo do AVEi ELISA Dambinova
aAbs receptor NMDA. trombético. et al., 2003
Precursor imediato
do éxido nitrico. .
. Associado a .
L-arginina Precursor da. sintese progressédo para AVEi CLAE Castillo et
de creatina, . al., 1997
Lo T maligno.
poliaminas, citrulina
e glutamato.
Aumento na fase
BNP Hormonio vasoativo aguda e prediz Ensaio Laskowitz et
e vasodilatador. mortalidade pos- imunoenzimatico al., 2009
evento.
Glicoproteina . Serena et
. Relacionado com a . )
importante para . ~ . Ensaio al., 2005;
c-Fn . dimenséo do AVEi e . S
estimulo e achados clinicos imunoenzimatico Moldes et
mobilidade celular. ' al., 2008
Aumento em AVEi
Produto da . L1 . .
. ~ cardioembodlico, Ensaio Laskowitz et
Dimero D degradacédo da : . o |
fibrina pred|t9r (J!e imunofluorométrico al., 2009
' recorréncia.
Aumento dos niveis
o - . plasmaticos esta Saenger e
D|mefula,rg|_n|na |n|b|d,o_r da §|ntase potencialmente ELIZA e CLAE-EM | Christenson,
assimétrica do 6xido nitrico. . -
associado ao risco de 2010
AVE.
Associado com
. Potente peptideo edema cerebral . Ensaio Moldes et
Endotelina-1 . severo em paciente imunoabsorvente
vasoconstritor. . . N ) al., 2008
com AVEi tratados ligado a enzima
com rt-PA.
Neurotransmissor Associado a .
o ~ . Castillo et
excitatorio, se progresséo para AVEi i
- al., 1997;
Glutamato acumula no espago | maligno e aumento da CLAE Castellanos
extracelular levando | les&o causada pelo et al.. 2008

a danos neurais.

AVEI.
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Estimula a producéo
de células de
imunoglobulina B, a
proliferacéo de Associado a Ensaio
. . s - . Castellanos
Interleucina-6 | células T, a ativacéo progresséao para imunoabsorvente
. ) . N . et al., 2008
do mecanismo AVEi. ligado a enzima
natural de morte
celular e
citotoxidade.
Enzima com funcéo
de hidrolisar
fosfohpldgos em Marcador McConnell e
. . LDL oxidada . . .
Lipoproteina ~ | independente de risco Jaffe, 2008;
. N levando a formacéao . .
associada a . cardiovascular e Imunoensaios Saenger e
: de subprodutos pds- . .
fosfolipase A2 . - preditor de eventos Christenson,
inflamatorios como -
) e relacionados ao AVE. 2010
lisofosfatidilcolina e
acidos graxos
oxidados.
Enzima glicolitica
encontrada em
tecido neuronal e
nas células do Ensaio Hill et al
NSE sistema Aumento em AVEi. imunoabsorvente 2000 o
neuroenddcrino, ligado a enzima
marcador de
neuroblastoma e
cancer de pulmao.
Mediador endégeno ~ .
. o 7 Evolucéo , Taffi et al.,
Oxido nitrico do fluxo sanguineo desfavoravel do AVEi Espectrofotometria 2008
cerebral.
Produto da Posswgl b|omarcador
d ~ para diferenciar AVEi
egradacao agudo de outras Dambinova
Peptideo NR2 proteolitica dos gudo ELISA
. condigbes que etal., 2012
receptores N-metil- Lo .
mimetizam o AVEi e
D-aspatato (NMDA). d ; )
e pacientes sadios.
Oxidante reativo e Taffi et al
Peroxinitrito mediador do dano Aumento em AVEi. | Ensaio fluorométrico 2008 "
cerebral.
Relacionado com a
dimensao do AVEi e
Proteina ligante de sequela. Possivel Foerch et
. e 9 biomarcador Ensaio al., 2004;
Proteina S100b | calcio, marcador de L. . . o
dano cerebral pl_asman_co para imunoluminométrico | Montaner et
) diferenciar AVE al., 2012.
isquémico e
hemorragico.
Hill et al.,
. 2000;
Remodelagéo Relacionado com Ensaio Serena et
MMP9 . tamanho do AVEi e . S .
tecidual. o imunoenzimatico al., 2005;
achados clinicos.
Moldes et
al., 2008
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Porém, o desenvolvimento de biomarcadores sanguineos para AVEi tem
encontrado dificuldades em se tornarem de facil aplicagdo na pratica clinica devido a
vérios fatores, como por exemplo a diminuicdo da entrega de proteinas do cérebro para a
corrente sanguinea apos o AVEI, atrasando a liberac@o de proteinas gliais e neurais, e a
heterogeneidade do AVEi (Jickling et al., 2011). Muitos marcadores potenciais de
isquemia cerebral e inflamacdo sdo encontrados também em outras condicbes que
podem simular o AVEI, tais como, infarto severo do miocéardio e infeccdo cerebral
(Saenger e Christenson, 2010). Além disso, a quantidade de tecido lesado néo
necessariamente se correlaciona com a severidade da sequela, visto depender da regido
do cérebro afetada (Whiteley et al., 2008). A complexidade e diversidade dos tipos de
tecidos cerebrais, unidas a falta de conhecimento a respeito da completa fisiologia
cerebral, também contribuem para a atual escassez de biomarcadores para o AVE,
sendo que no momento ndo ha nenhum biomarcador que possa ser usado para
diagnéstico, diferenciacéo e predicdo do risco de AVE (Saenger e Christenson, 2010).
Dada a complexidade dos eventos biolégicos que precedem e seguem o AVEI, previsdes
de variaveis clinicas dependem de um perfil fisiologico mais robusto, o que inclui

uA

abordagens “6micas” tanto para avaliar como para descobrir novos biomarcadores nas

vias metabdlicas (Foerch et al., 2009).

wA

Dentre as tecnologias “Omicas”, a primeira a ser utilizada no estudo de AVE foi a
gendmica (Moore et al., 2005; Tang et al., 2006; Baird, 2007; Xu et al., 2008). Enquanto o
perfil genbmico se relaciona com a reacdo do sistema biolégico ao estresse, a real
fisiopatologia do AVEi, ou o mecanismo que leva ao aparecimento da doenca, requer a
andlise adicional da protedmica. Por meio desta se obtém a compreenséo do espectro de
proteinas presentes em uma célula ou organismo apds extensivo processo transcricional.
Por exemplo, as proteinas PARK7 e NDKA foram identificadas como possiveis
biomarcadores do AVEi utilizando fluido cérebro-espinhal obtidos em autdpsia (Allard et
al., 2005). A sensibilidade na previsdo entre grupos controle e com AVEi foi de 57% para
0 PARKY7 e 67% para o NDKA, e especificidade de 90% para ambas. Embora estes
resultados sejam promissores ainda requerem rigorosa validacéo.

Na area de proteoma, um grande volume de dados é frequentemente obtido e a
correlacéo destes com as vias metabdlicas afetadas pelo AVEi podem nao ser tao obvias.
Neste sentido, a metabonémica oferece uma alternativa na busca de biomarcadores. Por
exemplo, um estudo inicial com o objetivo de compreender os mecanismos da
progressao do AVE, ainda ndo completamente entendidos, avaliou as concentracées de
glutamato e glicina no plasma e no fluido cérebro-espinhal por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Desta forma se observou que os dois metabdlitos apresentaram-

se em maiores concentracbes em ambos biofluidos nos pacientes em que houve
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progressdo do AVEi em relagdo com aqueles em que a doenca permaneceu estavel,
sendo assim, bons candidatos a preverem a progressdo de AVEiI em estagios iniciais da
doenca (Castillo et al., 1997). Ainda em relagdo ao glutamato, outro estudo utilizando a
mesma técnica comprovou que altas concentragdes plasmaticas deste aminoécido estéo
associadas com o aumento da lesdo no acidente isquémico (Castellanos et al., 2008).
Recentemente, Dambinova e colaboradores (2012), em um estudo com 192 pacientes
com suspeita de AVEIi, sugeriram que o0 peptideo NR2 possa ser um possivel
biomarcador do AVEi agudo, visto ter mostrado correlacdo moderada com lesbes
causadas pelo AVEi, permitindo diferenciar pacientes que sofreram o AVEi daqueles que
apresentaram condicdes que apenas mimetizam o AVEi ou de pacientes de controle.

Em um estudo correlacionando o metabolismo do 6xido nitrico com o AVEi, foram
avaliados os niveis de éxido nitrico e peroxinitrito por meio de analise espectrofotométrica
e ensaio fluorométrico, em pacientes com AVEi ao chegarem ao hospital e apés trinta
dias comparados a um grupo de controle. Os niveis plasméaticos de peroxinitrito foram
significantemente maiores nos pacientes com AVEi, enquanto aqueles do grupo de
controle apresentaram niveis de oOxido nitrico significantemente maiores. Os niveis de
Oxido nitrico foram associados com uma evolucédo desfavoravel do AVEi, mostrando que
0 metabolismo do 6xido nitrico pode gerar biomarcadores relacionados ao AVEi (Taffi et
al., 2008). No entanto, Whiteley e colaboradores (2008) relataram em uma reviséo de
biomarcadores sanguineos para diagnéstico de AVEI, incluindo vérios citados
anteriormente, que apesar da alta sensitividade e especificidade encontradas h&
limitagbes na concepcao e elaboracdo de todos os estudos. Desta forma, os autores nao

recomendam o uso de nenhum destes para a prética clinica.

1.2.1.2 Prognéstico do AVEi

No AVEI, o progndstico ou a previsdo de como a doenca ird evoluir e o indice de
recorréncia estdo relacionados com a etiologia identificada, ou seja, o estudo da causa da
doenca. A doenca esteno-oclusiva nos vasos cervicais e intracranianos apresenta maior
risco de recorréncia quando comparada as demais etiologias (Moroney et al., 1998;
Purroy et al., 2007). Estudos anteriores demonstram a importancia na investigagédo
precoce destes pacientes para que seja introduzida a terapia ideal e individualizada, tanto
em carater agudo como para prevencado secundaria. Esta investigacdo deve ser na busca
de doenca estendtica intracraniana, extracraniana, fonte cardioembolica e fatores de risco
tratveis, entre os quais o diabetes mellitus, a hipertensao arterial e a hipercolesterolemia
(Moroney et al., 1998; Purroy et al., 2007; Chernyshey et al., 2005; Tsivgoulis et al., 2007;
Yu et al., 2009; Martinez-Sanchez et al., 2009).
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Atualmente, a progressao do DVE, tanto isquémico como hemorragico, pode ser
apenas parcialmente prevista, sendo baseada em exames clinicos e laboratoriais de
rotina, além de exames de imagem (Dambinova et al.,, 2003). Portanto, € muito
importante que se crie meios de avaliacdo do prognadstico, visto que um terco das mortes
e prognésticos ruins apdés o AVEi sdo causados por complicagdes que poderiam ser
previstas, especialmente infeccdes. A identificacdo precoce de biomarcadores que
indiguem possiveis complicacdes seria, portanto, de valiosa ajuda para que se de inicio a
terapias adequadas e serviria como guia das decisdes a respeito do tratamento (Meisel et
al, 2012). Neste sentido, estudos prévios investigaram a possibilidade da identificacao de
pacientes com maior risco de evolucdo para AVEi maligha, quadro de alta mortalidade,
por meio de biomarcadores séricos (Foerch et al., 2004; Serena et al., 2005; Moldes et
al., 2008). Estes e outros estudos demonstram que marcadores sanguineos podem ser
Uteis no acompanhamento do AVEi tanto para sugerir possiveis mecanismos da doenca
que levam a maus resultados como para serem usados como uma previsao clinica de
possiveis progndésticos. Porém, em uma revisdo de estudos realizados entre 1966 e 2007
se mostrou que embora alguns marcadores apresentassem certa habilidade de previsao,
nenhum dos estudos foi capaz de demonstrar que o biomarcador em questéo adicionou
capacidade de previsdo a um modelo clinico validado. Desta forma, a utilidade clinica de
biomarcadores sanguineos que possam prever o prognéstico de AVEi ainda deve ser
estabelecido (Whiteley et al., 2009). Portanto, os mesmos autores conduziram um estudo
com 270 pacientes que sofreram AVEi dos quais 112 tiveram sequelas ruins apds trés
meses, e identificaram que apenas as substancias interleucina-6 e peptideo nautriurético
cerebral N-terminal como significantemente relacionados ao prognostico ruim. No
entanto, nenhum dos metabdlitos mostrou ter poder suficiente de prever o prognostico
ruim a ponto de poder ser utilizado para fins clinicos, sendo necessério continuar a busca
por marcadores com melhores capacidades de fazerem essa previsdo (Whiteley et al,
2012). Este fato aponta para a dificuldade de escolher determinados biomarcadores em
um momento especifico para predizer eventos que envolveriam multiplas interacbes
genéticas e ambientais ao longo de um periodo de tempo. Dada a complexidade dos
eventos biolégicos que precedem e seguem o AVEi, previsbes de variaveis clinicas

uA

dependem de um perfil fisiolégico mais robusto, o que inclui abordagens “6micas” tanto
para avaliar como para descobrir novos biomarcadores nas vias metabdlicas (Foerch et
al., 2009).

Em outra revisdo sistematica mais abrangente, incluindo estudos metabolémicos
e protedbmicos de biomarcadores sanguineos de AVE hemorragico e isquémico, tanto
para diagndstico como para prognostico, bem como, estudos que buscam predizer o

desfecho de intervencgdes farmacolégicas, tal como, a trombodlise (Hasan et al., 2012),
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foram encontrados 136 possiveis biomarcadores, dos quais apenas oito tiveram seus
resultados suportados pela analise estatistica. Neste trabalho, os autores enfatizaram
gue o desenvolvimento de analises metabodlicas baseadas em amostras sanguineas no
diagnostico e prognoéstico do AVEi possui grandes implicagfes, visto que o uso de
biomarcadores removeria a necessidade de testes baseados em andlises de proteinas

gue geralmente requerem andlises laboratoriais demoradas e complexas.

1.2.1.3 Terapia trombolitica

O uso de ativador do plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA) tem
revolucionado o tratamento de AVE desde a aprovacao pela Federal Drug Administration,
dos Estados Unidos das Américas, para ser usado como trombolitico em casos
selecionadas de AVEi agudo (Sociedade Brasileira de Doencas Cerebrovasculares, 2002;
Saenger e Christenson, 2010). Até o momento o tratamento trombolitico, como é
denominado, é o tratamento mais efetivo disponivel. Este tratamento visa a desobstrucao
da artéria em que houve a obstrucdo que causou o AVEI, seja por émbolo ou trombo,
antes que a lesdo tecidual atinja um grau irreversivel (Sociedade Brasileira de Doengas
Cerebrovasculares, 2002).

Porém, para tanto, € vital que se determine rapidamente se o paciente deve ou
ndo receber este tipo de tratamento, visto que hd um tempo especifico com duracao de
apenas algumas horas para se proceder o tratamento, denominado “janela terapéutica”, a
fim de conseguir que o minimo de tecido cerebral sofra dano (Sociedade Brasileira de
Doencas Cerebrovasculares, 2002; Saenger e Christenson, 2010). Por outro lado, é
extremamente importante que se tenha certeza do diagndstico do AVEi, visto que se for
administrado a pacientes que ndo sofreram de fato um AVEI, talvez por ser confundido
com AVE hemorrégico ou outras condi¢cdes que mimetizam o AVEi, o resultado pode ser
letal (Saenger e Christenson, 2010).

Conforme ressaltado por Saenger e Christenson, se o AVEi puder ser
diagnosticado com mais rapidez e com maior exatiddo, poderia acrescer as opcdes de

terapias (Saenger e Christenson, 2010).

1.3 Biofluidos

Diversos biofluidos tem sido objetos de estudo da metabondmica, sendo os mais
comuns urina, soro e plasma sanguineo, sendo que saliva, fluido cerebroespinal, tecidos
homogeneizados e outros materiais biol6gicos j& tem sido amplamente usados como
objetos de estudo (Zhang et al., 2012b). Cada um destes apresenta suas vantagens e
desvantagens (Zhang et al., 2012b), porém deve-se enfatizar que as informacgdes

fornecidas por cada um destes biofluidos sdo complementares.
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A urina é o fluido mais comumente usado em estudos metabondmicos. Possui a
vantagem de sua coleta ser ndo invasiva, apresentar baixa concentracdo de proteinas e
menos interacdes intermoleculares o que reduz a complexidade da amostra (Zhang et al.,
2012b). Embora o pré-tratamento da amostra seja simples, exige ajuste do pH. E
indicada especialmente para estudo de metabdlitos que séo eliminados rapidamente da
corrente sanguinea (Mauri-Capdevila et al., 2013). Diversas aplica¢cdes da metabonémica
utilizando amostras de urina tém sido relatadas na literatura (Nicholson et al., 1985;
Roomick-Rosendale et al., 2001; Waters et al., 2001; Lindon et al., 2003; Maher et al.,
2007; Salek et. al., 2007; Akira et al., 2008; Duarte et al., 2013), incluindo o estudo
conduzido por Jung e colaboradores (2011) na investigacdo de alteracdes do perfil
metabdlico ap6s o AVEI, que mostrou o potencial da técnica no diagnostico do AVEi.

O soro ou plasma sanguineo sdo 6timas alternativas para serem usadas como
biofluidos em andlises metabonémicas. O plasma € o veiculo liquido que juntamente dos
glébulos vermelhos, brancos e plaquetas, constituem o sangue. Apenas o plasma
constitui 50-55% do volume sanguineo (Psychogios et al., 2011). E obtido a partir de uma
amostra de sangue apoOs adicdo de um anticoagulante, centrifugacdo da amostra e
decantacdo. Se o mesmo procedimento for realizado sem adicdo de anticoagulante, o
fluido sobrenadante € chamado soro, que é menos viscoso que o plasma e nao contém
fibrinogénio, protrombina e outras proteinas de coagulagdo (Psychogios et al., 2011).
Ambos apresentam composi¢cdo muito similar, sendo cerca de 95% agua e uma grande
variedade de substancias como proteinas e peptideos, nutrientes, tais como carboidratos,
lipideos e aminoé&cidos, além de eletrélitos e outras substancias de baixo peso molecular
suspendidas ou dissolvidas. A diferenca entre os dois é basicamente referente a
compostos envolvidos no processo de coagulacéo (Psychogios et al., 2011).

A porcao liquida do sangue, seja denominado soro ou plasma, tem como funcéo
principal carregar moléculas pequenas, gases dissolvidos, nutrientes, hormdnios e
metabdlitos residuais através do corpo, além de ter a importante funcéo de regular o pH e
a composicdo iénica de fluidos intersticiais, restringir a perda de fluidos em locais
lesionados, serve de defesa como toxinas e patdégenos, e estabiliza a temperatura
corporal (Psychogios et al., 2011). Portanto, a maioria dos exames clinicos hoje
realizados é baseada na analise de soro ou plasma.

A desvantagem da utilizacdo de soro e plasma em estudos metabonémicos
utilizando a RMN é que sinais de macromoléculas podem se sobrepor a sinais de
moléculas de baixo peso molecular. Ainda assim, estes biofluidos tem ganhado cada vez
mais atencéo na busca de metabdlitos potenciais para o diagnostico de doencas (Waters
et al., 2001; Lindon et al., 2003; Solanky et al., 2003; Tukiainen et al., 2008; Hasan et al.,
2012; Zhang et al., 2012b; Duarte et al., 2013; Zhou et al., 2013). O mesmo estudo em
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gue urina foi utilizada no diagnostico e compreensédo do AVEi, também se utilizou plasma,

com resultados bastante satisfatorios (Jung et al., 2011).

1.4 Técnicas analiticas

A metabon6mica e suas areas correlatas da metaboldomica utilizam técnicas
analiticas modernas para analisar amostras biologicas (Nicholson e Lindon, 2008). As
técnicas de andlise mais utilizadas na metabondmica sdo a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (CLAE-EM), cada uma apresentando vantagens e
desvantagens (Wishart, 2008; Veenstra, 2012; Ma et al., 2012). Quando utilizadas em
combinagédo, estas técnicas permitem obter uma ampla visdo do metaboloma (Zhang et
al, 2012b). Embora as técnicas analiticas sejam em geral caras, 0 custo por amostra é
baixo, considerando-se que o perfil metabdlico de um grande ndmero de amostras pode
ser obtido com alto desempenho, resultando em um baixo custo total quando comparado

uA

as outras tecnologias “0micas” (Zhang et al, 2012a).

1.4.1.1 A Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN é uma técnica espectroscopica baseada na aplicagdo de forte campo
magnético externo e pulsos de radiofrequéncia a nucleos de 4&tomos com spin nuclear
diferente de zero, ou seja, que tenham numero atdmico e/ou massa atbmica impar, como
'H e '3C respectivamente. A absorcdo da energia permitird a promogéo de estados de
spin de baixa energia para alta energia, e a subsequente emissdo de energia durante o
processo de relaxacdo serd detectada na forma de FID (Free Induction Decay) no
dominio do tempo (Silverstein, 2006).

Desde a década de 40, quando as primeiras observacdes por RMN foram feitas,
diversos avangos ocorreram, vindo a se tornar uma das principais técnicas de andlise de
quimica estrutural, juntamente da espectrometria de massas. Hoje a técnica é
amplamente utilizada em diversas é&reas, tais como quimica, medicina, ciéncia de
materiais e geologia (Silverstein, 2006). Os principais avancos incluiram o
desenvolvimento de imas supercondutores, a transformada de Fourier, sondas com
gradiente de campo e mais recentemente as sondas criogénicas. Como resultado, tais
avancos permitiram obter campos magnéticos cada vez mais intensos, bem como a
utiizacdo da técnica pulsada, melhorando significativamente a qualidade dos
experimentos e aumentando em muito a sensibilidade da técnica.

Embora a RMN apresente como principal limitacdo a baixa sensibilidade,

apresenta grandes atrativos. Estes incluem o fato de poder se obter uma grande
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guantidade de informacdes rapidamente e com minimo de preparo de amostra,
dispensando laboriosos processos de extragéo e/ou purificagdo, consumidores de tempo
e reagentes (Nicholson et al., 1999; Sumner et al., 2003). Permite também a analise de
sélidos e liquidos. Com o desenvolvimento de novas sequéncias de pulsos, tem-se
tornado cada vez mais facil a edicdo de espectros e a realizacdo de experimentos
bidimensionais que permitem a identificacdo de compostos inéditos. Assim, a RMN
tornou-se uma técnica muito versatil e tecnologicamente desenvolvida, que pode ser

utilizada tanto para elucidar compostos como para auxiliar no diagnéstico de doencgas.

1.4.1.1.1 RMN de *H e outros nucleos

Além da espectroscopia de RMN ser uma técnica ndo destrutiva e ndo invasiva,
possui a vantagem de poder acompanhar processos bioguimicos por meio de espectros
de RMN de diversos nicleos, como 'H, **C, **N e *P. O nucleo de hidrogénio é o nicleo
mais utilizado nas analises por RMN. Possui abundéancia natural de 99%, spin %2 e como
estd presente na maioria dos compostos organicos, por meio de um espectro de RMN de
'H tem-se uma rapida visualizac&o dos compostos presentes na amostra.

No caso dos espectros de RMN de **C e N deve-se levar em conta a baixa
sensibilidade inerente destes nucleos, 0 que acarreta em longos tempos de aquisicao,
tornando invidvel a utilizacdo dos mesmos para andlises metaboldbmicas em que é
necessaria a analise de um grande numero de amostras. Uma alternativa é o uso de
compostos isotopicamente marcados, que resultam em espectros relativamente simples,
formados pelos sinais correspondentes aos compostos com enriquecimento isotdpico
sobrepostos aos sinais menos intensos das demais moléculas. No entanto, existe a
necessidade de incorporar estes compostos isotopicamente marcados na matriz
estudada, o que pode representar complicacdes especialmente no caso de células
(Rabenstein et al., 1988).

Por sua vez, o uso de espectros de RMN de *'P apresenta grandes vantagens no
que diz respeito ao uso destes na metabolémica. O nucleo de *'P possui abundancia
natural de 100% e alta sensibilidade a técnica de RMN, podendo ser obtido rapidamente.
Os espectros resultantes sdo simples e com baixa sobreposicdo de sinais, pois a faixa
espectral correspondente é bastante ampla e a quantidade de metabdlitos a niveis
detectaveis que apresentam nucleos de *'P na estrutura é pequena. Este dltimo, porém,
também pode ser encarado como uma desvantagem, pois limita 0 nimero de metabdlitos
que podem ser estudados por meio de espectros de RMN de *'P (Rabenstein et al.,
1988).
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1.4.1.1.2 RMN na metabonbmica

Na década de 70, ap0s diversos avangos na técnica de RMN, esta comecou a ser
aplicada no estudo da composicdo metabdlica de biofluidos, células e tecidos. Um dos
primeiros estudos publicados foi o de Wilson e Burlingame em 1973, em que foi realizado
um estudo do metabolismo do etanol em ratos por meio de espectros de RMN de **C
desacoplados de hidrogénio e deutério de acido biliatico apés a administracdo de 1-*C-
1,1-’H-etanol e 2,2,2-’H-etanol (Wilson e Burlingame, 1973). Ja4 na década de 80,
Nicholson e colaboradores (1983) publicaram dois trabalhos utilizando a RMN para
andlises de biofluidos. Em um deles, foi feita a identificagdo de diversos sinais de
metabdlitos de baixa massa molecular no plasma e soro de oito espécies de animais e
soro comercial, permitindo identificar os teores de célcio e magnésio por meio de adi¢ao
de EDTA. No segundo, analisou-se urina de ratos por meio de RMN de 'H para avaliar o
dano renal causado pela administracdo de cloreto de mercuario. Foi possivel perceber
alteracBes na concentracdo de diversos metabolitos, fornecendo assim informacbes a
respeito do metabolismo citotoxico do mercurio (Nicholson et al, 1985).

No inicio da década de 90, Garland e colaboradores iniciaram a aplicacdo de
analises estatisticas por reconhecimento de padrbes e outras ferramentas bioinformaticas
para interpretacdo e classificacdo de dados complexos obtidos por RMN a partir de
amostras biologicas. Nos estudos publicados, foi demonstrado através da obtencdo de
espectro de RMN de urina de ratos aliada a métodos de reconhecimento de padrées que
€ possivel obter um grande ganho de informacdes quando comparado as informacoes
obtidas por meio de andlises clinicas (Gartland et al., 1990 e 1991).

No que diz respeito a utilizacdo da RMN em andlises metabondmicas, a técnica
apresenta varias vantagens, visto ser especialmente adaptada para andlises de solugéo
complexas e fornecer rica informacao inequivoca a respeito do perfil metabdlico (Zhang
et al., 2012a e b). Espectros de RMN podem atuar como perfis de diagnéstico, uma vez
gue 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 superposi¢cao dos espectros de todos os metabolitos presentes no
fluido, definindo o perfil caracteristico da amostra. No entanto, para que os metabdlitos
sejam detectados na RMN € necessario que estejam presentes na amostra em
concentracdes superiores ao limite de detecc¢ao.

Outra vantagem da RMN ¢é o fato de ser ndo seletiva, possibilitando observar um

grande numero de compostos de baixa massa molecular simultaneamente em uma Unica
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andlise e provendo valiosa informacado estrutural que permite caracterizar componentes
de misturas complexas, sendo este o principal diferencial da técnica quando comparada
as demais técnicas comumente utilizadas. Utilizando dados de deslocamento quimico,
multiplicidade, constante de acoplamento e integral de cada sinal, pode-se identificar
compostos com exatiddo. Além disso, quando necessario € possivel utilizar diversas
sequéncias de pulsos que compde experimentos que fornecem informacdes
complementares, como, por exemplo, experimentos bidimensionais de correlacdo homo
ou heteronucleares a uma ou mais ligacdes, incluindo: correlagdo 'H-'H (COSY),
correlagéo total *H-'H (TOCSY), correlacéo heteronuclear *H-*C a ligag&o direta (HSQC)
e correlacéo heteronuclear *H-'*C a longa distancia (HMBC).

Porém, como principal desvantagem a RMN apresenta baixa sensibilidade. Para
contornar este problema, tem-se usado sondas criogénicas, magnetos supercondutores
com campo mais intensos e microbobinas de radiofrequéncia miniaturizadas, porém
mesmo assim a sensibilidade da técnica ainda é de algumas ordens de magnitude menor
do que a espectroscopia de massas (Veenstra, 2012). Por exemplo, enquanto
abordagens metabondmicas utilizando a RMN permitem identificar cerca de 20 a 40
metabolitos em extratos de tecidos, e cerca de 100 a 200 em amostras de urina, a técnica
de CG-EM permite identificar cerca de 1000 metabdlitos. Por outro lado, a RMN permite
gue se analisem amostras com minimo preparo de amostra, enquanto técnicas
cromatogréficas exigem normalmente preparos que consomem muito tempo e reagentes,
gue podem prejudicar a visualizagcdo de certos compostos. A técnica de RMN independe
dos produtos serem volateis ou ionizaveis, como no caso das técnicas de CG-EM e
CLAE-EM, respectivamente. Outra vantagem € a possibilidade de quantificacdo, pois a
area de um sinal no espectro, quando este € adquirido dentro dos requisitos para
guantificacdo, é proporcional a concentracdo daquele nucleo especifico. Isto torna
possivel quantificar com precisdo compostos mesmo em misturas complexas, basta ser
possivel identificar um sinal sem sobreposi¢do. Além disso, a RMN é de facil operacéo e
automacdo, fazendo desta uma técnica ideal para a triagem de populacbes para estudos
de desordens metabdlicas (Wishart, 2008; Veenstra, 2012; Ma et al., 2012).

No caso de biofluidos, a deteccdo de sinais pode ser dificultada pela grande
gquantidade de agua presente nas amostras, fazendo com que o sinal correspondente a
ressonancia dos hidrogénios da agua seja muito intenso, sobrepondo assim sinais de
metabdlitos presentes em concentra¢cdes muito menores que da agua, conforme ilustrado
na Figura 1. Para resolver este problema, ja foram desenvolvidas diversas sequéncias de
pulsos que permitem a eliminacéo, ou supresséao, do sinal da agua. Algumas sequéncias
de pulso fazem a pré-saturacdo do sinal da agua por meio de excitacdo seletiva, ou seja,

irradiam seletivamente regides de interesse. Outras fazem a supressdo por tirarem
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proveito de diferengas entre os tempos de relaxagéo spin-rede (T1) ou spin-spin (T2) dos
hidrogénios da 4gua e das demais moléculas de interesse (Rabenstein et al., 1988). O
uso destas sequéncias ja estd bem estabelecido e € possivel obter espectros com sinais
bem resolvidos (Figura 1), com a grande vantagem da grande sensibilidade do nucleo de
'H, o que permite obter rapidamente espectros de qualidade e que fornecem uma grande

gquantidade de informacdes.

T 1 I f T 1 T f ! T 1

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 1: Comparacéo de espectros de RMN de *H obtidos em espectrometro de RMN
de 400 MHz de uma mesma amostras de soro sanguineo. O espectro de cima foi obtido
sem saturacéo do sinal da agua e esta ampliado cerca de 3000 vezes. O espectro de

baixo foi obtido com saturagdo do sinal da &gua usando a sequéncia de pulso noesyprid.

A espectroscopia de RMN de 'H tem sido empregada na analise de amostras de
tecidos humanos (biopsia) e também de biofluidos, como plasma e soro sanguineo (lorio
et al., 2005; Mountford et al., 2001; Odunsi et al., 2005; Soper et al., 2002; Ma et al.,
2012; Grandizoli et al., 2010). Estudos ja publicados utilizando essas matrizes indicam
que é possivel obter informacdes relevantes para aplicagdes bioquimicas e clinicas
(Rabenstein et al., 1988, Gartland et al., 1991; Smolinska et al., 2012; Jung et al., 2013;
Zhou et al., 2013).

Exemplos da aplicacdo da RMN em estratégias metabonémicas incluem a
correlacéo entre o perfil lipidico de tecidos cerebrais, apds ocorréncia do AVEi, utilizando
espectros de RMN de *H e experimentos de correlacdo *H-'H (COSY) in vivo de partes

especificas de cérebro de ratos, por até cinco dias apdés o acidente vascular. Neste
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estudo foi observado acumulo de lipideos apés a ocorréncia do AVEi (Gasparovic et al.,
2001).

Espectros de RMN de *H, *C e *P in vivo tém sido utilizados na investigacéo de
doencgas neurodegenerativas, tais como Alzheimer e Parkinson, identificando diversos
biomarcadores destas doencas e provendo muita informacéo a respeito do metabolismo
neurolégico (Choi et al., 2007). Outra interessante aplicacdo da RMN de 'H e
especialmente de °C, foi o estudo das concentra¢fes de glutamato, glutamina e &cido
gama-aminobutirico (GABA) como substratos alternativos para obtencéo de energia pelos
compartimentos neuronal e neuroglial como alternativa a glucose apdés o AVEi em ratos.
Neste, através de infusdo de lactato isotopicamente marcado com **C e anélise dos
extratos de tecidos cerebrais, foi possivel comprovar que estas substancias sado
eficientemente utilizadas como substratos alternativos a glucose apds o AVEi (Pascual et
al., 1998). Em um estudo recente, a andlise de tecidos cerebrais in vivo por RMN de *H
mostrou ser um eficiente método diagnéstico de AVEiI em cachorros, permitindo a
identificacdo apds trés dias da diminuicdo nos niveis de N-acetil-aspartato, colina,
creatinina e mio-inositol e um grande aumento de lactato (Kang et al., 2009). Yang e
colaboradores (2012) também utilizaram a RMN para analise de tecido cerebral de ratos
para avaliar as mudancas neuroquimicas induzidas por oclusédo da artéria cerebral média.
Apo6s a identificagdo de mais de 40 metabdlitos, identificou-se que houve alteracdes
significativas nos niveis de metabdlitos relacionados a perturbacdes no ciclo do acido
tricarboxilico, e no metabolismo da colina e &cidos nucleicos. Esses resultados
forneceram informacdes essenciais para o entendimento das alteragbes causadas pela
ocluséo da artéria cerebral média e mostraram que a analise da composi¢cdo metabdlica
pode ser muito util para compreender a neuroquimica do AVEi. Jung e colaboradores
(2011) publicaram um estudo metabondmico aplicando a RMN de 'H aliada a analises
guimiométricas na analise de amostras de plasma e urina provindas de pacientes que
sofreram AVEI, especialmente causado por doenca de pequenos vasos. Este estudo
mostrou que a técnica é efetiva em diagnosticar o AVEi e em prover informacdes a
respeito da patogénese da doenca.

Ainda outro estudo avaliou os efeitos da terapia chinesa a base de ervas para
tratamento de AVEi em camundongos com ocluséo induzida da artéria cerebral por meio
de abordagem metabon6mica utilizando RMN (Chen et al., 2012). Apds realizar a
identificacdo de vinte metabdlitos em amostras de tecidos cerebrais e avaliar as
variaces nos niveis dos mesmos em amostras de animais com e sem tratamento, notou-
se que o perfil metabdlico de cérebro de animais tratados foi parcialmente revertido a
condicBes normais. Mais recentemente, o efeito neuroprotetor de outra erva chinesa no

AVEi foi estudado por meio de andlises por RMN do soro e tecidos cerebrais de ratos
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com oclusado da artéria média cerebral (Wang et al., 2014). Esta analise mostrou que a
terapia foi capaz de melhorar a condicdo dos ratos que sofreram AVEi através da
diminuicdo do distarbio no metabolismo de energia, de membrana e mitocondrial, além de
afetar o metabolismo neurotransmissor e de aminoacidos, por aliviar o stress oxidativo e
os danos inflamatorios, e recuperar a osmorregulacao.

Estes estudos demonstram que a abordagem metabon6mica baseada em RMN
tem grande potencial em ser usada como uma ferramenta simples e facil para avaliacao

de terapias e estudo de patologias, tais como o AVEi.

1.4.2 Analises quimiométricas

Espectros de RMN ou obtidos por meio de outras técnicas sdo na maioria das
vezes muito complexos, e podem ser tratados como um conjunto multidimensional de
coordenadas metabdlicas, cujos valores sao as intensidades ou as integrais de cada sinal
e, assim, cada espectro é um ponto no espaco metabdlico multidimensional (Nicholson et
al., 2007). Na maioria das vezes, os dados espectrais podem ser organizados em tabelas
de dados, na qual cada linha constitui um espectro e cada coluna representa uma
variavel ou fatores medidos, como por exemplo, deslocamentos quimicos de espectros
de RMN. Isto gera tabelas de dados muito complexos, dificeis de serem resumidas e
visualizadas sem as ferramentas apropriadas. Neste sentido, as analises quimiométricas
incluem métodos robustos e eficientes para modelagem e andlise de complexas tabelas
de dados geradas a partir de dados quimicos ou biolégicos, resultando em modelos
interpretaveis e confiaveis (Trygg e Lundstedt, 2007).

O objetivo inicial da analise metabonbémica € classificar cada espectro com base
na identificacdo do padrdo de sinais ou picos caracteristicos e, entdo, identificar quais as
caracteristicas espectrais responsaveis por tal classificacdo. Isto é realizado por meio de
analises quimiométricas, que permitem reduzir a dimensionalidade de dados complexos
fornecendo graficos bi- ou tridimensionais, nos quais as amostras similares entre si sdo
agrupadas e facilmente visualizadas em graficos bi ou tridimensionais (Nicholson et al.,
2007). Diversos métodos de andlises quimiomeétricas foram desenvolvidos e 0s principais

sdo citados a seguir.

1.4.2.1 Analise por Componentes Principais (PCA)

Um dos métodos de analise quimiométrica mais simples e que tem sido
amplamente utilizado em analises metabondmicas é a analise por componentes
principais (PCA). Este método expressa a maior parte da variancia dos dados por meio
de um pequeno numero de fatores ou componentes principais (PC). Cada PC é a

combinacédo linear de parametros dos dados originais e explica a quantidade maxima
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possivel da variancia ndo incluida nas PC anteriores. Portanto, cada PC é ortogonal e
independente das demais PCs. A maior parte da variancia do conjunto de dados é
geralmente expressa em apenas algumas PCs, sendo que as demais PCs descrevem
apenas ruido espectral (Nicholson et al., 2007; Ferreira et al., 1999).

A transformagdo da complexa matriz de dados em PCs sera duas matrizes,
denominadas escores e loadings. Os escores sdo a combinacdo linear das variaveis
originais, consistindo em coordenadas da amostra no modelo estabelecido. No grafico de
escores cada ponto representa uma amostra. Por sua vez, os loadings definem de que
forma as antigas variaveis sdo combinadas linearmente para formar as novas variaveis. E
portanto, indicam quais varidveis possuem 0 maior peso em transformar a posicao das
amostras originais da matriz de dados para suas novas posi¢cdes na matriz de escores
(Beebe et al., 1998; Neidig, 2009). No gréfico de loadings, cada ponto representa uma
variavel (Nicholson et al., 2007). Portanto, qualquer agrupamento observado no gréfico
de escores pode ser explicado pela analise do grafico de loadings respectivo (Griffin,
2006; Neidig, 2009; Nicholson e Lindon, 2008; Martin et al., 2009). Além da PCA, ha
outros métodos ndo supervisionados, como mapeamento nao linear e analise hierarquica
de agrupamentos (Nicholson et al., 2007).

O método de PCA tem sido utilizado em diversos estudos metabondémicos,
incluindo estudos de toxicidade, andlise de alimentos e no estudo de patologias (Holmes
et al., 1998 e 2000; Idle e Gonzalez, 2007; Odunsi et al., 2005; Akira et al., 2008; Sinclair
et al., 2010; Mannina et al., 2012; Watanabe et al., 2012).

1.4.2.1.1 Analise estatistica de significancia

O principal objetivo de estudos metabonémicos é a descoberta de biomarcadores
de patologias e a aplicagdo clinica dos mesmos. Apesar dos resultados promissores
obtidos, ndo hé relatos de biomarcadores de patologias em humanos que tenham sido
descobertos em analises metabonémicas por RMN e j4 estejam em uso na pratica
clinica. Um dos motivos para isto é a falta de testes estatisticos de significancia rigorosos
na analise por PCA.

Neste sentido, Goodpaster e colaboradores (2010) desenvolveram uma
abordagem para introduzir testes estatisticos de significAncia rigorosos em analises por
PCA utilizadas em estudos metabonémicos por RMN. Esta abordagem implementa um
algoritmo de arvore de decisdo para selecionar e aplicar testes estatisticos apropriados a
dados de graficos de loadings. O resultado € um gréfico de loadings colorido de acordo
com o valor-p, sendo que variaveis significantes sdo coloridas de forma diferentes das

nao significantes. Isto permite a visualizacao rapida e direta da significancia estatistica.



INTRODUCAO 50

Estas andlises tém potencial de acelerar a descoberta de novos biomarcadores
por meio de abordagens metabonémicas por RMN e ja tem sido implementadas em
programas computacionais de andlises quimiométricas, como AMIX e muma. Também
proporciona a pesquisadores acesso aos dados na linguagem de testes estatisticos de
significAncia, o que é essencial na comunicacao do valor dos biomarcadores descobertos
para profissionais da area meédica e clinica. Estes testes ainda apresentam a limitacéo de
apenas poderem ser utilizados na comparagdo de duas populagbes, mas hé relatos de
possiveis modificagbes que permitam comparacado entre multiplos grupos (Goodpaster et
al., 2010).

1.4.2.1.2 Quantizacao da separacao de grupos

Outra limitacdo das analises por PCA é falta de parametros para determinar se a
separacdo dos grupos € estatisticamente significante. A falta de tais parametros torna
praticamente invidvel a comparacdo entre estudos independentes ou realizados em
diferentes laboratorios. Além disso, os autores de estudos metabondémicos afirmam a
existéncia de metabdlitos que distinguem diferentes classes de amostras apenas
baseando-se em analise visual, sendo que em muitos casos a separacao € ténue ou
parcial. De encontro a esta necessidade, estudos tém proposto diferentes formas de
gquantificar a separacao de classes observadas em analises discriminatérias (Anderson et
al., 2008; Cuperlovi¢-Culf, et al., 2009; Dixon et al., 2009; Werth et al., 2010).

Destaca-se aqui a proposta de Goodpaster e Kennedy (Goodpaster e Kennedy,
2011) que ja foi implementada no programa de analises quimiométricas muma. Este
método envolve a quantificacdo da distancia entre os grupos por meio da medida da
distdncia de Mahalonobis entre os centréides dos grupos no gréfico de escores
bidimensional, e da realizacdo do calculo de estatistica de Hotteling’s T2 seguido da
aplicacdo de teste F para determinar a separacdo entre os grupos. A utilizacdo de tais

parametros pode auxiliar na padronizacdo de estudos metabonémicos.

1.4.2.2 Analise Discriminante com calibracdo multiv.  ariada por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA)

Em contraste aos métodos ndo supervisionados, métodos supervisionados foram
desenvolvidos. Nestes, conjuntos de dados multiparamétricos podem ser modelados de
forma que as amostras de um segundo conjunto, de validacdo, podem ter suas classes
previstas baseando-se em modelos mateméticos derivados do conjunto de dados
originais, ou de treinamento (Nicholson et al., 2007). O método supervisionado mais
comum é a andlise por minimos quadrados parciais (PLS). Este método relaciona dados

de uma matriz X contendo variaveis independentes, por exemplo, integrais de sinais de
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RMN, com uma matriz Y contendo variaveis dependentes, por exemplo, medidas fisico-
guimicas (Nicholson et al., 2007; Lindon et al., 2001).

O método de PLS pode ser combinado com analise discriminante (PLS-DA) para
estabelecer a posi¢cdo 6tima de uma superficie discriminatoria que melhor separa os
grupos (Nicholson et al., 2007; Neidig, 2009; Wishart, 2008). Neste caso a matriz Y deve
conter informagdes que identifiquem cada grupo, como por exemplo, todas as amostras
do grupo doente sdo numeradas como zero e do grupo sadio como um. A quantificacdo
da separacdo de classes observadas nas andlises por PLS-DA também pode ser
realizada (Goodpaster e Kennedy, 2011).

Uma extensdo desta abordagem permite a avaliacdo dos descritores que séo
completamente independentes ou ortogonais a matriz Y, e € chamada correcao ortogonal
de sinal (OSC, sigla do inglés). Este método de filtragem de dados quando aplicado a
dados de RMN obtidos de biofluidos minimiza a influencia de variacdes inter e
intraespectrbmetros durante a aquisicdo, bem como, a variacdo fisiolégica inata
(Beckwith-Hall et al., 2002). A OSC tem sido integrada ao algoritmo do PLS a fim de
otimizar os resultados (OPLS-DA). No método OPLS-DA, a variacdo da matriz X que ndo
estd correlacionada a matriz Y € removida. Assim, a complexidade da matriz é reduzida,
ao mesmo tempo em que se preserva a capacidade de previsao e facilita a interpretacao
dos modelos desenvolvidos pelo método de PLS e seus gréficos resultantes (Trygg e
Wold, 2002).

O método de PLS-DA também tem sido bastante utilizado na metabondémica. J&
foi utilizado tanto em conjunto com analises por PCA como isoladamente, para
discriminacdo entre grupos de amostra e para construcdo de modelos de previsdo
(Kirschenlohr et al., 2006; Griffin, 2006; Maher et al., 2007; Martin et al., 2009; Nicholson
e Lindon, 2008; Wang et al., 2014). O uso do método de OPLS-DA também tem sido
relatado em estudo metabondmico baseado em analises por RMN (Chen et al., 2011;
Jung et al., 2011; Yang et al., 2012; Jung et al., 2013; Zhou et al., 2013)

1.4.2.3 Experimentos STOCSY e RANSY

Novos métodos para auxiliarem na identificagdo de sinais de RMN em misturas
complexas tém sido desenvolvidos, provendo uma nova abordagem na identificacdo de
moléculas. Um destes métodos € a espectroscopia de correlagdo total estatistica
STOCSY (Statistical Total Correlation Spectroscopy). E baseado na multicolinearidade
das intensidades das variaveis em um conjunto de espectros de RMN para gerar um
pseudo espectro de RMN bidimensional que mostra a correlagdo entre as intensidades
de varios sinais da amostra. O método né&o é limitado as usuais correlagdes apresentadas

em um espectro de TOCSY. Informacdes adicionais sédo apresentadas pela avaliagdo de
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coeficientes de correlacdo pequenos ou até mesmo negativos, jA que leva a conexdes
entre duas ou mais moléculas envolvidas em uma mesma via metabdlica (Nicholson et
al., 2007). Pode ser combinado a analises quimiométricas para auxiliar na identificacao
das moléculas responsaveis pela variacdo metabdlica Para entender melhor o
comportamento do método para atribuicdo estrutural, realizou-se um estudo com
espectros de RMN de 'H obtidos de urina de ratos saudaveis e ratos tratados com toxinas
ou submetidos a estresse, analisando a distribuicdo estatistica das correlagdes
estruturais e ndo estruturais (Alves et al., 2009). O método mostrou-se eficaz para
caracterizacdo estrutural sob diversas condi¢Bes biologicas e tamanhos de amostra,
desde que o grau de correlacao resultante de associa¢des ndo estruturais seja pequeno.
Este estudo validou o uso da abordagem STOCSY na atribui¢cdo rotineira de sinais em
estudos de perfis metabdlicos de RMN e forneceu referéncias praticas com as quais 0s
pesquisadores podem interpretar os resultados de uma analise STOCSY.

Também é possivel realizar experimentos de STOCSY utilizando o conjunto de
dados filtrados pela OSC quando analises de OPLS-DA tenham sido previamente
realizadas, denominados experimentos de OSTOCSY. Esta ferramenta permite visualizar
correlagdes entre os metabdlitos na matriz filtrada em relacdo as informacdes nao
relacionadas a descricdo dos grupos (Blaise et al., 2011).

Considerando que na maioria das vezes ha um grande numero de correlagfes
com valores altos, pode ser dificil encontrar as correlacdes que realmente sao
importantes nos gréficos de STOCSY sem se escolher um limiar empiricamente.
Espectros claros para metabdlitos individuais podem ser dificeis de serem obtidos.
Visando obter resultados mais claros, um método alternativo foi proposto para deteccéo
seletiva de sinais em espectros de RMN de uni e bidimensionais, denominado RANSY
(Ratio Analysis NMR Spectroscopy). Este método envolve a analise das razdes entre o
sinal selecionado e os demais sinais no espectro. A média de cada razdo é calculada
através dos diversos espectros que compde o conjunto de dados e €, entdo, dividida pelo
desvio padrédo da razdo gerando um novo espectro em que as razdes entre 0s sinais de
uma mesma molécula sdo claramente vistos (Wei et al., 2011). E baseado no fato de que
a razdo entre a intensidade ou da area de dois sinais de RMN de um mesmo metabdlito
sera igual ao numero relativo de spins magneticamente ndo equivalentes e, portanto, o
desvio padrdo desta razdo sera zero ou proximo disto (Wei et al., 2011). Embora haja
contribuicdo de ruido espectral, a contribuicdo do ruido é pequena resultando em um
novo espectro gerado com boa relacdo sinal/ruido. Desta forma, o RANSY permite a
identificacdo de substancias mesmo em regibes com muita sobreposicdo sem a

necessidade de experimentos adicionais. Pode também ser utilizado para simplificar
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experimentos bidimensionais. O método dispensa a normalizagdo por causa das

caracteristicas intrinsecas do calculo das razdes.

1.4.2.4 Modelos de classificacao

Aplicacbes clinicas para diagndstico e progndstico de patologias exigem que o0s
modelos desenvolvidos a partir de amostras com classificagdo conhecida sejam sensiveis
o suficiente para classificar novas amostras em seus respectivos grupos. Com este
objetivo, desenvolveu-se o0 método SIMCA (Soft Independent Modelling of Class
Analogy), o qual é um método de classificacdo supervisionado baseado na PCA.
Consiste em construir modelos a partir da PCA com as classes observadas, 0s quais sao
utilizados para atribuir a classe de amostras de origem desconhecidas. Isto é feito por
meio da previsdo dessas observagdes em cada classe do modelo da PCA cujos limites
foram definidos pelo intervalo de confianca (Trygg e Lundstedt, 2007). Observagdes que
ndo podem ser preditas no modelo com precisdo, tém, portanto altos niveis de residuos,
e sdo classificadas como estando fora do modelo da PCA, ou seja, ndo pertencem a

nenhuma das classes.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver estratégias metabondmicas através da RMN aliada a quimiometria
para serem empregadas na investigacdo da ocorréncia e progressdo do acidente

vascular encefalico isquémico (AVEI) e identificar os principais biomarcadores.

2.1 Objetivos especificos

| - Coletar amostras de sangue de pacientes com diagnéstico de AVEi logo apds a
admissdo no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e por um periodo
de seis meses, e de um grupo de controle composto por individuos saudaveis, maiores
de 18 anos de ambos 0s sexos;

Il - Estabelecer o método de preparo de amostras, incluindo o estabelecimento de qual
biofluido sera utilizado, soro ou plasma,;

Il - Adquirir espectros de RMN de 'H e *'P das amostras de plasma e soro sanguineo
dos diversos grupos doentes e grupo sadio (controle);

IV — Identificar os sinais nos espectros de RMN de *H e *'P por meio de dados obtidos
em experimentos bidimensionais, adicdo de padrdes e comparacdo com dados da
literatura;

V - Através de andlises quimiométricas dos espectros de RMN de *H e *'P discriminar as
amostras de acordo com: a ocorréncia ou ndo do AVEIi, administracdo de tratamento
trombolitico, etiologia da doenca e prognastico;

VI - Através de analise dos graficos de loadings e andlises estatisticas de significancia,
identificar os sinais responsaveis pelas discriminacdes (biomarcadores);

VII - Construir modelos de classificacdo e verificar se estes serdo capazes de classificar
corretamente novas amostras de acordo com os grupos descritos no paragrafo V;

VIII — Correlacionar os resultados das andlises quimiométricas com a etiologia clinica e

com o prognostico dos pacientes com AVEi.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo das amostras

Foram coletadas amostras de dois grupos. O primeiro grupo € constituido por
pacientes maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos e admitidos no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana com diagndéstico de AVEi, com inicio dos sintomas nas
tltimas 48 horas e sem histdria prévia de AVEi, num total de 73 pacientes. Estes
pacientes foram submetidos a investigacdo etioldgica conforme recomendado pela
Sociedade Brasileira de Doencas Cerebrovasculares (Raffin et al., 2002 e 2006) incluindo
estudo de tomografia de cranio, hemograma, perfil lipidico, glicemia, metabdlicos,
eletrocardiograma, ultra-sonografia cervical e intracraniana. Foram coletadas amostras de
sangue periférico para andlise de biomarcadores séricos nas primeiras 24 horas
(Amostras Al e Alt) e nos periodos de 7 dias (Amostras A7), 30 dias (Amostras A30), 90
dias (Amostras A90), e 180 dias (Amostras A180) apdés o AVEi para andlise. Todos 0s
pacientes foram seguidos ambulatorialmente com reavaliagéo clinica em 7 dias, 30 dias,
90 dias, 6 meses, 12 meses, 24 meses e 48 meses para analise progndstica. Destes, 51
receberam tratamento trombolitico com ativador do plasminogénio tecidual (rt-PA) nas
primeiras 24 horas porque apresentaram indicag6es clinicas e critérios de inclusdo para
este tipo de tratamento. O segundo grupo, grupo de controle, € formado por 18 individuos
saudaveis, sem fatores de risco cardiovascular e sem histéria prévia de AVEI,
selecionados entre os profissionais do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana. Dentro do possivel, foram pareados por idade e sexo aos pacientes do grupo
com AVEIi. Foram coletadas amostras sanguineas em um primeiro momento (Amostras
C1) e apds 90 (Amostras C90) e 180 dias (Amostras C180).

Esta coleta foi realizada por meio de punc¢do venosa com técnica estéril em veia
periférica de membro superior. Foram coletados 20 mL de sangue, os quais foram
prontamente armazenados em tubos contendo anticoagulante EDTA e centrifugados a
1500 x g por 5 minutos. O plasma foi entdo transferido para tubos de polipropileno e
armazenado inicialmente a aproximadamente -70 °C para analise subsequente pela
espectroscopia de RMN. Outros 20 ml de sangue foram coletados, armazenados em
tubos estéreis e centrifugados a 7000 x g por 10 minutos. O soro foi entdo congelado a
-70 °C da mesma forma que o plasma.

Todo o procedimento de obtencdo das amostras foi realizado com a colaboracéo
dos médicos do Hospital de Clinicas da UFPR Dr. Marcos Christiano Lange e Felipe
Trevisan Matos Novak. Devido a coleta e manipulagdo de amostras de pacientes, o
projeto foi submetido a apreciacdo pelo comité de ética em pesquisa com humanos do
Hospital de Clinicas da UFPR e aprovado (Numero do protocolo 1989.156/2009-07).
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3.2 Perfil dos pacientes analisados

As analises das amostras de soro sanguineo totalizaram 73 pacientes com AVEi e
18 pacientes de controle (sadios). Nos graficos a seguir € apresentado um levantamento
dos dados dos pacientes analisados e suas variaveis clinicas.

Os pacientes com AVEi foram divididos em dois grupos: (1) aqueles que
receberam tratamento trombolitico, porque apresentaram indicacdes clinicas e critérios
de inclusdo para este tipo de tratamento, denominado grupo trombdlise, e (2) os que nao
receberam tal tratamento, denominado grupo nao-trombdlise, sendo analisados 51
pacientes no primeiro grupo e 15 no segundo. Além destes, h& sete pacientes dos quais
nao se tem informacoes, e trés pacientes trombdlise ndo tiveram registrados seus dados
clinicos. Os pacientes dos quais ndo se tém informacbes foram em sua maioria
encaminhados para a unidade de atendimento primario logo apés a realiza¢do do exame
de tomografia e ndo tiveram suas fichas adequadamente preenchidas. O nimero de
amostras coletadas em cada grupo é mostrado no Grafico 2. Observa-se que o numero
de amostras diminui com o tempo apés o AVEi ou apds a primeira coleta, tendo em vista
gue muitos pacientes ndo compareceram as consultas seguintes e ndo deixaram contato.
No caso das amostras de controle, houveram varios pacientes que ndo quiseram dar
continuidade a coleta das amostras, o que resultou em uma diminuicdo do numero de
amostras ao longo do tempo. Todas as amostras de soro foram analisadas, enquanto no
caso das amostras de plasma foram analisadas apenas as amostras Al e Alt dos
pacientes que sofreram AVEi e todas as amostras de pacientes de controle, conforme

sera justificado mais adiante.

W Amostras Al ®mAmostras A1t ® Amostras A7

B Amostras A30 B Amostras AS0 @ Amostras A180

17 15

Tromhdlise Ndo-trombdlise Sem informacoes Controle
Grafico 2: Quantidade de amostras correspondentes a cada periodo apds o AVEi ou

apos a primeira coleta no caso do pacientes de controle.
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Em uma visdo geral do perfil dos pacientes dos quais se tem informagoes,
observa-se no Grafico 3 que a maioria dos pacientes que sofreram AVEi sdo do sexo
masculino. J& para os pacientes de controle (sadios) a maioria € do sexo feminino, devido
a dificuldade de encontrar pacientes entre 40 a 80 anos do sexo masculino que néo
apresentem fatores de risco similares aos pacientes que sofreram AVEi, tais como,
hipertenséo e dislipidemia. Embora estatisticas comprovem que mulheres tém maior risco
de sofrerem AVE que homens (Saenger e Christenson, 2010), o quadro apresentado no
periodo analisado mostrou o oposto.

B Feminino B Masculino
66,70%

60%
56,30%

43,70%

Trombdlise Ndo-trombdlise Controle

Gréfico 3: Distribuicdo dos pacientes segundo 0 sexo.

Com respeito a idade dos pacientes, observa-se no Grafico 4 que 0s pacientes
trombdlise estdo distribuidos em uma faixa de 37 a 86 anos, com maior incidéncia entre
60 a 69 anos, enquanto que os pacientes nao-trombolise se concentram quase que
uniformemente na faixa de 47 a 80 anos. Destaca-se que 58,7% dos pacientes cujos
dados foram anotados, estdo abaixo dos 65 anos, comprovando a informacdo de que o
AVE néo é mais uma doenca que se restringe a populacéo idosa, visto que fatores de
risco de AVE estdo presentes em grande parte da populacdo (Saenger e Christenson,
2010). Os pacientes de controle ficaram entre 41 a 79 anos, tendo em vista a dificuldade
de encontrar pacientes acima desta idade que nao possuam fatores de risco ou doencgas

relacionadas ao AVEi.
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Graéfico 4: Distribuicdo dos pacientes que sofreram AVEi de acordo com a faixa etaria.

Os fatores de risco sdo apresentados no Grafico 5. Nota-se que os fatores mais
predominantes foram hipertensdo arterial sistémica (HAS) e dislipidemia, tanto no grupo
trombdlise como no nao-trombdlise, sendo que neste Ultimo o alcoolismo também se
mostrou um fator importante. Isto concorda com outros estudos realizados na populagéo
brasileira, nos quais os mesmos fatores de risco mostraram-se predominantes (Almeida
et al., 2011; Carvalho et al., 2011). Nota-se uma incidéncia significativa de pacientes com
mais de um fator de risco, sendo que tanto no grupo trombdlise como nao-trombdlise
cerca de 30% dos pacientes apresentaram trés ou mais fatores de risco.
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®HAS=hipertens&o arterial sistémica; "DM=diabetes melittus; “DAC=doenca arterial coronariana
(angina ou infarto cardiaco); °“DVP=doenca vascular periférica
Grafico 5: Incidéncia dos principais fatores de risco apresentados pelos pacientes que

sofreram AVEi.

Y

No que diz respeito a etiologia da doenca, foi fornecido dados de 94% dos
pacientes de trombdlise e 67% dos pacientes de nao-trombdlise. Porém, dentre estes,
36% dos pacientes trombdlise e 20% dos pacientes ndo-trombolise ndo tiveram a
etiologia definida (Gréfico 6). Esta dificuldade de identificac@o da etiologia se dé por falta
de dados de pacientes e por exames inconclusivos, 0 que apoia a necessidade de outros
métodos que permitam identificar a etiologia, visto que isto € determinante para um
tratamento eficaz. Dentre as etiologias identificadas, aterosclerose e cardioembdlica
foram as predominantes, como € apresentado no Gréfico 6. Estas informacbes se
assemelham as encontradas por Almeida e colaboradores (2011) em um estudo com
pacientes que sofreram AVE atendidos em um hospital publico de Betim, Minas Gerais,
Brasil.
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Trombodlise Nao trombolise

Embalico Embolico
31% 20%
Outros
6%
Gréfico 6: Distribuicdo das etiologias identificadas para os pacientes com AVEi, de

trombolise e ndo trombdlise.

A avaliacdo progndstica foi realizada por meio da escala de Rankin modificada,
que varia entre 0 e 6, sendo que valores entre 0 e 2 representam pacientes sem sequelas
ou aqueles com sequelas, porém que ndo limitam suas atividades de vida diaria,
portanto, pacientes de bom prognéstico. Valores acima de 2 representam pacientes com
sequelas que limitam suas atividades até o 6bito, portanto de pior prognéstico (Caneda et
al., 2006; Whiteley et al., 2012). Esta avaliacado foi realizada na fase precoce, logo apés o
AVEIi, em trés meses (periodo intermediario) e apos seis meses (tardio). Tanto para
pacientes trombolise como n&o-trombdlise o prognoéstico melhorou com o passar do
tempo (Gréfico 7), no entanto no caso dos pacientes trombdlise a melhora ocorreu mais
rapidamente do que para os pacientes ndo-trombdlise, provavelmente devido & agédo do

tratamento.

Trombdlise Nao-trombodlise

egmmBom  =@==Ruim =mE=Obitos epmfom  =@=Ruim ==0bitos
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2
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-- 13 e /
. :
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\ " ‘4 ‘; ‘1

Precoce Intermediario Tardio Precoce Intermediario Tardio

Graéfico 7: Grafico mostrando o progndstico dos pacientes trombolise e ndo trombdlise

avaliados clinicamente segundo escala de Rankin modificada: prognéstico bom (escala
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de Rankin modificada de 0 a 2) e progndstico ruim e 6bitos (escala de Rankin modificada

acima de 3 a 6).

Conforme mostra o Grafico 7, ocorreram dez ébitos entre os pacientes, sendo
sete entre os trombolise e trés entre os ndo-trombdlise. Porém analisando em
porcentagem, os pacientes nao-trombolise apresentaram uma maior porcentagem de
Obitos, 20% contra 14,5% dos pacientes trombdlise. Nao foi possivel obter os dados de
etiologia dos paciente ndo-trombolise que sofreram Obito. J& dentre os pacientes
trombdlise, a maior concentracdo foi entre pacientes de etiologia embdlico e indefinido,
sendo apenas um de aterosclerose. Dentre os pacientes trombdlise, 70% dos &bitos
ocorreram ainda no estdgio precoce. Cinquenta porcento dos Obitos foram na faixa de
idade de 60 a 69 anos, sendo que houve um ébito abaixo de 50 anos e um acima dos 80.
Comparando entre homens e mulheres, a incidéncia de 6bitos foi bem similar, cerca de
aproximadamente 16% dos homens e 15% das mulheres sofreram 0bito. Os fatores de
risco mais predominates entre estes pacientes foram HAS e dislipidemia, acompanhando

a tendéncia geral dos pacientes.

3.3 Aquisicdo dos espectros de RMN de 'H

Espectros de RMN de 'H foram adquiridos diretamente de todas as amostras de
soro sanguineo tanto de pacientes que sofreram AVEiI como dos pacientes de controle, e
das amostras de plasma sanguineo referente as primeiras 24 horas ap6s o AVEi e das
amostras de pacientes de controle. As aquisi¢cdes foram realizadas no espectrémetro de
RMN Bruker AVANCE 400, operando a 9,4 Tesla, observando o nucleo de hidrogénio a
400,13 MHz, equipado com uma sonda multinuclear de observacéo direta de 5 mm com
gradiente de campo no eixo z no Laboratério de Ressonadncia Magnética Nuclear do
Departamento de Quimica. Para tanto, aliquotas de soro ou plasma sanguineo de
volumes 400 uL foram coletadas com auxilio de uma micropipeta volumétrica e o volume
completado para 600 pyL pela adicdo de uma solugdo de D,O contendo TMSP-d, em
frasco tipo eppendorf. As amostras foram centrifugadas em Microcentrifuga USA
Scientific Modelo 100SD por 10 min a 2000 x g. Em seguida, 500 uL do sobrenadante
foram transferidos diretamente para tubos de RMN de 5 mm. As andlises foram feitas em
duplicata. Os experimentos foram realizados a 30 °C e o0 ajuste do campo magnético foi
realizado com auxilio da ferramenta TOPSHIM disponibilizada no programa TOPSPIN. A
frequéncia de ressonancia do sinal da agua foi ajustada manualmente utilizando
espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso zgpr para cada amostra

antes de se obter os espectros com saturacdo do sinal da agua.
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Foram adquiridos dois espectros de RMN de 'H cada um com 64K pontos, 256
transientes e janela espectral de 9980,04 Hz (~25 ppm). Utilizaram-se duas sequéncias
de pulsos com saturagdo do sinal da 4gua: noesyprld e cpmgprld, a primeira com tempo
de relaxagédo de 2,0 s e tempo de mistura de 100 ms e a segunda com tempo de
relaxagao de 1,0 s e 21n de 80 ms (71 igual a 1,0 ms e n igual a 40). Foram dados 16
transientes antes da aquisicdo dos espectros com a sequéncia cpmgprld para atingir
uma temperatura estavel, visto que esta sequéncia pode causar aquecimento da
amostra, prejudicando a qualidade do espectro. Os espectros foram processados no
programa TOPSPIN com 64K pontos aplicando-se uma multiplicacdo exponencial dos
FIDs por um fator de 0,3 Hz. Os deslocamentos quimicos foram calibrados pelo sinal da
metila do acido lactico em & 1,34. O ajuste do campo magnético, ou shimming, foi
realizado através da ferramenta chamada TOPSHIM do programa TOPSPIN Desta
forma, obtém-se espectros mais reprodutiveis no que diz respeito a largura a meia altura
dos sinais, pois se elimina a variante operador para fazer o ajuste.

Foram adicionados a algumas amostras de soro, padrBes de aminoacidos
disponiveis, e que podem estar presentes nas amostras, para identificacdo dos sinais
correspondentes. Foram estes: treonina, glutamina, metionina, acido glutamico, tirosina,
fenilalanina, asparagina, cisteina, serina, isoleucina, acido aspartico, histidina, arginina,
valina, leucina, prolina, triptofano e lisina. Ap6s adicdo novos espectros foram adquiridos

com a sequéncia de pulso cpmgprld com 64 transientes.

3.4 Aquisicdo de espectros de RMN de outros nucleos e e  xperimentos

bidimensionais

Espectros de RMN de outros ncleos, tais como *C e *'P, também foram obtidos.
Estes espectros foram obtidos em um espectrobmetro de RMN Bruker AVANCE 400,
operando a 9,4 Tesla, observando os nucleos de fésforo e carbono a 161,98 e 100,61
MHz, respectivamente, utilizando a sequéncia de pulsos zgpg30, com pulso de 30°, 32K
de pontos, 2K transientes para o ntcleo de *'P e 120K para o nicleo de **C, e tempo de
relaxacdo entre os pulsos de 0,2 s.

Os experimentos NOESY 1D foram obtidos com sequéncia de pulso selnogp,
usando tempo de mistura 300 ms e tempo de relaxacéo entre ciclos de pulsos sucessivos
de 2,0 s. Os espectros foram adquiridos com a mesma largura espectral dos espectros de
RMN de 'H, com 64K pontos e numero de transientes variando entre 2K, 4K e 5K,
processados aplicando transformada de Fourier com 64K pontos e através de uma
multiplicacdo exponencial do FIDs por um fator de 0,3 Hz.

Foram realizados alguns experimentos bidimensionais. O experimento J resolvido

foi adquirido com a sequéncia de pulso jresgf, com 8K pontos com 32 aquisi¢cbes por
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incremento com janela espectral de 9980,04 Hz e 128 incrementos em F1 para gerar a
segunda dimensé&o e completado com zeros para 2K antes da transformada de Fourier. O
tempo de relaxacéo entre os pulsos foi de 2,0 s.

O experimento de RMN 2D de correlacdo 'H-'H com filtro de duplo-quantum
(DQF-COSY), foi realizado utilizando a sequéncia de pulsos cosygpmfgf. A aquisicdo foi
feita com 4K de pontos com 64 transientes por incremento, janela espectral de 9980,04
Hz, e 256 incrementos em F1 para gerar a segunda dimenséo, e completado com zeros
para 2K antes da transformada de Fourier. O tempo de relaxacdo entre os ciclos de
pulsos sucessivos foi de 1,5 s. Adicionalmente realizou-se um experimento DQF-COSY
'H-'H com a sequéncia de pulsos cosydfesgpph, a qual possui saturacédo do sinal da
agua nao deuterada por meio de excitacdo esculpida usando pulso seletivo de 180° na
frequéncia da agua, possibilitando melhorar relacdo sinal/ruido. A aquisicéo foi feita de
forma similar ao anterior, com 32 transientes por incremento, janela espectral de 8012,82
Hz, e 312 incrementos em F1 para gerar a segunda dimenséao.

Os demais experimentos 2D, TOCSY, HSQC e HMBC, foram realizados no
equipamento no mesmo equipamento ja citado ou no espectrémetro Bruker AVANCE Il
400, operando a 9,4 Tesla, observando o nucleo de hidrogénio a 400,13 MHz e carbono a
100,61 Hz, equipado com uma sonda multinuclear de observacao inversa de 5 mm. O
experimento de correlacdo total *H-'H (TOCSY) foi coletado no modo sensivel a fase
usando states time-proporcional phase incrementation (States-TPPI) e sequéncia de
pulsos MLEV17 para a trava de spin. Fizeram-se dois experimentos, sendo que a
aquisicdo foi feita com 2K pontos com 8 ou 16 transientes por incremento, janela
espectral de 7812,5 Hz, e 400 ou 500 incrementos em F1 para gerar a segunda
dimenséo, e completado com zeros para 1K antes da transformada de Fourier. O tempo
de mistura utilizado foi de 0,06 s em um dos experimentos e 0,15 s em outro e o tempo
de relaxagdo entre os pulsos foi de 1,5 s. Outro experimento TOCSY foi similarmente
adquirido com a sequéncia mlevesgpph, com satura¢do do sinal da agua nédo deuterada
por meio de excitacdo esculpida usando pulso seletivo de 180° na frequéncia da agua e
MLEV para trava de spins. A aquisicdo foi feita com 4K pontos 64 transientes por
incremento, janela espectral de 8012,82 Hz, e 400 incrementos em F1 para gerar a
segunda dimenséo, e completado com zeros para 2K antes da transformada de Fourier.
O tempo de mistura foi de 0,3 s e tempo de relaxacédo entre os pulsos foi de 1,5 s.

O experimento de correlacdo heteronuclear *H-*C a ligacdo direta (HSQC) foi
adquirido no modo sensivel a fase usando selecdo de gradiente echo/antiecho-TPPI e
sequéncia de pulsos hsgcetgpsi com desacoplamento durante a aquisicdo. A aquisicao
foi feita com 4K pontos com 32 aquisi¢ces por incremento, janela espectral de 7812,5 Hz,

e 312 incrementos em F1 para gerar a segunda dimenséo, e completado com zeros para
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1K antes da transformada de Fourier. O tempo de relaxacdo entre os pulsos foi de 1,0 s.
O experimento HSQC 'H-'*C editado, no qual os sinais referentes a carbonos metilénicos
aparecem em fase oposta a carbonos metilicos e metinicos, foi adquirido com os
mesmos parametros do experimento de HSQC, porém com sequéncia de pulso
hsgcedetgp e tempo de mistura de 0,06 s e tempo de relaxacdo entre os pulsos de 1,5 s.
Ainda foi feito o experimento bidimensional HSQC-TOCSY, adquirido no espectrdmetro
de RMN Bruker AVANCE 400 com sonda de observacgéo direta, no modo sensivel a fase
usando selecéo de gradiente echo/antiecho-TPPI e com sequéncia de pulso hsgcetgpml
com desacoplamento durante a aquisi¢cdo. A aquisi¢céo foi feita com 4K pontos com 128
aquisi¢cdes por incremento, janela espectral de 7812,5 Hz, e 256 incrementos em F1 para
gerar a segunda dimenséao, e completado com zeros para 1K antes da transformada de
Fourier. O tempo de relaxacao entre os pulsos foide 1,5 s.

O experimento de correlacdo heteronuclear *H-*C a longa distancia (HMBC) foi
adquirido com sequéncia de pulsos hmbcgplpndgf, otimizado para constantes a longa
distancia de 8 Hz, com filtro de 'Jcy para eliminar acoplamentos a uma ligacéo, sem
desacoplamento. A aquisicdo foi feita com 4K pontos com 64 aquisicdes por incremento,
janela espectral de 7812,5 Hz, e 312 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensao,
e completado com zeros para 1K antes da transformada de Fourier. O tempo de
relaxagcdo entre os pulsos foi de 1,0 s.

Foram realizados diversos experimentos de correlacdo heteronuclear *H-*'P a
longa distancia (HMBC). O experimento que apresentou melhor resultado, foi adquirido
com sequéncia de pulsos hmbcgplpndgf, otimizado para constantes a longa distancia de
10 Hz. A aquisicéo foi feita com 2K pontos com 30 aquisi¢cbes por incremento, janela
espectral de 4553,7 Hz, e 320 incrementos em F1 para gerar a segunda dimenséo, e
completado com zeros para 2K antes da transformada de Fourier. O tempo de relaxacdo
entre os pulsos foi de 1,0 s. Este experimento foi realizado com uma amostra de controle

apos ser liofilizada e redissolvida em CDCl;:MeOH 1:1.

3.5 Testes de estabilidade das amostras

Algumas amostras foram utilizadas para testes de estabilidade, incluindo tempo
de estocagem, temperatura de estocagem e efeitos de sucessivos descongelamentos.

As amostras foram estocadas por diferentes periodos a aproximadamente -18°C,
20°C e 30°C e analisadas por RMN de 'H, preparadas e adquiridas segundo
procedimentos descritos em 3.3 para verificar alteragfes na composi¢cdo quimica das
mesmas. Procedimento semelhante foi realizado com outras amostras submetidas a
descongelamentos subsequentes, sendo armazenadas apds o primeiro descongelamento

por até seis meses a aproximadamente - 70°C. Apoés periodos de 14, 28, 120, 180 e 360
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dias as amostras foras descongeladas novamente e submetidas a analise por RMN de
H.

3.6 Realizacdo de analises quimiométricas

3.6.1 Discriminagao entre 0s grupos

Os espectros de RMN de 'H e *'P{*H} adquiridos foram submetidos a analise
quimiométrica pelos métodos de andlise por componentes principais (PCA) e por anélise
discriminante com calibracdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS-DA) com
auxilio do programa computacional AMIX®, desenvolvido especialmente para realizar
analises multivariadas de dados de RMN. A regido do espectro utilizada variou segundo a
andlise realizada, para os espectros de RMN de *H adquiridos com sequéncia noesyprid
foi utilizada regido de © 0,4 a 9,0 com exclusdo da regido do sinal da agua e do lactato
(61,30 a 1,37 e 5 4,0 a 5,2). Para os espectros de RMN de 'H adquiridos com sequéncia
cpmgprld foram realizadas duas analises, a primeira com a regido de 6 0,4 a 4,0, com
exclusado do sinal do lactato (6 1,30 a 1,37), e a segunda com a regido aromética & 6,5 a
9,0. As regides foram divididas em intervalos (buckets) de 0,01 ppm. No caso dos
espectros de RMN de *'P{'H} foi utilizada a regido de 5 0,5 a 5,5 ou & 0,0 a 7,0 e buckets
de 0,05 e 1,4 ppm, respectivamente. Os métodos de pré-processamento usados foram
escalamento em relacdo ao maior bucket. O método de integracdo variou entre soma das
intensidades absolutas e modo especial de integracdo, métodos providos pelo programa.
As amostras foram discriminadas de acordo com a ocorréncia ou ndo de AVEi, ocorréncia
ou ndo de trombdlise, etiologia da doenca e progndstico.

Alguns conjuntos de dados também foram analisados no pacote muma do
programa gratuito R. Para isto as tabelas de buckets foram recalculadas com
escalamento em relacéo a intensidade total dos sinais, exportadas do programa AMIX e
transformada para o formato .csv apds ajustes no programa Excel, conforme orientado no
Tutorial do programa (Gaude et al., 2013). Foram realizadas analises de PCA, PLS-DA e
PLS-DA ortogonal (OPLS-DA). Para tanto, testou-se em cada caso 0s cinco tipos de
escalamento fornecidos pelo programa: pareto, auto, vaste, range e medium. N&o se

utilizou a op¢ao de imputacédo e em alguns casos se optou por realizar a normalizacao.

3.6.2 Analise estatistica de significancia

Para cada andlise realizada no programa AMIX realizaram-se andlises estatisticas
de significAncia com os buckets apresentados no grafico de X-loadings, apds serem
omitidos os buckets com uma porcentagem minima de variancia. Esta porcentagem foi

determinada para cada analise conforme necesséario a fim de eliminar buckets com
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variancia muito baixa e ruidos, além de buckets em regifes excluidas. Estas analises
foram feitas por comparagdo entre 0s grupos envolvidos em cada caso, utilizando o
software AMIX, conforme descrito por Goodpaster e colaboradores (2010) com a
modificagdo de que ao invés de se realizar o teste de Mann-Whitney U a significancia dos
loadings foi calculada pela combinacdo dos testes de Kruskal-Wallis e de Kruskal-Wallis
com teste-T. Para tanto foi utilizado um nivel de confianga de 95%. Foi selecionado um
valor critico (valor a) de 0,05 para garantir um grau de falso positivo de ndo mais de 5%
na determinacdo de quais metabdlitos tiveram sua concentracdo alterada de forma
significativa, com base no valor de p obtido. Foi aplicada a correcdo de Bonferroni, obtida
pela divisdo do valor a pelo nimero de buckets utilizados, com o objetivo de manter o
erro constante e corrigir interferéncias multiplas simultaneas provindas de cada conjunto
de dados (Watanabe et al, 2012).

Apés a andlise estatistica de significaAncia, o gréfico de X-loadings apresenta
buckets coloridos conforme o valor-p obtido para cada um deles. Os buckets com valor-p
maior que o valor-p dado pelo intervalo de confianca corrigido de Bonferroni,
considerados nao significantes, sdo apresentados em preto. Por sua vez, os buckets com
valor-p menor que o valor-p dado pelo intervalo de confianca corrigido de Bonferroni,
considerados significantes, sdo apresentados em quatro cores em ordem decrescente de
valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho.

No caso do programa muma, foram realizadas analises univariadas conforme
proposto por Goodpaster e col. (Goodpaster et al., 2010) que também resultam em se

obter as variaveis significativas para cada analise.

3.6.3 ldentificagdo dos biomarcadores

A identificacdo dos sinais nos espectros de RMN de 'H responsaveis por cada
discriminacédo obtida (biomarcadores) foi feita através da analise dos respectivos graficos
de influéncias (loadings). Estes dados foram comparados com a atribuicdo dos sinais
previamente feita através de comparacdo com dados da literatura, experimentos
bidimensionais de correlacdo homo e heteronuclear e adicdo de padrdes. As ferramentas
disponiveis no pacote R muma para auxiliar na identificacdo de sinais, STOCSY e

RANSY, também foram utilizadas para confirmar algumas atribuigfes.

3.6.4 Construgdo de modelos de classificagéo

Os grupos de amostras de origem conhecida foram utilizados como modelos de
classificacdo utilizando o método SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy)
com auxilio do programa computacional AMIX®. Estes modelos foram utilizados para

avaliar a capacidade em se prever novas amostras para 0s conjuntos de dados formados
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a partir dos espectros de RMN de *P{*H} das amostras B de pacientes que sofreram ou
ndo AVEi e amostras A de pacientes de controle. Os modelos também foram utilizados

para auxiliar na avaliacdo das amostras de teste de estabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise das amostras de soro sanguineo

4.1.1 Padronizacdo do método de preparo das amostras de s  oro sanguineo

Considerando que os espectros de RMN obtidos foram submetidos a analises
guimiométricas, primeiramente se estabeleceu qual o melhor modo de preparo das
amostras. Embora ndo haja protocolos estabelecidos, alguns estudos tém proposto
procedimentos que auxiliam na preparacdo de amostras de biofluidos com o objetivo de
obter o melhor espectro possivel (Sheedy et al., 2010; Smolinska et al., 2012). Seguiu-se
0 procedimento mais simples possivel, o qual ndo exige o uso de reagentes além de
solventes deuterados e procedimentos que demandam muito tempo. Assim se assegura
analises rapidas, reduz o gasto com reagentes e pode-se analisar o soro ou plasma como
um todo.

Determinou-se que seriam usadas aliquotas de soro sanguineo de 400 pL e o
volume completado para 600 pL pela adicdo de uma solucdo de D,O contendo TMSP-dy,,
seguidos de centrifugacao e transferéncia de aliquotas de 500 uL diretamente para tubos
de RMN de 5 mm. Desta forma, se obtém amostras com boa concentracdo de soro e
gquantidade suficiente de solvente deuterado para ajuste do campo magnético e
calibracdo do equipamento. A diluicdo do soro ou plasma é recomendada para reduzir a
viscosidade da amostra e liberar metabdlitos ligados a proteinas (Smolinska et al., 2012).

Realizaram-se testes para determinar outros importantes parametros a serem
utilizados no preparo das amostras de soro sanguineo, sendo estes: numero de
replicatas de cada amostra, tempo de centrifugacdo da amostra antes da andlise por

RMN, liofilizacdo do soro e concentracdo de TMSP-d, utilizado como referéncia interna.

4.1.1.1 Numero de replicatas

O volume de soro recebido para andlise foi de inicialmente 2,0 mL, o que
permitiria a analise do mesmo em até quintuplicata considerado que um volume de
400 pL seria usado para cada amostra. Porém, reservou-se 1,0 mL para ser liofilizado
com o objetivo de verificar se a analise da amostra liofilizada traria informac@es adicionais
a analise do soro nao liofilizado. Assim, a amostra utilizada para teste foi preparada em
duplicata. Ao longo do trabalho o volume de soro recebido variou, portanto, estabeleceu-

se a analise em duplicata sempre que possivel.
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4.1.1.2 Tempo de centrifugacao

Para se determinar o tempo de centrifugacdo da amostra antes da transferéncia
para o tubo de RMN, realizaram-se centrifugacoes por diferentes tempos e observou-se a
formacdo ou ndo de depdsito. Iniciou-se com centrifugacdo por cinco minutos a 2000 x g
e nao se observou formacéao de precipitado. Repetiu-se o procedimento por 10 minutos e
entdo ocorreu formacgédo de um pequeno precipitado em uma das duplicatas. Realizaram-
se mais duas centrifugacdes, por 15 e 20 minutos, e em nenhum dos casos ocorreu
aumento do material depositado. Fixou-se entdo o tempo de centrifugacdo como 10
minutos a fim de garantir que apenas o soro seria analisado, e para otimizar a

homogeinidade do campo magnético.

4.1.1.4 Liofilizacdo

Aliguotas de 1,0 mL de trés amostras de soro diferentes foram submetidas a
procedimento de liofilizacdo por 24 horas. A primeira amostra resultou em um cristal de
cor amarelada na parte inferior e um material com aspecto espuma bege na parte
superior. Adicionou-se 1,0 mL de dimetilssulfoxido (DMSO), porém foi obtido apenas uma
solubilizacdo parcial. A amostra foi entdo sonicada para aumentar a solubilidade,
resultando em uma solucao turva que foi filtrada em algoddo com auxilio de uma pipeta
Pasteur diretamente para um tubo de RMN de 5 mm e analisada. Percebeu-se que houve
total mudanca no perfil espectral quando comparado com o espectro da mesma amostra

obtido sem liofilizag&o (Figura 2).
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Liofilizada

Nao liofilizada
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85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 ppm

Figura 2: Espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld
comparando a primeira amostra liofilizada (Amostra Al do paciente 1) e a correspondente

sem liofilizac&o.

O material que restou no frasco foi seco e submetido a novos testes de
solubilidade com cloroférmio, tetraidrofurano, agua e piridina sem bons resultados para
nenhum dos solventes.

A segunda amostra liofilizada apresentou apenas cristais cor de caramelo e néo
apresentou a parte semelhante a espuma como a amostra anterior. Esta também foi
submetida a testes de solubilidade com os solventes DMSO, acetona, piridina e agua e
sonicadas por 10 minutos, apresentando solubilidade apenas em &gua. Esta foi entdo
dissolvida em D,O, sonicada por dez minutos e transferida para tubo de RMN para
andlise. O espectro de RMN de 'H obtido com a sequéncia de pulso cpmgprld foi
comparado com o espectro correspondente da amostra ndo liofilizada (Figura 3),
mostrando que mesmo eliminando a maior parte dos sinais de macromoléculas ndo
houve sinais adicionais no espectro referente a amostra liofilizada. O resultado foi

completamente diferente do obtido na primeira amostra.



RESULTADOS E DISCUSSAO 71

Liofilizada

Nao liofilizada

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 3: Espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprid
comparando a segunda amostra liofilizada (Amostra Al do paciente 2) e a

correspondente sem liofilizag&o.

Uma terceira amostra foi lioflizada e o resultado foi similar ao obtido com a
segunda amostra, sendo o material solivel apenas em agua. Considerando que a
amostra apresenta boa solubilidade apenas em agua, que € o solvente original, além de
ndo haver reprodutibilidade do resultado, de despender muito tempo e ndo acrescentar
dados ao estudo, ndo se observou vantagem no procedimento de liofilizacdo. Portanto,
este procedimento foi descartado e apenas o preparo direto da amostra recebida foi

adotado como procedimento padrao.

4.1.1.5 Usode TMSP-d,

Iniciou-se as analises utilizando a concentracdo de 1,0x10° molxL™* de TMSP-d,
em D,0O, porém o sinal correspondente ao TMSP-d, apresentava baixa intensidade nao
permitindo um bom ajuste de shimming e ndo poderia ser utilizado para uma possivel
analise quantitativa como referéncia interna. Preparou-se entdo uma solugéo teste com
0,5% m/v (2,9x10'3 moI.L'l) de TMSP-d; em D,O resultando em um sinal com intensidade
suficiente para boa visualizacao.

Porém observou-se que a intensidade do sinal de TMSP ndo se manteve
constante. Apenas apoés o inicio das analises, Ando e colaboradores (2010) relataram
que o TMSP néo deve ser utilizado como referéncia padrdo para amostras de soro ou
plasma sanguineo, pois este € adsorvido a proteinas resultando em um sinal alargado e

com intensidade reduzida. O grau de adsorcdo depende da composicdo de
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macromoléculas, a qual varia de individuo para individuo (Jung et al., 2011), justificando a
variagdo na intensidade do sinal do TMSP observada nos espectros. Portanto, a
calibracdo dos espectros passou a ser feita pelo sinal da metila do acido lactico em &

1,34, presente nos espectros de todos pacientes.

4.1.2 Testes de estabilidade das amostras de soro

Algumas amostras foram submetidas a testes de estabilidade para verificar por
guanto tempo a amostra pode permanecer armazenada no tubo de RMN sem sofrer
alteracBes em sua composicdo quimica, tendo em vista 0s longos tempos necessarios
para aquisicdo de experimentos bidimensionais e a possivel constatacdo da necessidade
de realizar outros experimentos com a amostra dias ap6s a primeira analise. Além disso,
foram realizados testes de estabilidade para verificar a estabilidade do soro frente a
congelamentos e descongelamentos sucessivos.

A Tabela 3 traz os resultados obtidos pelas classificacdes feitas utilizando o
método SIMCA. O método SIMCA classifica as amostras em um de quatro grupos: zero,
um, dois e trés, sendo no modelo, fora da elipsoide de confianca, significativamente fora
do espaco do modelo e totalmente fora do modelo, respectivamente. Os modelos para
classificagdo foram construidos com as amostras correspondentes as utilizadas para os
testes de estabilidade analisadas logo apds o primeiro congelamento conforme descrito
na sec¢do 3.4. Foi construido um modelo para cada grupo de espectros sendo o primeiro
para os espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld e o
segundo com a sequéncia cpmgprld. Para ambas foram considerados os espectros
como um todo (6 0,40 a 9,00) excluindo as regides correspondentes ao lactato e da agua
(61,30 a 1,37 e & 4,00 a 5,20), similarmente aos parametros utilizados para as analises
quimiométricas. Os buckets foram construidos pelo método retangular, utilizando o modo
especial de integracdo e o escalamento em relacdo ao maior bucket. Foi considerada a
variancia minima na construcdo de cada modelo para que se excluissem os ruidos. Para
cada modelo foi procedida a validacéo cruzada leave-one-out e nivel de confianca usado
foi de 99%. N&o foram adquiridos espectros de RMN de *'P{'H} para as amostras de
testes de estabilidade visto que estes apresentaram baixa reprodutibilidade, devido a
baixa relacéo sinal/ruido e variagdes nos deslocamento quimicos dos sinais.

Iniciando a analise dos resultados obtidos pelos testes com as amostras ja
preparadas, 33 amostras foram mantidas a -18 °C, sendo que algumas destas foram
analisadas a 30 °C por algumas horas e passaram o restante do tempo a -18 °C. O
periodo de armazenamento foi de até 49 dias. Nenhuma amostra foi classificada como
estando totalmente fora do espaco do modelo. Apenas seis amostras foram classificadas

no grupo 2, significantemente fora do espago das componentes do modelo, para os
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espectros adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld e trés para 0s espectros
adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld, estes trés que também foram
classificados no grupo dois pelo modelo considerando a primeira sequéncia de pulso.
Nota-se que das seis, quatro passaram pelo menos uma noite sendo analisadas a 30 °C.
As outras duas que foram classificadas fora do modelo apresentaram sinais muito
alargados. Outras cinco amostras foram armazenadas a 20 °C por um dia sem sofrerem
alteracOes significativas, sendo que apenas uma foi classificada no grupo 2 para o
experimento noesyprld. No entanto, das cinco amostras armazenadas a 30 °C por um
dia apenas duas foram classificadas no modelo. As outras trés receberam classifica¢éo 1
ou 2, sendo que as duas que foram classificadas no grupo 2 pelo experimento noesyprld,
foram classificadas no modelo pelo experimento cpmgprld. Analisando os espectros das
mesmas nota-se que de fato estas apresentaram muitas altera¢cdes nos sinais conforme
mostra a Tabela 3. Portanto, os espectros adquiridos com a sequéncia de pulso
noesyprld mostraram-se mais sensivel a variacdes nos sinais do que 0s espectros
adquiridos com a sequéncia cpmgprld. Isto deve ter ocorrido provavelmente devido as
alteracBes terem ocorrido especialmente nos sinais de lipideos, os quais sdo suprimidos
nos espectros adquiridos com a sequéncia cpmgprld. As amostras mostraram em geral
boa estabilidade até 20 °C sendo armazenadas por um dia, e até longos periodos (49
dias) a -18 °C.

Com respeito aos testes de congelamento e descongelamentos sucessivos,
aliqguotas de amostras mantidas a cerca de - 70 °C foram coletadas apds um primeiro
descongelamento e o restante foi novamente congelado na mesma temperatura. Novas
aliquotas foram obtidas ap6és um segundo descongelamento depois de aproximadamente
1, 7, 14, 28, 120, 180 e 360 dias. Estas coletas foram realizadas em triplicatas.
Analisando os resultados, observou-se que dentre as amostras que ficaram armazenadas
por até 180 dias apenas uma amostra de 27 dias nao foi classificada como fazendo parte
do modelo. O espectro adquirido com a sequéncia de pulso noesyprld da amostra 52B
foi classificada no grupo 2, tendo apresentado variacfes na linha base e nas intensidade
dos sinais dos lipideos e do lactato, embora este Ultimo n&o tenha sido considerado no
modelo. Ja das quatro amostras que ficaram armazenadas por 360 dias, apenas uma foi
classificada no modelo. Uma amostra foi classificada no grupo 1, fora da elipsoide de
confianca, e as outras duas no grupo 2. Por compara¢do dos espectros destas amostras
com 0s espectros obtidos na primeira analise, perceberam-se poucas alteracbes, que
incluiram pequenas variacdes nos deslocamentos quimicos e surgimento de pequenos
sinais. Portanto, até seis meses ap0s o0 primeiro descongelamento as amostras

mostraram boa estabilidade dentro dos limites de sensibilidade da técnica, no entanto
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apos um ano passaram a sofrer maiores alteracdes ndo sendo mais classificadas dentro
do modelo.

Teahan e colaboradores (2006) avaliaram possiveis desvios causados por
procedimentos experimentais em amostras de soro e plasma humano analisadas por
RMN de 'H, incluindo efeitos de armazenamento de amostras recém preparadas e
alteracbes causadas por congelamentos e descongelamentos sucessivos. Notou-se que
as diferengas entre individuos foram maiores do que as causadas por qualquer dos
fatores experimentais, embora cada uma das condi¢bes causasse pequenas alteracoes
no perfil espectral que poderiam vir a causar desvios sisteméticos. Porém observou-se
boa estabilidade das amostras preparadas a temperatura ambiente por até trés horas,
com alta reprodutibilidade dos espectros de RMN (variacdo menor que 1%), sendo que
as lipoproteinas mostraram-se mais suscetiveis a variacdes. As diferencas causadas por
ciclos de congelamento e descongelamento também foram minimas. No entanto,
destacou-se a possibilidade de que as moléculas afetadas possam ser os biomarcadores
da doenca em estudo, podendo resultar em uma discriminacdo entre 0S grupos apenas
devido a artefatos. Desta forma, se recomendou que os ciclos de congelamento e
descongelamento fossem mantidos ao minimo possivel. Estes resultados concordam
com o0s obtidos no presente estudo, e reafirma-se a recomendacdo de evitar
congelamentos e descongelamentos sucessivos. Além disso, as amostras ja preparadas
devem ser analisadas o mais breve possivel, pois quanto maior a temperatura em que é
mantida e o tempo transcorrido, maiores as alteracdes no perfil espectral, podendo

resultar em artefatos nas andlises quimiométricas.
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Tabela 3: Resultados das classificacfes feitas pelo método SIMCA dos espectros de RMN de 'H, adquiridos com as sequéncias noesyprld e

cpmgprld, das amostras de soro sanguineo utilizadas para testes de estabilidade. Linha mais grossa divide as amostras de teste de estabilidade

das amostras preparadas dos testes de congelamento e descongelamento sucessivos.

Periodo de Temperatura de |Classificacdo | Classificacdo
Amostras |armazenamento 1 1 Alteracdes ( noesyprld ) Alteracdes (cpmg prid)
(dias) armazenamento |(noesyprld )°| (cpmgprld )
16D-1 1 -18 °C 0 0
22D-1 1 -18 °C 0 0
22Aa-2 1 -18 °C 0 0
25B-1 1 -18 °C 0 0
25D-2 1 -18 °C 0 0
22C-1 1 -18 °C 0 0
16Aa-1 1 -18 °C 0 0
24B-2 1 -18 °C 0 0
24A-2 1 -18 °C 0 0
29Aa-2 1 -18 °C 0 0
4Aa-1 1 -18 °C 0 0
4Aa-2 1 -18 °C/30°C 0 0
2Aa-1 3 -18 °C 0 0
2Aa-2 3 -18 °C 0 0
1B-1 5 -18 °C/30°C 2 0 Mudanca no perfil dos sinais de lipideos.
1B-2 5 -18 °C/30°C 2 2 Mudanca no perfil dos sinais de lipideos. Mudangag nos (_Jeslocamen_tos_ quimicos €
intensidade dos sinais.
6Aa-1 6 18 °C 5 > Pequenas alterag(”)e_s causadas pelo Pequenas altera(;(“)e_s causadas pelo
shimming. shimming.
6Aa-2 6 -18 °C 0 0
1Aa-1 7 -18 °C/30°C 2 0 50,87 1;2241°
1Aa-2 7 -18 °C/30°C 0 0
4Aa-1 7 -18 °C 0 0
4Aa-2 7 -18 °C/30°C 0 0
1C-1 8 -18 °C 0 0
1C-2 8 -18°C 0 0
2B-1 8 -18 °C 0 0
2B-2 8 18°C 2 5 Pequenas alteracbes causadas pelo Pequenas altera¢ces causadas pelo

shimming.

shimming.
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2Aa-1 14 -18 °C 0 0
2Aa-2 14 -18 °C 0 0
1Aa-1 17 -18 °C/30°C 0 0
1Aa-2 17 -18 °C/30°C 2 0 560,87 1;2,241;2,28 |
1Aa-1 28 -18 °C/30°C 0 0
1Aa-2 28 -18 °C/30°C 0 0
8A 49 -18°C 0 0
22C-2 1 20°C 0 0
16Aa-2 1 20°C 0 0
24B-1 1 20°C 0 0
24A-1 1 20°C 0 0
20Aa-1 1 20°C > 0 Pequenas altergg(”)e_s causadas pelo
shimming.
16D-2 1 30°C 0 0
22D-2 1 30°C 0 0
o 10 2,38 e alteragbes nas regifes 6 3,70- | 10 2,38 e alteragbes nas regides 6 3,70-
22Aa-1 1 30°C 1 1 4,00, 7,60-8,23 e lipidios. 4,00, 7,60-8,23 e lipidios.
25B-2 1 30°C 5 0 Alteracdes nos sipgis de lipideos e
arométicos
R Alteracdes nos sinais de lipideos, na
25D-1 1 30°C 2 0 regido de & 3,20-4,0.
7B 1 -80°C 0 0
10A 1 -80°C 0 0
29C 7 -80°C 0 0
29Aa 9 -80°C 0 0
29B 9 -80°C 0 0
6B-1 14 -80°C 0 0
6B-2 14 -80°C 0 0
52A 14 -80°C 0 0
32D 14 -80°C 0 0
30Aa 27 -80°C 0 0
30B 27 -80°C 0 0
o Variacdes de deslocamento quimico e
528 21 -80°C 2 0 linhas de base. tlactato |lipideos.
30D 120 -80°C 0 0
30C 120 -80°C 0 0
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32A 120 -80°C 0 0
31Aa 180 -80°C 0 0
31B 180 -80°C 0 0
31C 180 -80°C 0 0
o Variag6es de deslocamento quimico. o
3D 360 -80°C 2 2 Tlactat(();. Surgimento de sinal eqm 0 2,38. Mesmas alteragoes.
Pequenas variacdes de deslocamento
15A 360 -80°C 1 1 N&o se observou alteragoes. quimico. Surgimento de sinal em & 5,98 e
67,18-7,27.
20A 360 -80°C 0 0
Pequenas variacdes de deslocamento
59A 360 -80°C 2 2 N&o se observou alteracdes. quimico. Surgimento de sinal em & 5,98 e
67,18-7,27.

'Grupo 0: no modelo. Grupo 1: fora da elipsoide de confianca. Grupo 2: significantemente fora do espaco das componentes do modelo.
Grupo 3: totalmente fora do modelo.
¢ indica que houve aumento e | indica que houve diminuicdo na intensidade do sinal no espectro obtido apds o segundo

descongelamento em relagdo ao espectro obtido apds o primeiro descongelamento.
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4.1.3 Aquisicao dos espectros de RMN das amostras de soro sanguineo

4.1.3.1 Determinacdo das sequéncias de pulso utilizadas par a aquisicdo dos

espectros de RMN

4.1.3.1.1 Determinacdo dos parametros para aquisicdo de espectros de RMN de *H com

sequéncia de pulso noesyprld

Visto a grande quantidade de 4gua néo deuterada presente no soro sanguineo, 0s
espectros de RMN de 'H apresentaram o sinal da 4gua em & 4,80 em grande
intensidade. Desta forma, foi necessaria a aquisicdo dos espectros de RMN de *H com
saturacdo do sinal da agua, conforme explicado na se¢édo 1.4.1.1.2. Para isto utilizou-se a
sequéncia de pulso noesyprld, a qual apresenta bons resultados para amostras de soro
sanguineo e ja foi utilizada pelo nosso grupo em projetos anteriores, além de ser utilizada
em diversos estudos com soro sanguineo (Brindle et al., 2002; Lundstedt et al., 2010;
Odunsi et al., 2005; Solanky et al., 2003; Waters et al., 2001; Grandizoli et al., 2013).

A sequéncia de pulso noesyprld é compreendida por: RD-90°-t;-90°-t,,-90°-FID,
onde RD representa um tempo de relaxacéo (d1) variado entre 1,5 e 2,0 s durante o qual
a frequéncia de ressonancia da agua é seletivamente irradiada, t; representa o primeiro
incremento em um experimento NOESY (d8) e corresponde a um intervalo fixo de 4,0 ys;
e t, € 0 tempo de mistura na sequéncia NOESY e seu valor foi variado entre 100 e 150
gs, tempo em que a frequéncia de ressonancia da dgua é mais uma vez seletivamente
irradiada.

O melhor resultado para a condicdo em que os valores foram de 2,0 s para tempo
de relaxacéo e 100 ms de tempo de mistura (Figura 4). Portanto, estas condigdes foram
escolhidas como padrdo para as analises. A partir disto, repetiu-se 0 experimento com
64, 128 e 256 transientes e avaliou-se qual resultado apresentaria a melhor relacéo
sinal/ruido, sem gastar um tempo muito grande. Optou-se por usar 256 transientes, pois
apresenta um ganho de aproximadamente 40% na relacdo sinal/ruido em relacdo ao

espectro obtido com 128 transientes, compensando assim o maior tempo de aquisi¢cao.
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dl de
| presat presat |I|”||\I

dl=1,5s d8 =150 ms

ns =128

Tempo de aquisicdo =10 min 55 s
Relagéo sinal/ruido = 406

dl=2s d8 =100 ms

ns =128

Tempo de aquisicdo =11 min 55 s

Relacao sinal/ruido = 458 J

dl=2s d8 =100 ms

ns = 256

Tempo de aquisicdo =23 min 28 s

Relacao sinal/ruido = 636 p__M_A_wW/\,M

Figura 4: Espectros de RMN de 'H utilizando a sequéncia de pulsos noesyprld para
saturacao de sinal da agua com diferentes parametros. Todos 0s espectros estdo em

mesma escala de intensidade.

4.1.3.1.2 Utilizacdo da sequéncia de pulso CPMG para aquisicdo de espectros de RMN
de 'H

Em seguida, os espectros foram adquiridos utilizando-se a sequéncia de pulso
CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill), a qual consiste em uma sequéncia de ecos de spin
[90°-(1-180°-T),-FID] (cpmgprld), variando os valores de tempo de relaxagao, 2tn, onde 1
(d20) representa os intervalos entre os pulsos de 180° e n (I4) o niUmero de vezes em que
a sequéncia é repetida.

Esta sequéncia permite eliminar sinais seletivamente com base em diferentes
tempos de decaimento da relaxacdo transversal ou spin-spin (T2), pois ap6s o pulso de
90° é permitido um tempo T para os nucleos relaxarem pelo mecanismo T2 no plano
transversal. Quanto menor T2 maior a velocidade decaimento do FID do sinal
correspondente, pois mais rapido ocorrerd a perda da coeréncia de fase por relaxacao
transversal dos nucleos, o que resulta no desaparecimento dos sinais. Desta forma,
moléculas com pequeno T2, tais como a molécula de agua e macromoléculas, perdem a
coeréncia de fase mais rapido do que os sinais da amostra e, portanto, a coeréncia de

fase ndo é refocada pelo pulso de 180° seguinte. Muitas vezes é necessario eliminar
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estes sinais, visto serem muito largos e assim facilmente se sobreporem a sinais de
moléculas de interesse. Isto se da porque a largura do sinal de RMN é inversamente
proporcional a T2*, composto pela combinacdo da relaxacdo transversal provinda de
duas principais fontes: da falta de homogeneidade do campo magnético e das interacdes
inter e intramoleculares. Esta relagdo é dada por:

Avy, = 1/TTT2*

Nesta equacgdo, Av,, corresponde a largura a meia-altura do sinal medida em
Hertz. Portanto, um T2* pequeno corresponde a uma perda mais rapida da coeréncia de
fase da magnetizacéo transversal, o que por sua vez corresponde a uma maior diferenca
nas frequéncias dos diferentes vetores e assim a uma maior dispersao do sinal, ou seja,
a um sinal mais largo (Claridge, 2009; Rabenstein et al., 1988).

Apés o tempo T € dado um pulso de 180° com o objetivo de refocar a
magnetizacao transversal que foi defasada pela relaxacao transversal. Porém se apenas
um pulso de 180° for dado ocorrerda modulacéo da fase causada por acoplamento escalar
homonuclear e o espectro resultante apresentara sinais positivos e negativos. Por isso, a
sequéncia CPMG inclui multiplos pulsos de 180° durante o periodo de relaxacdo T2 com
tempos entre os pulsos de 180° curtos em relacdo ao inverso da constante de
acoplamento (Rabenstein et al., 1988).

O sinal da agua também ¢é reduzido em intensidade pela relaxagdo T2, porém
para ser completamente eliminado seria necessario um tempo maior que 1,3 s, 0 que
faria com que sinais de outras substancias de interesse fossem consideravelmente
reduzidos em intensidade ou até fossem completamente eliminados (Rabenstein et al.,
1988). Por isso, € necessario utilizar outras técnicas para reduzir o intenso sinal da agua.
Neste caso, foi introduzida nesta sequéncia a saturacdo do sinal da agua durante o
tempo de relaxacao através de irradiacdo seletiva na frequéncia de ressonancia da agua,
e assim pode-se usar um tempo de relaxacdo suficiente para eliminar apenas os sinais
desejados. Outra alternativa seria a adicdo de ions paramagnéticos ou reagentes de
troca a amostra, tais como cloreto de amonio (Rabenstein et al., 1988).

Variou-se o tempo de relaxacdo (2tn) de 40 ms a 200 ms (Figura 5), obtendo-se
como melhor resultado o tempo de 80 ms, em que houve boa eliminacdo do sinal da
agua e de sinais de macromoléculas sem ocorrer eliminacdo de sinais de metabdlitos de
baixo peso molecular. Tendo-se determinado este parametro, variaram-se os valores de
T, h e d1, além da quantidade de transientes a ser utilizada para a melhor condicdo. As
condicBes utilizadas estdo descritas na Figura 6 junto com os respectivos espectros de
RMN de 'H. O melhor resultado, com o menor tempo possivel obtendo-se uma boa
relacdo sinal/ruido foi obtido utilizando 1 de 1,0 ms, n de 40, tempo de relaxacado (d1) de

1,0 s e 256 transientes, e este experimento foi adotado nas andlises subsequentes.
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2tn =40 ms
Tempo de aquisicdo =5 min 48 s w
2tn = 80 ms
Tempo de aquisicdo =5 min 51 s
-~ A
2tn = 100 ms
Tempo de aquisicdo =6 min 01 s W
2tn = 150 ms
Tempo de aquisicdo =5 min 57 s W
2tn = 200 ms
Tempo de aquisicdo =6 min 01 s U\MLMW

Figura 5: Espectros de RMN de 'H obtidos com a sequéncia de pulso cpmgprid,
variando os valores de tempo de relaxacéo (2tn). Todos os espectros foram adquiridos

com dl de 1,0 s e nsigual a 64.
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dl=10s;n=20eT1=2,0ms
ns = 64

Tempo de aquisicdo =5 min 51 s
Relagéo sinal/ruido = 312
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dl=10s;n=40eT1=10ms
ns = 64

Tempo de aquisicdo =5 min 51 s
Relacao sinal/ruido = 321

dl=15s;n=40eT1=10ms
ns = 64

Tempo de aquisicdo =6 min 31 s
Relagéo sinal/ruido = 279
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dl1=10s;n=40eT1=10ms

ns =128

Tempo de aquisicdo =10 min 33 s
Relagéo sinal/ruido = 432

dl=10s;n=40e1=1,0ms
ns = 256
Tempo de aquisicdo =19 min 56 s
Relagéo sinal/ruido = 588
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Figura 6: Espectros de RMN de *H obtidos com a sequéncia de pulso cpmgprld com

tempo de relaxacado (2tn) de 80 ms variando os parametros utilizados.

4.1.3.1.3 Andlise de outros nlcleos além de *H

Avaliou-se a possibilidade de incluir a andlise de outros nucleos como analise
padrdo das amostras. Um nucleo de grande interesse € o carbono, porém como apenas o
carbono 13 é detectavel por RMN, cuja abundancia natural é de apenas 1% e
receptividade em relacdo ao 'H de apenas 0,016, é necessario um tempo muito longo
para se obter um espectro com boa relagéo sinal/ruido. Por exemplo, para se ter um
espectro com relacdo sinal/ruido de aproximadamente 20 na regido alifatica (15-45 ppm)
se necessitou de aproximadamente 16 horas de aquisicéo.

Outro ndcleo de interesse para amostras biologicas € o fosforo, presente em
metabdlitos relacionados com o0 metabolismo energético, tais como, adenosinas
fosfatadas, uridinas fosfatadas e metabdlitos fosforilados, como fosfocolina, fosfosserina,
fosfocreatinina, acgucares fosforilados, dentre outros. Este nucleo também apresenta a
vantagem de possuir spin ¥2, 100% de abundancia natural e receptividade natural em
relacdo ao *C de 391, sendo possivel obter um espectro com boa relacdo sinal/ruido
rapidamente. Utilizando-se a sequéncia de pulsos zgpg30 com desacoplamento de 'H e

0,2 s de tempo de relaxacdo, testou-se qual o melhor nimero de transientes para se
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obter uma boa relagdo sinal/ruido sem necessitar de um tempo muito longo para
aquisicdo. Optou-se por utilizar 2k transientes por resultar em melhor visualizagdo dos

sinais (Figura 7), e o experimento passou a ser feito com estas condigoes.

o

[ < l”“'”ﬁ.uw

§ | CPD ]
s ns=1k
Tempo de aquisicdo =8 min 12 s
Relacéo sinal/ruido = 11,3

ns=2k
Tempo de aquisicdo =16 min 25 s
Relacéo sinal/ruido = 12,5

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

Figura 7: Espectros de RMN de *'P{*H} obtidos com a sequéncia de pulso zgpg30

variando o nimero de transientes utilizado.

4.1.3.2 Temperatura de analise

Andlises a temperatura ambiente podem apresentar variagées nos deslocamentos
guimicos dos sinais devido a mudangas na temperatura. Portanto, testaram-se
temperaturas que estivessem acima da temperatura ambiente, para que o sistema
conseguisse manter a temperatura estavel. Foram testadas as temperaturas de 300 K e
303 K, e observou-se que a 303 K o sinal correspondente a 4gua em & 4,80 sofre
mudancgas no deslocamento quimico com a mudanca de temperatura, se sobrepondo ao
dupleto em & 4,66 (Figura 8). Porém independentemente do sinal em & 4,66 estar ou ndo
sobreposto, 0 mesmo ndo pode ser utilizado nas andlises quimiométricas nem para
gquantificacdo por causa dos decorrentes efeitos da saturacdo do sinal da agua em 6 4,80,
causando alteracbes no deslocamento quimico e intensidade dos sinais vizinhos.
Considerando que a 303 K a estabilizacdo da temperatura se torna mais facil, pois € mais

distante da temperatura ambiente, esta temperatura foi escolhida para as analises.
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Temperatura ambiente

_//—*——”'\JJ—J

300 K

303 K

Figura 8: Espectros de RMN de 'H obtidos com a sequéncia de pulso noesyprld em

diferentes temperaturas.

4.1.3.3 Ajuste da frequéncia de ressonancia da 4gua para ot  imiza¢éo da saturacao

do sinal

Para se obter uma boa satura¢édo do sinal da agua € importante que a frequéncia
de ressonancia esteja bem ajustada no centro do sinal. A saturacdo serd feita por pulsos
de baixa poténcia por longos periodos, geralmente durante o tempo de relaxacdo na faixa
de 1,0 a 2,0 segundos e no tempo de mistura no caso da sequéncia de pulso noesyprld
de 100 ms. Este ajuste também ajudard a diminuir os efeitos da saturacdo nos sinais
vizinhos. Isto se da porque o pulso de radiofrequéncia aplicado para pré-saturacdo é
centrado na frequéncia da agua e abrange uma faixa de frequéncias suficientemente
estreita, de forma que os sinais vizinhos ndo sejam saturados. Embora o sinal da agua
abranja uma faixa de frequéncias de ressonancia muito mais larga que o pulso de pré-
saturacao aplicado, o sinal como um todo é saturado. Isto ocorre como resultado da
transferéncia de saturagdo por troca quimica e relaxacdo cruzada entre os atomos de
hidrogénio com ressonancia na faixa de frequéncias do pulso de pré-saturagdo que esta
sendo aplicado e hidrogénios cujas frequéncias de ressonancia estdo na faixa englobada
pelo sinal da agua, porém fora da faixa do pulso aplicado. O resultado é a supresséo do
sinal da agua como um todo, porém de forma seletiva, sem suprimir sinais vizinhos
(Rabenstein et al., 1988).
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Uma das formas propostas para este ajuste é bastante simples, bastando
simplesmente visualizar o sinal obtido para saturagdo. Para isto adquiriram-se espectros
de RMN de 'H com a sequéncia de pulso zgpr, a sequéncia mais simples para saturacio
se sinais em que o sinal desejado é seletivamente irradiado na sua respectiva frequéncia
de ressonancia durante o tempo de relaxacdo no mesmo canal que se obtém o sinal. A
frequéncia de ressonancia da agua € ajustada manualmente e o espectro é adquirido
com apenas um transiente. Dependendo da forma que o sinal se apresenta, ajusta-se o
valor para da frequéncia (O1) para o lado correto, como € ilustrado na Figura 9. Este
procedimento foi adotado para todas as amostras antes de se adquirir os espectros com

saturacao do sinal da agua.

O1 muito a esquerda

O1 correto

O1 muito a direita

L e
58 56 54 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm

Figura 9: Espectros de RMN de 'H obtidos com a sequéncia zgpr para ajuste de

frequéncia de ressonancia de pré-saturacao do sinal da agua.

4.1.4 Atribuicdo dos sinais dos espectros de RMN de  'H, *C e *P das amostras de

S0ro sanguineo

Os sinais dos espectros de RMN de 'H e **C foram atribuidos com o auxilio de
dados da literatura (Nicholson e Foxall, 1995; Fan e Lane, 2008; Wishart, 2013), além de
adicdo de padrbes no caso de aminoacidos e experimentos bidimensionais, incluindo
experimentos de COSY *H-'H, TOCSY *H-'H, HSQC 'H-*C, HSQC-TOCSY e J-Res,

além das ferramentas STOCSY e RANSY. As atribui¢cdes realizadas estdo apresentadas
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na Figura 10 e na Tabela 4. Alguns sinais foram encontrados apenas em um ou mais
espectros e estdo apresentados na Tabela 4 em italico. Alguns sinais ainda ndo puderam

ser atribuidos.

2

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 [ppm]

Figura 10: Espectro de RMN de 'H da amostra Al do paciente 13 adquirido com
sequéncia de pulso cpmgprld com atribuicbes segundo numeracédo seguida pela Tabela

1. Acima regido de 0,5 a 4,5 ppm e abaixo de 5,1 a 8,6 ppm.
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Tabela 4: Atribuicdo dos sinais dos espectros de RMN de 'H e **C de amostras de soro sanguineo de pacientes com AVEi e controle. Metabdlitos

em itélico foram encontrados em espectros de alguns pacientes, enquanto os demais foram encontrados em todos os espectros adquiridos.

Namero do

1 T % . .~ 13
composto & "H (ppm) | Multiplicidade Molécula Posicéo correspondente 8 ~°C (ppm) Estrutura

0,70 s H18

1 Colesterol
0,86 s H26 e H27 22,4
0,87 t CHg; (principalmente LDL e VLDL) 14,6
1,26 m CH3CH,CH, 32,4
1,28 m (CHy,), (principalmente VLDL) 30,2
1,28 m CH3CH,(CH,),, 23,5 /VW\/\

5 1,57 m Lipideos CH,CH,CO- (principalmente VLDL) 25,3 n COMH
2,02 m CH,C=C 28,0 /\M\/\
2,23 m CH,CO 34,3 N COH
2,74 m C=CCH,C=C 26,3
5,30 m CH=CHCH,CH=CH-; =CHCH,CH, | 128,8; 130,4

3 1,28 m Né&o identificado 13,7
0,99 d (6,9 Hz) CHs; 0
1,04 d (6,9 Hz) _ CHs; 18,9 H

4 Valina OH
2,28 m B-CH
3,61 d (4,1 Hz) a-CH NH,
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0,97 d (CH3),-CH 18,8 ‘0‘
5 1,72 m Leucina B-CH, e y-CH 27,1,40,1 WOH
3,73 t a-CH NH,
0,94 t(7,3 Hz) 5-CH, )
1,01 d (7,3 Ha) B-CHs |
6 1,26 m Isoleucina y-Ch.a OH
1,48 m y-CH, b
2,00 m B-CH NH,
3,66 d (4,0 Hz) a-CH
1,19 d (7,1 H2) CH,
7 Et I
3,66 q (7.1 Hz) ano CH, N OH
1,17 d (6,5 H2)
8 1,53 m Nao identificado
3,62 m
1,34 d (6,9 Hz) CH, 20,9 i
9 Lactato OH
4,12 q (6,9 Hz) CH 69,4 Ly
1,48 d (7,3 Hz) CHs ‘(‘J
10 Alanina YOH
3,79 q (7,3 H2) CH N,
1,20 d (6,2 Hz) CHs OH o
11 2,31 dd (14,4, 6,2 Hz) 3-Hidroxibutirato Chza M
2,42 |dd (14,4; 7,4 Hz) CH,b OH
4,12 m CH
o)
12 1,92 S Acetato CH;
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13 2,04 S Glicoproteina CHs; (grupos acetil) 23,0
(6] (6]
14 2,22 S Acetoacetato CH; M
OH
O
15 2,38 s Piruvato CH; \/U\
OH
O
2,13 m B-CH, NH, o
16 2,46 m Glutamina y-CH, 33,8 o oH
3,76 t (6,2 Hz) a-CH 55,3 NH,
17 2,52 S N&o identificado
18 2,56 S Metilamina H3C— NH,
19 2,68 S N&o identificado
o H3:C— NH
20 2,72 s Dimetilamina |
CHs
1,71 m y-CH,
O
1,91 m B-CH, HN
21 Arginina \
3,22 m 6-CH, 41,4 >/ NH OH
HoN NH,
3,76 m a-CH
Colina e |@
22 3,22 S derivados CH; 55,8 HO_/— ll\l—
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4,66 d (7,9 Hz) H1 98,8 o
3,26 m H2 75,0 \ ||4
6
3,50 m H3 76,7
y 1 O\H 4
23 3,35 m B-glucose H4 70,5 / L\ﬁ/// “TOH
3,48 m H5 76,7 HO— L — \|\3/OH
3,78 m H6 616 | HO |
391 |dd(12,3; 2,1 h2) He’ ! H H
3,05 S CHj IL
24 Creatinina [ >: NH
4,05 s CH, o/ T
3,12 dd (14,7; 8,2 Hz) metade do B-CH, 0
3,29 dd (14,7; 5,1 Hz) metade do 8-CH, ‘
. ) 6
25 3,99 dd (8,2: 5,1 H2) Fenilalanina a-CH 5 1 OH
7,33 m H2 e H6 |
7,38 m H4 4 L NH
2
7,42 m H3 e H5 N3
26 3,16 S Nao identificado
27 3,12 m Nao identificado
5,25 d (3,8 Hz) H1 94,8 HO L
3,58 m H2 74,2 \e |
3,77 m H3 e H6 75,6 S —on
28 a-glucose / /
3,47 m Ha 72,5 e/~ —|_/ on
3.84 m H5 742 nd M
3,88 m H6" 63,6 OH H
(@]
3,84 m CH I
29 Serina HO/\/\OH
3,97 m CH,
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3,05 m y-CH,a
3,23 m y-CHz b 6 |
NS
30 3,94 m Tirosina a-CH |5/ l OH
4 NH
6,90 m H3 e H5 HO” N3~ 2
7,20 m H2 e H6
0]
31 ~5,30 s Ureia NH, k
H,N NH;
1,74 m _ B-CH, Hs>N \/\/\
32 Putrescina NH,
3,04 m a-CH,
3,10 dd CH;a O H
3,21 dd CH,b \ l\\l
33 3,97 | dd(7,9; 5,0 Hz) Histidina a-CH HO \ N\,
7,05 s H4 NH, — N//
7,76 S H2
7,15 d (9,0 Hz)
34 N&o identificado
7,38 d (9,0 Hz)
6,94 m
35 N&o identificado
7,70 m
H
8,18 S CH (anel 6) N |
r/
36 Hipoxantina >
° N 7
8,20 S CH (anel 5)
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37 8,46 s Formato CH
OH
38 6,73 m N&o identificado
39 7,62 m N&o identificado
40 7,76 m N&o identificado
41 8,21 s N&o identificado
42 8,23 S N&o identificado
43 8,32 s N&o identificado

*Abreviagdes: s = simpleto; d = dupleto; dd = duplo dupleto; t = tripleto; m = multipleto.
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Conforme se observa na Tabela 4 a maior parte dos sinais ndo identificados se
encontra na regido aromatica, na qual os sinais apresentam baixa intensidade e, portanto
ndo sdo facilmente observados em experimentos bidimensionais para auxiliar na
identificacdo. A falta de correlacdo destes com sinais em experimentos de correlagédo
heteronuclear de 'H-'*C também pode estar relacionada ao fato destes hidrogénios
estarem ligados a nucleos de nitrogénio em nucleotideos ou purinas.

Os experimentos de STOCSY e RANSY foram usados para confirmar e tentar
obter mais informagdes que auxiliem na atribuicdo dos sinais. Estes experimentos foram
realizados exportando a matriz criada no programa AMIX para o0 muma. O primeiro
conjunto de dados utilizado foi o criado com os espectros de RMN de *H adquirido com a
sequéncia de pulso noesyprld das amostras de controle A, B e C, sem limite minimo de
variancia dos buckets. Porém, provavelmente devido a baixa relacdo sinal/ruido, ndo foi
possivel obter informacBes adicionais que permitissem atribuir sinais ndo identificados,
apenas permitiu confirmar algumas atribuicdes. Portanto o mesmo conjunto de dados,
porém agora com exclusdo de buckets com menos de 5% de varidncia explicada foi
utilizado. Com esta exclusdo, apenas sinais na regido de 0,4-4,5 foram incluidos, nao
permitindo que sinais na regido aromatica fossem elucidados. Similarmente ao que
ocorreu com 0 conjunto anterior, ndo foi possivel obter informacdes a respeito dos sinais
com baixa relagdo sinal/ruido, sendo estes os que apresentaram maior dificuldade de
serem identificados. Basicamente o que se observa sdo as mesmas correlacbes
observadas para o experimento TOCSY, conforme se observa na Figura 11 com limites

de 0,95. Os experimentos de RANSY néo forneceram informacdes adicionais.
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STOCSY <-0.95 & >0.95
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Figura 11: Experimento de correlacdo estatistica total (STOCSY) da regido 6 0,4-4,5 de
espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld de amostras de

soro sanguineo realizado no muma mostrando correlagdes dentro do limite de 0,95.

O mesmo conjunto, agora considerando apenas a regido de 6 6,0-9,0, sem excluir
sinais de baixa variancia, foi criado. Neste foi possivel confirmar algumas atribuicdes,
como por exemplo, a correlagdo entre os sinais em & 7,05 e 7,76 atribuidos a histidina,
conforme mostra a Figura 12 em que barras vermelhas e laranjas mostram correlagdes
positivas, barras azuis correlagbes negativas e barras verdes indicam nenhuma
correlacdo. Destaca-se a correlagdo entre o sinal em & 7,05 com os sinais em & 8,20 e
8,21. No entanto, ao se realizar a mesma analise com espectros cpmgprld ndo se
observou esta mesma correlacdo com os sinais em & 8,20 e 8,21 (Figura 13). Visto que
este experimento permite perceber correla¢des entre sinais de uma mesma molécula ou
com sinais de outras moléculas com as quais haja interacdo, o resultado observado para
a sequéncia de pulso noesyprld pode indicar que esteja havendo interacdo
intermolecular entre os dois metabdlitos. Nao foi possivel obter correlacbes para sinais

nao identificados.
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STOCSY 1D (NA)
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Figura 12: Experimento de correlacao estatistica total (STOCSY) unidimensional da
regido & 6,0-9,0 de espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso
noesyprld de amostras de soro sanguineo realizado no muma. Barras vermelhas e
laranjas mostram correlag@es positivas, barras azuis correla¢des negativas e barras

verdes indicam nenhuma correlagéo.
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STOCSY 1D (31Aa-2)
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Figura 13: Experimento de correlacéo estatistica total (STOCSY) unidimensional da
regiao d 4,0-9,0 (excluséo das regides 6 1,30 a 1,37 e 6 4,0 a 5,2) de espectros de RMN
de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld de amostras de soro sanguineo
realizado no muma. Barras vermelhas e laranjas mostram correlacdes positivas, barras

azuis correlagdes negativas e barras verdes indicam nenhuma correlagéo.
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Quanto aos espectros de RMN de *'P{'"H}, a maioria das amostras apresentou
dois sinais mais intensos, tendo sido calibrados pelo sinal mais & esquerda em & 4,95,
como mostrados na Figura 14, visto que a adi¢cdo de H3;PO, como padrdo néo foi viavel
porque o sinal deste se sobrep0s aos sinais da amostra. Também foram observados
sinais em & 1,50-2,50 com menor intensidade e que variaram em deslocamento quimico
e intensidade entre as amostras. Conforme Kuliszkiewicz-Janus Baczynski
(Kuliszkiewicz-Janus Baczynski, 1996), o sinal em & 4,95 se refere a fosfatos inorgéanicos
(P), os sinais em & 1,90-2,50 se referem a sobreposicdo dos fosfolipideos
fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina (SM) e o sinal em torno de & 1,66 refere-se a
fosfatidilcolina (PCol). Para confirmar estas atribuicGes, realizaram-se experimentos de
correlacdo heteronuclear a longa distancia entre *H e 3P (HMBC *H-*'P) em agua, porém
ndo foi possivel obter correlagbes, independente do experimento ser feito no
espectrdmetro de 400 ou de 600 MHz, ou utilizando sonda de observacdo direta ou
indireta. Este fato pode ser justificado pelo fato de que os fosfolipideos séo transportados
no soro humano em complexos de lipideos e proteinas, tais como HDL (lipoproteina de
alta densidade) (Sullentrop et al., 2002; Meneses e Glonek, 1988).

Pi

PCol

PE + SM

65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figura 14: Espectro de RMN de *'P{*H} da amostra A do paciente 13 adquirido com

sequéncia de pulso zgpg30.

Algumas amostras apresentaram sinais nos espectros de RMN de *P{'H} além
destes sinais ja relatados. Por exemplo, a amostra 49B ndo apresentou o sinal em
0 4,95, porém apresentou multipletos entre 6 4,50 e 4,75. A amostra 18A apresentou dois
simpletos em & 5,47 e 6,04, a amostra de controle 66B apresentou um sinal intenso em &

1,39, além das amostras 7Aa e 7Ab que ndo apresentaram nenhum sinal. Experimentos
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de STOCSY e RANSY foram realizados para auxiliar na identificagdo dos sinais,
considerando a regido de d 0,0-7,0 com buckets de 0,05 ppm. Neste caso o experimento
RANSY forneceu informagdes mais claras que o STOCSY para os sinais em torno de &
5,47 e 6,04, os quais mostraram razdes similares (Figura 15A), o que indica que
pertencam a mesma molécula. Os sinais em & 4,50 e 4,75 também mostraram razées
similares (Figura 15B). J& o bucket em & 1,39 ndo mostrou correlagdo com outros sinais.
No entanto, estas informagdes juntamente dos dados encontrados na literatura n&o foram

suficientes para fazer a atribuicdo destes sinais.
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Figura 15: Experimento de RANSY da regi&o & 0,0-7,0 de espectros de RMN de *'P{*H}
de amostras de soro sanguineo realizado no muma referente aos buckets em 6 4,52 (A) e
6,02 (B).

4.1.5 Anélise visual dos espectros de RMN de  'H e *'P{'H} das amostras de soro

sanguineo

Primeiramente analisaram-se 0s espectros em geral para analisar as principais
caracteristicas e procurar possiveis tendéncias em cada grupo analisado. A Figura 16
mostra espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia noesyprld de pacientes
com AVEI, incluindo pacientes que receberam tratamento de trombodlise ou néo, e
pacientes de controle, ilustrando o que foi observado nas amostras em geral. Nota-se que
0s trés espectros apresentam um padrao semelhante de sinais, sendo que a maior parte
dos sinais mais intensos esta concentrada na regido de & 0,4 a 4,2 e se referem
principalmente a lipoproteina, lipideos, aminoacidos e acgulcares, conforme identificados
na secdo 4.1.4. J4 a regido aromatica apresentou sinais pouco intensos. Nos trés casos
os sinais mais intensos foram os referentes a lipideos e lactato. O lactato (& 1,34 e
0 4,12) esta presente na maioria das amostras em grande intensidade e variou de forma
aleatoria entre os espectros. Considerando que o lactato € um indicativo de inflamacdes,

a grande variacdo pode ser devido ao tamanho do enfarte ocorrido, visto que enfartes
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maiores causam uma resposta inflamatoria proporcional (Jickling e col., 2011). Porém,
levando em conta que este sinal também foi observado em grande intensidade em
amostras de controle, ndo pode ser utilizado como medida do grau do AVEiI nem como

indicativo da ocorréncia do mesmo.

Paciente 52 (C1) - Controle

Paciente 13 (Al) - Trombdlise

Paciente 11 (Al) — Nao-trombdlise

Figura 16: Espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld dos
pacientes 11 e 13 nas primeiras 24 horas ap6s o AVC (amostras Al) e da primeira coleta

(amostra C1) do paciente de controle (paciente 52).

Analisando os espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia cpmgprid
percebe-se que com a eliminacdo dos sinais alargados de macromoléculas € possivel a
melhor visualizagdo dos sinais menos intensos, tanto na regido alifatica como aromatica
(Figura 17). Também facilita a observacéo de variagcdes nas intensidades dos sinais. Por
exemplo, se observa muito mais claramente que a amostra do paciente 52 de controle
apresenta os sinais em 6 3,3 a 4,0, regidao dominada por sinais de agucares, com menor
intensidade em relacdo a colina e derivados (6 3,22) e em relacéo ao sinal de lactato em
0 1,38 do que os espectros dos outros dois pacientes. No entanto, esta observacédo nao
foi constante para todas as amostras de controle. Especialmente a regido aromatica (©
6,5 a 8,5) apresenta melhor definicdo dos sinais. Essa regido apresentou grande variacao
nos sinais nos espectros das diferentes amostras, ndo sendo possivel perceber um

padrédo apenas por andlise visual.
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Paciente 52 (C1) - Controle

Paciente 13 (Al) - Trombdlise

Paciente 11 (A1) — Nao-trombdlise J‘w
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Paciente 11 (A1) — N&o-trombdlise
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Figura 17: Espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld dos
pacientes 11 e 13 nas primeiras 24 horas ap6s o AVC (amostras Al) e da primeira coleta
(amostra C1) do paciente de controle (paciente 52). Espectros abaixo referem-se a

ampliacdo da regido aromatica 6 5,5-9,0.

Os espectros de RMN de *'P{'H} similarmente aos de 'H apresentaram sinais
muito similares para as amostras dos trés pacientes analisados (Figura 18), bem como da
maioria dos pacientes. Os espectros foram bastante simples, com apenas um sinal em
0 4,95 e multipletos na regido de & 2,10-2,70, cujos deslocamentos quimicos

apresentaram pequenas variagdes entre os espectros. Desta forma, amostras que
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apresentaram sinais diferentes deste padrdo geral foram facilmente observadas.
Destaca-se o paciente 7, cujas amostras de 24 horas antes e depois da tratamento
trombolitico (A1 e Alt) ndo apresentaram sinal algum no espectro de RMN de *'P{*H}.
Porém, as amostras de sete dias (A7) do mesmo paciente apresentaram 0S mesmos
sinais padrdes das demais amostras. Nado se encontrou uma explicagdo clinica que
justificasse esta observagdo. Além disso, alguns apresentaram sinais extras, conforme

explicado na sec¢éo 4.1.4.

Paciente 52 (C1) - Controle

Paciente 13 (A1) - Trombdlise

Paciente 11 (A1) — Nao-trombdlise
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Figura 18: Espectros de RMN de *'P{'H} dos pacientes 11 e 13 nas primeiras 24 horas
apos o AVC (amostras Al) e da primeira coleta (amostra C1) do paciente de controle

(paciente 52).

4.1.6 Andlises quimiométricas dos espectros de RMN de 'H e *P{'H} das

amostras de soro sanguineo

Embora o perfil dos sinais tenha variado tanto entre amostras de soro ou plasma
do mesmo paciente como entre pacientes diferentes, ndo foi possivel perceber um
padrdo de mudancas nos sinais dos espectros de RMN de *H ou *'P{'H} que identificasse
um grupo especifico apenas por avaliacdo visual. Assim se tornou essencial a realizacao
de analises quimiométricas para tentar discriminar as amostras de acordo com grupos
especificos, principalmente entre grupos de controle e com AVEI, administracdo de
tratamento trombolitico ou ndo, etiologia da doenca e prognostico. Todas estas foram

realizadas para todos os periodos apos a ocorréncia do AVEi.
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Vale ressaltar que em condicbes complexas, tais como o AVEi, € comum
encontrar grande heterogeneidade entre os pacientes, sendo que o perfil bioquimico
pode ser alterado devido ao local, intensidade e duracdo do AVEi. Outros fatores como
etnia, comorbidades, técnicas analiticas e interpretacdo dos resultados limitam a
reprodutibilidade entre estudos, além de que pequenas populagfes de amostras tornam
dificil aferir a respeito da verdadeira relagdo entre um possivel biomarcador e o
diagnostico ou progndstico. Portanto, para minimizar a influéncia destes fatores, é ideal
gue se use a maior populacdo possivel com fatores de riscos conhecidos (Hasan et al.,
2012).

4.1.6.1 Analises no AMIX

A realizagdo das analises quimiométricas exige a utlizagdo de programas
computacionais, visto a grande quantidade de varidveis e de amostras a serem
analisadas. O programa inicialmente escolhido para a realizacdo das analises foi 0 AMIX,
especialmente desenvolvido para analises de espectros de RMN.

Em todos os casos primeiramente foi realizada a PCA, a qual permite visualizar
possiveis discriminacdes entre os grupos e também identificar possiveis amostras
andmalas, pois fornece gréficos que mostram a posicao de cada amostra em relagcédo ao
espaco e ao centro do novo conjunto de dados com dimenséo reduzida, de acordo com o
nivel de confianca determinado pelo analista, neste caso de 99%. Vale ressaltar que
mesmo que uma amostra apareca nestes graficos como anémala, € preciso primeiro
analisar se a amostra realmente apresenta algum fator que justifique a mesma ser
excluida das analises, como por exemplo, um erro no preparo ou alguma contaminacao,
Ou se apenas ocorreu uma variacdo natural, como por exemplo, a presenca de sinal de
etanol em amostras de alguns pacientes. Portanto, amostras que se apresentaram como
anbmalas foram primeiramente investigadas, e nenhuma amostra precisou ser retirada.
Em sequéncia a PCA, foi realizada a PLS-DA, método supervisionado em que uma
segunda matriz, a matriz Y, é fornecida com informacgfes que identificam os grupos que
estardo sendo analisados. A PLS-DA procura entdo encontrar a melhor correlacéo entre
essa matriz Y e a matriz X utilizada na PCA, composta pelos valores das integrais dos
buckets gerados a partir dos espectros de RMN de 'H (Wishart, 2008), conforme
explicado na se¢éo 1.4.2.2.

Foram testados varios parametros a serem utilizados nas analises quimiométricas,
incluindo as regibes do espectro, tamanho dos buckets, bem como métodos de
construcdo dos buckets, integracdo e escalamento dos buckets. A regido do espectro a
ser analisada foi escolhida de acordo com o espectro adquirido e estdo descritas na

secdo 3.5.1. Foram excluidos os sinais da agua e do lactato (6 1,30 a 1,37 e 6 4,00 a
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5,20) nas andlises com os espectros de RMN de 'H, pois o lactato esta presente na
maioria das amostras em grande intensidade e variou de forma aleatéria entre os
espectros. As andlises iniciais em que foram considerados os sinais de lactato (6 1,34 e &
4,12) apresentaram quase que exclusivamente estes sinais como os de maior influéncia
nos graficos de loadings sem resultar em discriminagdes entre 0s grupos analisados.
Além disso, o lactato esta correlacionado a diversas outras doencas (Wishart e col., 2013;
Vander Heiden et al., 2009), e, portanto, foram excluidos das andlises quimiométricas dos
espectros de RMN de *H. No caso das amostras de plasma também foram excluidas as
regides dos sinais de EDTA (6 2,50 a 3,30 e 6 3,58 a 3,67).

Optou-se por utilizar o método de bucketing ou binning, em que o espectro é
dividido em um determinado nimero de buckets e as medidas, no caso as integrais dos
sinais, dentro de cada bucket sdo somadas para formar um novo espectro com menos
variaveis. Isto resolve o problema de se ter um namero de variaveis muito alto, o que
tornaria as analises muito lentas para serem realizadas em computadores comuns.
Também implica em alisamento do espectro e possui 0 potencial de corrigir pequenas
variacbes de deslocamento (Liland, 2011). Embora resulte em diminuicdo da resolucéo,
ndo ha motivos para se incluir informacfes além da resolucédo dos sinais dos compostos
que geraram o espectro. No entanto ha cuidados que devem ser tomados. Assim como
no caso de quando se considera cada ponto como uma variavel, o método de bucketing
pode resultar em separacdes espurias se 0s dados ndo forem corretamente tratados, por
ser suscetivel a influéncia de ruidos espectrais (Liland, 2011). Também se deve tomar
cuidado para que posicoes erradas de buckets possam resultar em perda de informagdes
ou informagdes incorretas. Caso aconteca de um sinal estar levemente deslocado em
relacdo aos demais espectros, este pode ser somado a um bucket indevido, adicionando
assim valores a buckets vizinhos o que tornard as andlises quimiométricas realizadas em
sequéncia menos precisas (Liland, 2011). Portanto, os espectros devem ser corretamente
alinhados.

Os buckets foram construidos por dois métodos diferentes: retangular e avancado.
O método retangular é um método padrdo, normalmente utilizado quando ndo se tem
informacfes adicionais a respeito dos espectros. Caso nao seja possivel dividir a faixa
espectral escolhida de forma que todos buckets sejam completos, quer dizer, caso sobre
faixas menores que um bucket inteiro (p. ex. resta 0,02 ppm e esta se utilizando buckets
de 0,04 ppm), entdo fracdes serdo calculadas. Isto evita problemas denominados ruido
de bucketing. Esse método, porém, pode apresentar problemas, principalmente em casos
especiais em que se utiliza analise de covariancia combinada (Neidig, 2009). O método
avancado por sua vez se baseia nos sinais existentes em cada espectro. Isto resulta em

pelo menos duas vantagens. A primeira € que as integrais correspondentes a sinais
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existentes em apenas um espectro sdo armazenados em colunas preenchidas com zeros
para os demais espectros, aumentando assim a significancia destes sinais. A segunda
vantagem € que esse método diminui o tamanho das tabelas de buckets, porque apenas
cria colunas se houver sinais naquele deslocamento (Neidig, 2009). Portanto, este
método apresenta potencial de apresentar melhores resultados que o método retangular
e foi utilizado para todas as anélises com espectros de RMN de 'H paralelamente ao
método retangular tradicional, sendo o melhor resultado considerado. Notou-se que em
muitos casos este método obteve de fato melhores resultados. Quando se considerou
apenas a regido aromética no caso dos espectros de RMN de 'H adquiridos com a
sequéncia cpmgprld, apenas 0 método avancado para constru¢do dos buckets resultou
em andlises satisfatorias. Ao se utilizar o método retangular, buckets contendo apenas
ruido apresentaram significancia muito alta, sendo necessario retirar buckets com minimo
de 80 a 90% de significancia para excluir a maior parte do ruido. Neste sentido o método
avancado foi bastante vantajoso, pois inclui apenas buckets correspondentes a sinais e
n&o a ruido. Apenas para anélises com espectros de RMN de *P{*H} o método avancado
ndo pode ser usado devido haver espectros sem sinais ou relacdo sinal/ruido muito baixa,
que impossibilitam os calculos pelo método avancado.

O tamanho dos buckets foi fixado em 0,01 ppm porque resultou em gréficos de
influéncia bem compreensiveis, 0 que ndo ocorre para buckets menores que 0,01, e ao
mesmo tempo abrange uma faixa compativel com a largura dos sinais sem abranger
muitos sinais em um mesmo bucket. Se o bucket for muito largo abrangera mais de um
sinal e reduzirq a quantidade de informac¢des (Liland, 2011). A desvantagem ocorre no
caso de multipletos para os quais mais de um bucket pode abranger o mesmo sinal.

No caso dos espectros de RMN de *'P{'H} foi utilizada exclusivamente a regi&o
gque apresentou sinais, d 0,00 a 7,00. Foram realizadas de duas formas diferentes: a
primeira com buckets de 1,40 ppm, para que as duas regifes que apresentaram sinais
fossem integradas separadamente considerando os sinais em cada uma delas como
conjuntos Unicos; e a segunda considerando a regido de 6 0,50 a 5,50 com buckets de
0,05 ppm. Os resultados obtidos foram comparados.

As linhas da tabela de buckets devem ser escaladas de forma que os espectros
produzam buckets comparaveis (Neidig, 2009), e para isto foram utilizados dois métodos:
escalamento em relacdo a intensidade total dos sinais e escalamento em relacdo ao
maior bucket. Observou-se que o segundo tipo de escalamento resultou em dados mais
agrupados do que o primeiro no caso dos espectros de RMN de *H, com menor nimero
de amostras fora dos limites determinados pelo nivel de confianca. Portanto, se utilizou o
escalamento em relacdo ao maior bucket para as analises. Ambos os métodos podem

nao ser ideais para amostras com grandes variacdes de intensidade no mesmo espectro,
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pois em casos extremos, sinais pouco intensos podem ser desconsiderados. Por isso, as
andlises da regido aromatica, cujos sinais sdo muito menos intensos do que os sinais da
regido alifatica foram realizadas separadamente. Com a excluséo do sinal da 4gua e do
lactato, cada uma das regifes analisadas apresenta sinais em intensidades semelhantes
e evita potenciais problemas causados pelo escalamento.

O método de integracdo, que deve ser ajustado quando se utiliza o método
retangular para construcdo dos buckets, variou entre soma das intensidades absolutas e
modo especial de integracdo. Este ultimo método apresenta vantagens por suprimir
efeitos causados pela variacdo no ajuste da fase do espectro e na linha de base do
espectro (Neidig, 2009), e foi o método com melhor resultado para praticamente todas as
analises com os espectros de RMN de 'H quando utilizado o método retangular para
construcdo dos buckets. No entanto, no caso das analises dos espectros de RMN de
$1p{*H} foi sempre utilizado a soma das intensidades absolutas, porque o modo especial
pode apresentar problemas no caso de espectros com grandes larguras de linha (Neidig,
2009).

Na realizacdo da PCA as colunas também podem ser escaladas. Ao se testar
escalamentos das colunas, buscando aumentar a significancia de variacbes em sinais
menos intensos, 0S quais muitas vezes correspondem a substancias afetadas pela
doenca, ndo se observou diferengas nos gréficos obtidos pelo método de PLS-DA, além
de ndo melhorar a discriminagdo entre os grupos nas analises por PCA em relacdo a
andlise sem escalamento das colunas. Portanto, ap6s as opg¢fes disponiveis serem
testadas, optou-se por nédo realizar qualquer tipo de escalamento, o que permitiu obter
melhores resultados e graficos de X-loadings mais claramente interpretaveis. Isto se
justifica porque o ndo escalamento das colunas preserva diferencas naturais nas
intensidades e destaca os efeitos dominantes. Além disso, permite que variancias
pequenas sejam suprimidas, sendo possivel determinar a varidancia minima que uma
variavel deve apresentar para ser incluida nos célculos da PCA. O resultado € a exclusao
dos ruidos, um menor numero de variaveis e um grafico de X-loadings mais limpo e mais
facil de ler.

Para a realizacdo do PLS-DA é necessario a escolha cuidadosa do numero de
variaveis latentes (VL), que equivalem as componentes principais. Deve-se escolher um
namero de VL que seja suficiente para explicar a maior parte da variancia das matrizes X
e Y, e, ao mesmo tempo, produzir conjuntos de dados de dimenséao reduzida com boa
capacidade de previsdo. O numero de VLs para cada grupo analisado foi determinado
utilizando-se o procedimento de validacdo cruzada leave-one-out e tendo como base os
graficos R2X e R2Y, 0s quais mostram o valor da variancia ndo explicada das matrizes X

e Y, respectivamente, conforme aumenta o nimero de variaveis latentes. No método de
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validacdo cruzada leave-on-out uma amostra € retirada aleatoriamente do conjunto de
dados, e um novo conjunto de dados de dimensdo reduzida é desenvolvido com as
amostras (n - 1) restantes (chamado entdo de calibracdo). A amostra retirada é entdo
testada como uma primeira validacdo do modelo criado. Esse processo sera continuo até
gue seja criado um “n” nimero de conjuntos de dados testados. Para cada amostra
retirada, um conjunto de dados de dimensé&o reduzida é criado e testado. A exatiddo na
classificagdo do modelo para “n” nUmeros de validacdes e testes é entdo determinada
(Neidig, 2009; Reche et al., 2009). No caso das andlises considerando todas as amostras
de AVEIi, com excecdo das andlises da regido aromatica e dos espectros de RMN de
$1p{*H}, a validacdo cruzada foi realizada retirando cerca de 5%, ao invés da leave-one-
out, porque esta Ultima é bastante demorada quando o numero de espectros e de
variaveis € muito grande.

Para cada discriminacdo foi avaliada a porcentagem de variancia explicada pelas
variaveis latentes consideradas e o valor de RMSECV (root mean square error of cross
validation) gerado ap6s a validagcdo cruzada. Este valor é dado pela férmula abaixo, em
que y* e y; sdo respectivamente os valores preditos e originais de cada amostra, e “n” o

namero total de amostras (Neidig, 2009).

RMSEC =

No calculo de RMSECV consideram-se as amostras que foram usadas na
construgcdo do conjunto de dados de dimensdo reduzida resultante daquela analise, e,
portanto, expressa quao bem o conjunto de dados prediz a si mesmo. O valor de
RMSECYV deve ser o menor possivel. No caso de se utilizar este conjunto de dados para
predizer novas amostras, se utiliza o valor de RMSEP (root mean square errors of
prediction) para expressar a capacidade do modelo prever valores de novas amostras.
Este é calculado similarmente ao RMSECV, porém um novo conjunto de amostras nao
incluidas na construcéo do conjunto de dados com valores conhecidos deve ser fornecido
(Neidig, 2009).

Por fim, para cada avaliacdo realizaram-se anadlises estatisticas de significAncia
com os buckets apresentados no gréfico de X-loadings, conforme descrito na secao
3.6.2.

No entanto, notou-se que em geral apenas um pequeno numero de buckets
mostrou-se significante, havendo casos em que, embora se tenha observado certa
discriminacdo, nenhum bucket foi tido como significante. Assim avaliou-se se,
considerando apenas o0s buckets tidos como significantes, se seria possivel obter
discriminacao similar & obtida considerando todos os buckets. Desta forma, pode-se

avaliar a importancia dos demais buckets nao significantes para a discriminag&o obtida.
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Nos casos em que apenas um bucket foi tido como significante, ndo € necessario
fazer uma andlise multivariada. Ja4 no caso em que varios buckets sdo considerados
significantes foi realizada a analise apenas com estes buckets. Por exemplo, no caso da
andlise das amostras A de todos os pacientes que sofreram AVEi juntamente com as
amostras A dos pacientes de controle obteve-se o resultado apresentado na Figura 19.
Observa-se na Figura 19A uma pequena discriminag&do entre 0s grupos, ao passo que no
respectivo gréfico de X-loadings, apds serem retirados buckets com variancia explicada
inferior a 10%, a maioria dos buckets n&do foram considerados significantes. Ao se realizar
a mesma analise considerando apenas as regides dos buckets considerados significantes
o resultado foi bastante diferente, com sobreposicéo total dos dois grupos, conforme
observado na Figura 20. Enquanto no primeiro caso foram considerados 151 buckets, no
segundo foram apenas 57. Outro problema apresentado neste segundo caso foi na
questdo da variancia explicada da matriz Y, a qual apresentou valores negativos para
todas varidveis latentes ao se realizar a validacdo cruzada retirando cerca de 5%, a
mesma utilizada para a primeira andlise. Portanto, foi necessario utilizar a validacéo
cruzada leave-one-out, mais demorada quando se analisa um grande numero de
espectros, porém permitiu obter valores positivos para as duas primeiras variaveis
latentes, 4,21% e 8,75%, respectivamente. llustrou-se assim que ndo se pode levar em
conta apenas o0s buckets considerados significantes, deve-se também considerar a
influéncia dos demais buckets nas andlises. As Figuras 21 e 22 mostram resultados
similares para as andlises da regido de & 0,4 a 4,0 dos espectros de RMN de 'H

adquiridos com sequéncia de pulso cpmgprld referentes as mesmas amostras.
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Figura 19: (A) Gréfico de escores de PC1 (40,4%) versus PC2 (20,7%) referentes aos
espectros de RMN de 'H (noesyprid — regido de & 0,4 a 9,0) das amostras Al de
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pacientes que sofreram AVEi (preto) e amostras C1 de controle (azul). (B) Grafico de X-
loadings de PC1 versus PC2. Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a
de Bonferroni corrigido) sao coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde,

amarelo e vermelho. Buckets néo significantes sdo apresentados em preto.
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Figura 20: (A) Gréfico de escores de PC1 (87,8%) versus PC2 (4,12%) referentes aos
espectros de RMN de *H (noesyprld — regido de & 0,4 a 9,0) das amostras Al de
pacientes que sofreram AVEi (preto) e amostras C1 de controle (azul) considerando

apenas as regides dos buckets significantes da analise anterior. (B) Grafico de X-loadings
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de PC1 versus PC2. Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de

Bonferroni corrigido) séo coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde,

amarelo e vermelho. Buckets néo significantes séo apresentados em preto.
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Figura 21: (A) Gréfico de escores de PC1 (49,9%) versus PC2 (11,1%) referentes aos
espectros de RMN de 'H (cpmgprid — regio de & 0,4 a 4,0) das amostras Al de

pacientes que sofreram AVEi (preto) e amostras C1 de controle (azul). (B) Grafico de X-

loadings de PC1 versus PC2. Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a

de Bonferroni corrigido) séo coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde,

amarelo e vermelho. Buckets nao significantes séo apresentados em preto.
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Figura 22: (A) Gréfico de escores de PC1 (49,7%) versus PC2 (14,9%) referentes aos
espectros de RMN de 'H (cpmgprild — regio de & 0,4 a 4,0) das amostras Al de

pacientes que sofreram AVEi (preto) e amostras C1 de controle (azul) considerando
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apenas buckets significantes da andlise anterior. (B) Grafico de X-loadings de PC1 versus
PC2. Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de Bonferroni corrigido)
sao coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho.
Buckets néo significantes sdo apresentados em preto.

Alguns trabalhos ja foram publicados na literatura relatando o uso desta analise
estatistica de significAncia utilizando o programa AMIX. Por exemplo, Watanabe e
colaboradores (2012) fizeram uso desta ferramenta na andlise por PCA de espectros de
RMN de 'H de meios de culturas de células pancreaticas humanas e cancerigenas.
Neste, os autores identificaram os metabdlitos que sofreram alteracdes com base nos
dados de analise de significancia juntamente com dados obtidos da comparacdo das
intensidades médias dos sinais dos metabolitos de cada grupo. Analisando os dados
apresentados, nota-se que nem todos os metabdlitos cujos sinais sofreram alteracfes
nas intensidades entre os espectros de diferentes culturas foram considerados
significantes, ainda assim os autores consideraram estes metabolitos na diferenciacdo
entre células ndo cancerigenas e cancerigenas. J& Roomick-Rosendale e colaboradores
(2011) também aplicaram a andlise estatistica de significancia as analises por PCA,
resultando apenas em poucos buckets significantes, cujos metabdlitos correspondentes
foram destacados pelos autores sem se levar em consideragcdo os demais buckets nédo
considerados significantes. Porém, na concluséo do trabalho os autores destacam que 0s
metabdlitos destacados ndo sdo os Unicos potenciais biomarcadores.

Portanto, embora a analise estatistica de significAncia tenha sido realizada, os
buckets ndo considerados como significantes também foram levados em conta nas

analises dos resultados.

4.1.6.2 Analises no muma

Metabolomic univariate and multivariate analysis (muma) é uma ferramenta
recentemente desenvolvida para analises metabonémicas escrita na forma de pacote
para o programa gratuito R. Embora permita a andlise de dados obtidos por meio de
diferentes técnicas analiticas, prové métodos especificos para andlises metabonémicas
baseadas em analises por RMN. Analises por reconhecimento de padrdes, PCA, PLS-DA
e OPLS-DA, podem ser facilmente realizadas no muma. Em especial, muma possui duas
ferramentas, STOCSY e RANSY que podem auxiliar na atribuicdo de sinais de RMN ou
até mesmo sugerir possiveis interacdes entre diferentes moléculas (Gaude et al., 2013;
Wei et al., 2011; Alves et al., 2009). Quando se realiza a analise de OPLS-DA, também é
possivel realizar o STOCSY com filtro OSC (OSTOCSY) (Blaise et al., 2011). Esta
ferramenta permite visualizar correlacdes entre metabdlitos em uma matriz relacionada

as informacdes descritivas fornecidas.
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Neste trabalho, nas analises em que houve discriminagcdo entre 0os grupos, pelo
menos parcial e observaram-se buckets significantes, realizou-se uma analise adicional
no muma. Andlises em que ndo se obteve discriminacdo com buckets significantes
também ndo mostraram boa discriminagcdo ao se utilizar o muma. Para que a tabela de
dados com os valores das integrais dos buckets exportada do AMIX fosse lida pelo muma
foi necessério que o método de escalamento utilizado fosse alterado para o escalamento
em relagéo a intensidade total dos sinais, ao invés do escalamento em relagdo ao maior
bucket. Antes de ser analisada no muma, a matriz de dados precisa ser ajustada,
adicionando uma coluna com as classes de amostras em que todas as amostras de cada
grupo sédo numeradas com o mesmo valor (Gaude et al., 2013). Também os valores de
deslocamento quimico foram corrigidos de oito para duas casas decimais e entdo
transformados para o formato .csv, o qual pode ser utilizado para analise no muma.

Ao realizar a andlise por PCA e a analise univariada no muma ha opcfes de
escalamento, normalizacdo em relacdo a intensidade total e imputacdo. Este ultimo
permite substituir valores que estdo faltando por um valor especifico, que pode ser a
média dos demais valores, o valor minimo observado, a metade do valor minimo
observado ou com zeros. Como no conjunto de dados obtidos ndo h& valores faltando,
nao foi realizada a imputacdo. Embora ao se construir a tabela com os dados dos buckets
ja se tenha realizado o escalamento em relacdo a intensidade total, a analise por PCA no
muma sem nenhum escalamento adicional n&o resultou em bons resultados. Assim, para
cada andlise tanto de PCA, PLS-DA e OPLS-DA testou-se cada um dos métodos de
escalamento, que sdo: pareto, auto, vast, range e medium. O melhor resultado, ou seja, a
melhor discriminacao é facilmente avaliada por meio de uma listagem das cinco melhores
discriminacdes obtidas por meio de uma ferramenta que calcula a significancia estatistica
da separacédo dos grupos envolvidos para cada par de componentes principais conforme
proposto por Goodpaster e Kennedy (Goodpaster e Kenndy, 2011). As melhores
separacOes obtidas sdo avaliadas por meio do par de componentes principais com seu
respectivo valor-p calculado a partir de teste estatistico F e da porcentagem total de
variancia explicada. Por meio desta listagem, o par de componentes principais que
resulta na melhor discriminacdo é facilmente visualizado ou com a melhor capacidade de
separacao, conforme exemplificado na secédo 4.1.6.3.

Quanto a normalizacdo, embora 0 método de escalamento realizado no AMIX,
escalamento em relacdo a intensidade total dos sinais, tenha um efeito de normalizar os
valores das integrais dos buckets, a maioria das analises no muma foi realizada com
normalizacdo adicional, visto ter resultado em melhor discriminacdo, permitindo que os

sinais menos intensos passem a ter maior significAncia. Em alguns casos, como nas
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andlises dos espectros de RMN de *'P{*H} a normalizac&o adicional ndo resultou em
nenhum efeito.

Quanto as analises estatisticas univariadas, muma permite testar a significancia
de cada variavel individualmente entre os grupos, identificados na matriz de dados
fornecida. Um ponto a ser destacado € que estas analises independem das analises
multivariadas. Para as andlises univariadas ha op¢do de se utilizar a imputacdo e a
normaliza¢do, assim como no caso das andlises multivariadas. Esta fun¢do implementa a
proposta de Goodpaster e col. (Goodpaster e col., 2010) de um algoritmo de &rvore de
decisdo, no qual inicialmente é feito o teste de normalidade de Shapiro Wilk a fim de
avaliar se cada variavel tem ou ndo uma distribuicdo normal o que levara a decidir se
devera sera feito um teste paramétrico (teste de Welch) ou ndo paramétrico (teste de
Wilcoxon-Mann Whitney) (Gaude e col., 2013). Estes testes resultam em valores-p que
sdo corrigidos por meio da aplicacdo de testes mdltiplos pelo método de Benjamini-
Hochberg. Porém se o usuéario ndo desejar realizar esta correcdo € possivel anular a
opcdo no momento da analise. De acordo com esta correcdo realizada € gerado um
arquivo com todas variaveis significantes, cujo valor-p é menor que 0,05,
semelhantemente ao realizado no programa AMIX.

Os resultados gerados pela analise univariada podem ser visualizados pelo
gréfico denominado Volcano para cada par de grupos comparados. Neste grafico cada
variavel é representada por um ponto, o qual é colorido de acordo com um limite duplo,
incluindo o valor-p méximo de 0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8.
Ainda para uma andlise mais detalhada de cada varidvel e de sua variacdo dentro de
cada grupo séo providos gréficos denominados Boxplots. Exemplos deste gréficos sao
fornecidos na secéo seguinte.

Pela revisdo recente realizada, ndo se encontrou nenhuma utilizacdo deste

programa em artigos publicados até o momento.

4.1.6.3 Comparacdo entre os programas AMIX e muma - Discriminacdo das

amostras C1 versus C60 versus C180 dos pacientes de controle

Foi avaliado se haveria discriminagcdo entre as amostras com o passar do tempo.
Para isto, compararam-se as amostras retiradas em um primeiro momento (amostras
Cl1), ap6és 90 (amostras C90) e 180 dias (amostras C180) por meio de analises
guimiométricas. Estas andlises foram primeiramente realizadas no programa AMIX e
apos no muma.

As anélises realizadas no AMIX com os espectros de RMN de 'H apresentaram
separacao parcial entre as amostras C180 e as demais. A melhor separacéo foi para os

espectros adquiridos com a sequéncia noesyprld, utilizando o método de bucketing
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retangular e 0 modo especial de integracdo, apods retirar buckets com menos de 5% da
variancia explicada (Figura 23A). O método de escalamento utilizado foi em relacdo a
intensidade total dos sinais para que a matriz de dados também pudesse ser utilizada no
muma. Obteve-se valor de RMSECV de 0,448 e a variancia explicada em X de 89,5% e
em Y de 48,1%. A primeira andlise estatistica de significancia se deu por comparagéo do
grupo C90 com os grupos C1 e C180. Apenas os buckets em & 2,37 e 2,38 foram
significantes. Apds andlise estatistica de significAncia comparando as amostras C180
com as C1 e C90, obteve-se que o valor-p abaixo do qual os buckets s&o considerados
significantes é de 4,76x10™. Observa-se que 0s sinais estatisticamente significantes
foram: 6 0,81; 0,82; 0,84-0,86; 0,98; 1,00; 1,04; 1,05; 1,20-1,22; 1,47; 1,49; 2,04; 2,06;
2,38; 3,21; 3,26; 3,27; 3,56; 3,65; 3,78 (Figura 23B). Os sinais referem-se a lipideos,
valina, etanol, lactato, glicoproteina, piruvato, e aclucares a e B-glucose. Além destes, a
maioria dos buckets nas seguintes regides foram observados no gréafico de X-loadings
(Figura 23B): 6 0,84-0,88; 0,99-1,00; 1,04; 1,19; 1,21-1,30; 2,04-2,07; 2,24; 2,38; 3,22-
3,29; 3,42-3,58; 3,71-3,79; 3,84-3,85; 3,90-3,94; 5,25-5,26. Além dos metabdlitos ja

citados, o sinal em & 2,24 refere-se ao acetoacetato.
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Figura 23: (A) Gréfico de escores de PC1 (42,1%) versus PC2 (25,8%) referentes aos
espectros de RMN de *H obtidos com sequéncia noesyprld das amostras C1 (preto), C90
(azul) e C180 (verde) de pacientes de controle. (B) Gréafico de X-loadings correspondente.

Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de Bonferroni corrigido) séo

coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho. Buckets

nao significantes sdo apresentados em preto.

Para confirmar esta discriminacdo, bem como obter informagdes mais precisas, 0s

buckets gerados no programa AMIX foram exportados para 0 muma e a analise foi
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realizada para cada um dos métodos de escalamento disponiveis, com e sem
normalizacgdo e sem a opc¢do imputacdo. Os graficos de PLS-DA mostraram
discriminacdo superior a observada na analise no AMIX (Figura 24), enquanto as analises
de PCA mostraram discriminagcdo muito baixa.
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Figura 24: (A) Gréfico de escores da componente 1 (26,4%) versus componente 2
(26,2%) referentes aos espectros de RMN de *H obtidos com sequéncia noesyprld das
amostras C1 (preto), C90 (vermelho) e C180 (verde) de pacientes de controle. O circulo

representa a elipse de confianga um nivel de 95%. (B) Gréfico de X-loadings

correspondente.

Os buckets considerados nas analises no muma foram: o 0,81-0,92; 0,98-1,01;
1,04-1,06; 1,17-1,29; 1,37-1,39; 1,47-50; 1,92; 2,04-2,06; 2,22-2,25; 2,37; 2,38; 3,05;
3,22-3,28; 3,37; 3,39-3,57; 3,65; 3,67; 3,70-3,79; 3,82-3,87; 3,90; 3,92; 3,93; 5,23-5,25;
5,32; 5,33. A analise univariada revelou claramente os buckets que mais sofreram
alteracbes entre os grupos, conforme observado nos gréficos Volcano para cada
comparacdo (Figura 25). Nos trés primeiros meses as alteracbes foram pequenas,
conforme mostra a comparacéo entre os periodos C1 e C90 (grupos 1 e 2). Os Unicos
buckets significantes foram & 2,37 e 2,38, referentes ao piruvato, e ® 3,65 que estd numa
regido de sobreposicdo de sinais, podendo se referir ao etanol ou isoleucina. Passados
0s proximos trés meses, muitas alteracdes foram observadas. Entre os grupos C90 e
C180 (2 e 3), percebe-se um grande numero de buckets sendo significantes, incluindo: &
0,81; 0,84-0,86; 0,98-1,00; 1,04-1,06; 1,20-1,22; 1,47; 1,49; 1,93; 2,04; 2,06; 3,05; 3,21;
3,23; 3,27; 3,56; 3,65. O numero de buckets significantes aumentou ainda mais para a
andlise entre os grupos A e C: & 0,81-0,87; 0,98-1,00; 1,04-1,06; 1,18-1,23; 1,47-1,49;
1,93; 2,04-2,06; 2,37; 2,38; 3,05; 3,21; 3,22; 3,26-3,28; 3,44; 3,47; 3,51; 3,56; 3,65; 3,73;
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3,75; 3,78; 5,32; 5,33. Estes incluem os seguintes metabdlitos: lipideos e lipoproteinas,
valina, etanol, alanina, acetato, glicoproteina, piruvato, creatinina, colina, a e B-glucose.
Em sua maior parte estes sinais sdo similares aos observados na anéalise no AMIX. No
entanto, especialmente na comparacao entre os grupos C1 e C180 o numero de buckets
significantes foi maior que o observado para a analise no AMIX, visto que no muma é

possivel fazer a andlise de significAncia entre cada par de grupos.
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Figura 25: Graficos Volcano das comparacdes entre 0s grupos 1 (amostras C1) e 2
(amostras C90), grupos 1 e 3 (amostras C180) e grupos 2 e 3, respectivamente.
Variaveis sao coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor maximo de p de
0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8, respectivamente. Variaveis

significantes sdo coloridas em azul e as n&o significantes em cinzas.

Além destes sinais, os buckets em & 7,76 e 8,46 mostraram-se significantes ao

considerar a regido 6 6,0-9,0 sem excluir sinais com baixa significancia ao se comparar
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0s grupos B e C, e apenas o bucket em & 8,46 na comparacao entre os grupos A e C.
Estes sinais se referem a histidina e formato.

Estas observagdes indicam que ocorrem alteragbes no perfil sérico ao longo do
tempo independentemente da presenca de patologias. Estas podem ocorrer por fatores
ambientais, tais como, mudancas no clima, e por mudancas na alimentacdo. Este
resultado serd levado em consideragdo nas andlises seguintes, especialmente
envolvendo as amostras coletadas ao longo do tempo, por ndo estar correlacionado a
ocorréncia do AVEi.

Comparando os dois programas, nota-se que ambos resultaram em discriminacdo
e variaveis significantes similares. O programa AMIX permite criar tabelas de buckets, o
que facilita a andlise por RMN, e a matriz de dados é facilmente gerada apenas
estabelecendo-se os parametros desejados e escolhendo-se 0s espectros que comporao
cada grupo. Também apresenta alternativas de métodos de bucketing, escalamento e
integracdo. Quanto as ferramentas disponiveis, permite a realizacao de andlises por PCA
e PLS-DA, além de criar modelos de classificacdo por SIMCA e/ou PLS-DA. As analises
por PCA fornecem graficos que facilitam a visualizacdo de possiveis amostras andmalas
e fornecer linhas que delimitam os grupos de acordo com o nivel de confianca
estabelecido, 0 que ndo é possivel ser feito nas analises por PLS-DA. Ainda permitem a
facil determinagdo das variaveis significantes por meio de andlise estatistica de
significAncia a partir dos gréaficos de loadings.

Por sua vez, 0 muma néo possui ferramentas que permitam a criacdo de tabelas
de buckets, exigindo que se utilize outro programa e se exporte a matriz de dados, caso
seja essa a opgdo desejada para a analise. Ao se exportar os dados sdo necessarios
diversos cuidados ao se ajustar a matriz para ser corretamente lida no muma, como a
adicdo de uma coluna em que cada amostra € identificada com um valor correspondente
ao grupo que pertence. E também necesséario ajustar os nomes das amostras e das
variaveis de forma que sejam facilmente visualizadas nos gréaficos de escores e loadings.
Apbs isto a matriz deve ser transformada para o formato .csv. Portanto, o AMIX é muito
mais pratico e rapido na criagcdo da matriz de dados. No entanto, o muma fornece mais
opcbes de escalamento, além de permitir a normalizacdo e imputacdo. Os graficos
gerados sdo armazenados em diretdérios criados, podendo ser acessados
independentemente do programa, ao contrario do que ocorre no AMIX, no qual sempre é
necessaria a utilizacdo do programa para ter acesso aos graficos. Além das analises por
PCA e PLS-DA, o muma também permite a realizacdo de OPLS-DA quando apenas dois
grupos sdo comparados, pois se mais de dois grupos sao incluidos os resultados ndo sao
estatisticamente confidveis (Gaude et al., 2013). Em todas estas analises € possivel

observar linhas de nivel de confianca de 95%. Ainda h& a possibilidade de realizar
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andlises univariadas que permitem a clara visualizacdo das varidveis significantes por
meio dos gréficos Volcano e Boxplot, bem como dos testes realizados e da forma como
as variaveis sofreram alteragc6es entre os grupos. Também permite a facil realizacao de
experimentos que auxiliam na identificacdo dos sinais, sendo estes STOCSY e RANSY,
ao passo que o AMIX permite a realizagdo do STOCSY e hetero-STOCSY.

Uma grande vantagem do muma é a andlise quantitativa das separacdes
(Goodpaster, 2011), enquanto no AMIX esta deve ser realizada apenas por meio visual.
Por exemplo, nas andlises realizadas no caso aqui considerado, se realizaram as
andlises para cada tipo de escalamento com e sem normalizacdo. A avaliacdo da melhor
discriminacdo pode ser feita por meio da listagem das cinco melhores discriminacdes
obtidas em cada caso com seus respectivos valores-p, que serve como medida da
capacidade de separacdo, e da proporcdo de variancia explicada pelo par de PCs
considerado. No entanto, ndo ha como se afirmar se a discriminacdo € ou nao
significante, visto ndo fornecer os valores do teste F conforme proposto por Goodpaster e
Kennedy (Goodpaster e Kennedy, 2011). O resultado € apresentado na Tabela 5.

Por meio das informagcBes obtidas na Tabela 5 pode-se avaliar a melhor
discriminacdo levando em consideracdo as informacfes em conjunto. Por exemplo, o
menor valor-p obtido foi para a analise entre PC4 versus PC30 sem escalamento e sem
normalizacdo, de 0,000131, porém percebe-se que a variancia explicada € muito
pequena, apenas 4,8%, o que indica que ruido espectral foi incluido. Portanto, neste caso
considerou-se que a melhor discriminagéo foi obtida para analise com escalamento vaste
para PC2 versus PC6, cujo valor-p foi de 0,000830 e a variancia total de 27,0%. Esta
andlise também auxilia nas andlises por PLS-DA e OPLS-DA, pois como estas sdo
realizadas a partir das andlises por PCA o melhor resultado sera com o mesmo método
de escalamento, conforme se observa na Figura 24.

Um grande atrativo do muma é o fato de ser gratuito, além de possuir um grande
namero de ferramentas facilmente utilizadas mesmo por aqueles que ndo possuem
grande conhecimento do programa R (Gaude et al., 2013). No entanto, 0 muma ainda
nao apresenta ferramentas que permitam o desenvolvimento de modelos de classificacdo
de novas amostras.

Como o muma foi criado recentemente, as analises quimiométricas ja haviam sido
iniciadas no programa AMIX e foram concluidas no mesmo. Apenas nos casos em que se

necessitou de uma analise mais detalhada, o muma foi utilizado.
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Tabela 5: Listagem dos cinco melhores discriminacdes para cada tipo de escalamento
com e sem normalizagdo, incluindo os pares de componentes principais com Seus

respectivos valores-p e porcentagem de variancia explicada.

Com normalizacéo Sem normalizagéo
Escalamento Par de Vsa(?g:ggep Variancia Par de vsa?(r)r;:sqep Variancia
PCs (estatistica F) (%) PCs (estatistica F) (%)
3vs4 0,002833 19,6 3vs4 0,001233 19,7
4vs 6 0,003069 11,7 4vs6 0,001553 11,7
Pareto 4vs 6 0,028585 12,6 4vs 37 0,007425 8,1
2vs 4 0,035822 24,0 2vs4 0,007459 24,8
6 vs12 0,042542 4,4 4vs5 0,009965 12,6
5vs 52 0,008645 4,1 5vs 6 0,024351 8,2
5 vs 56 0,012856 4,1 2vs4 0,040432 22,5
Auto 5vs 8 0,013134 5,8 3vs4 0,043737 14,7
2vs 8 0,016640 17,1 4vs6 0,052027 9,4
5vs 53 0,019154 4,2 2vs 6 0,052487 20,5
2vs 6 0,007111 20,3 2vs 6 0,000830 27,0
2vs 9 0,012858 19,6 3vs 6 0,001488 12,7
Vaste 3vs6 0,013932 11,3 4vs6 0,013472 8,9
3vs 33 0,015146 18,5 2vs 49 0,021305 23,9
3vs9 0,016451 10,6 3vs 49 0,048345 9,6
2vs 52 0,015740 15,7 3vs5 0,012161 12,5
3vs 52 0,026817 9,1 3vs 6 0,018589 11,8
Range 5vs 16 0,035494 4,3 2vs5 0,023011 21,4
2vs 33 0,037185 15,8 2vs 6 0,028908 20,7
4vs5 0,037197 8,1 3vs 15 0,034403 9,4
3vs9 0,001650 34 5vs 8 0,000165 0,0
2vs 9 0,019564 12,0 3vs8 0,002835 0,0
Medium 3vs 10 0,022581 3,3 4vs 8 0,007842 0,0
9vs 10 0,034769 0,5 7vs 8 0,010524 0,0
2vs 48 0,054956 3,1 5vs 53 0,016933 0,0
4 vs 30 0,000220 5,6 4vs 30 0,000131 4,8
Sem 4vs 17 0,000240 5,8 4vs 12 0,000142 53
escalamento 4 vs 20 0,000414 57 4 vs 36 0,000234 4,8
4 vs 25 0,000461 57 4 vs 50 0,000235 4,8
4 vs 46 0,000470 5,6 4vs 21 0,000240 4,9

4.1.6.4 Discriminagcdo entre amostras de paciente de acordo com sexo

Outro fator avaliado foi se haveria algum tipo de discriminacdo de acordo com o
sexo do paciente. N&o se observou discriminagdo significativa para nenhum dos
experimentos realizados, seja com os espectros de RMN de 'H ou de *'P{'H}. Desta

forma, este fator ndo estara influenciando na discriminagao.

4.1.6.5 Discriminagcdo entre amostras de pacientes q ue sofreram AVEi ao longo do

tempo

O AVEI d4 inicio a uma generalizada série de eventos que ocorrem a partir da
isquemia cerebral, denominada cascata isquémica, iniciando com hipoperfusao cerebral

repentina ou gradual e incluindo falha celular bioenergética, excitotoxicidade, estresse
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oxidativo, dano microvascular, ativagdo hemostatica seguida por inflamacédo isquémica,
disfuncdo da barreira sangue-cérebro, ou barreira hematoencefélica, e por fim, eventual
necrose de células gliais, neuronais e endoteliais (Heyndrickx et al., 1978; Saenger e
Christenson, 2010). Estes eventos podem se dar apds minutos ou até dias apos o AVEi,
sendo que o tempo de ocorréncia de cada evento varia de acordo com varios fatores,
como tamanho do infarto, tamanho e duragdo da isquemia e eficacia da reperfusao.
Também a disfuncdo da barreira sangue-cérebro parece ocorrer em duas fases, nas
primeiras 24 horas a barreira apresenta maior permeabilidade e apés 48 a 72 horas
ocorrem danos adicionais (Saenger e Christenson, 2010). Biomarcadores referentes a
barreira sangue-cérebro apresentam diversas limitagcdes para serem utilizados como
marcadores do AVEi. Um destes fatores € o fato destes marcadores ndo serem
especificos do AVEI, visto que muitos processos podem causar dano ao tecido cerebral.
Além disso, a liberacdo destes marcadores pela barreira para a corrente sanguinea é
restrita, varia de pessoa para pessoa e a localizacdo anatémica influencia no impacto
clinico que causara. Portanto, as concentracbes dos biomarcadores podem néo se
correlacionar com o tamanho do enfarte ou com a severidade do AVEi. (Jickling et al.,
2011).

Na busca por possiveis biomarcadores da ocorréncia e progressdo do AVEi,
realizou-se uma analise conjunta incluindo todos os periodos de coleta do soro (A1, Alt,
A7, A30, A90 e Al180) e ndo se observou discriminacdo independente do espectro
utilizado, da regido utilizada ou do tipo de pré-processamento, conforme exemplificado na
Figura 26 em que se utilizaram os espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia
de pulso cpmgprld considerando a regido de 6 0,4 a 4,0. Destaca-se que neste caso nao
se observou discriminacdo do periodo equivalente a seis meses de coleta, seguindo o

padrédo apresentado para as amostras de controle.
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Figura 26: (A) Gréfico de escores de PC1 (49,1%) versus PC2 (17,0%) discriminando os
espectros de RMN de 'H das amostras Al (preto), Alt (azul), A7 (verde), A30 (vermelho),
A90 (laranja) e A180 (roxo) obtidos com sequéncia cpmgprld da regido 6 0,4 a 4,0. (B)
Gréfico de X-loadings correspondente. Buckets considerados como significantes (valor-p
< valor a de Bonferroni corrigido) séo coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul,

verde, amarelo e vermelho. Buckets nédo significantes sao apresentados em preto.

Em uma tentativa de perceber alguma alteracdo causada pela administracdo do
trombolitico, realizaram-se analises por PLS-DA incluindo apenas as amostras coletadas
nas primeiras 24 horas antes (amostras Al) e apds (amostras Alt) a administracdo do
trombolitico. No entanto, continuou a ndo se observar discriminagdo em nenhuma das
andlises. Portanto, ndo se observou efeito significativo em niveis séricos apds o
tratamento trombolitico.

Analises similares foram realizadas para as amostras dos pacientes que nao
receberam o tratamento trombolitico (ndo-trombdlise), e neste caso observou-se
potencial de discriminacdo entre os grupos de acordo com o periodo da coleta do soro no
caso de algumas anélises, conforme ilustrado na Figura 27 dos espectros de RMN de 'H
adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld considerando a regido de & 0,4 a 4,0.
Portanto foram realizadas as analises separadamente para cada periodo versus as
amostras Al. Os resultados para as analises nas quais se observou discriminacdo sao
apresentadas na Tabela 6, juntamente dos buckets apresentados em cada uma delas.
Observou-se discriminacao parcial para os periodos A30, A90 e A180, porém néo para o
A7. Também em nenhum dos casos foi observada discriminacéo para as analises com os
espectros de RMN de *'P{*H}.
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Figura 27: (A) Gréfico de escores de PC1 (54,0%) versus PC2 (20,6%) discriminando os
espectros de RMN de 'H das amostras Al (preto), A7 (azul), A30 (verde), A90 (vermelho)
e A180 (laranja) obtidos com sequéncia cpmgprld da regido 6 0,4 a 4,0. (B) Grafico de X-

loadings correspondente. Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de

Bonferroni corrigido) sdo coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde,

amarelo e vermelho. Buckets nao significantes sdo apresentados em preto.
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Tabela 6: Resultados para as andlises das amostras ao longo do tempo nas quais se observou discriminacdo juntamente dos buckets

apresentados em cada uma delas e os metabolitos correspondentes.

Var Var Var Var. var. Valor- a de Buckets
Espectros Regido Pré- 2 y y em em . observados nos Metabolitos
Grupos . i~ RMSECV | Min. |emX | emY Bonferroni Py e 5
utilizados utilizada | processamento (%) (%) (%) PC1| PC2 corriaido gréficos de X- Identificados
@) | (%) 9 loadings (ppm)*
0,81-0,87; 0,88-
0.92; 0,94-1,06;
1,16-1,29; 1,37- Colesterol;
1,39; 1,47-1,50; lipideos e
1,92; 2,03-2,06; lipoproteinas;
2,08; 2,14; 2,23; valina; isoleicina;
2,34; 2,36-2,38; leucina; etanol;
1 -4 2,45; 2,46; 3,04; alanina; acetato ;
cpmgprld 0,4-4,0 SIM 0,770 10 87,0 | 46,7 | 54,0 | 20,7 3,94x10 3.05: 3.19-328: glutamina;
3,36-3,38; 3,39- glicoproteina;
3,51; 3,52-3,54; acetoacetato;
3,55-3,57; 3,59- piruvato;
3,62; 3,65; 3,67; | creatinina; colina; a
Todos 3,69-3,73; 3,74- e B-glucose
3,88; 3,89-3,93;
3,97; 3,98
0.81-0.89° 0.90- Colesterol; lipideos
1’00_ 1’ 04'_ 1’ 05: e lipoproteinas;
1’ 16,-1'29" 1’37_' valina; isoleucina;
R leucina; etanol;
133_211447;2(3) alanina; acetato;
cpmgprld 0,4-4,0 SAI? 0,837 10 95,7 | 39,0 | 74,3 | 14,7 3,52x10™ 2'34_ 2 36,-2'38: glutamina;
245 2 46 2.72- glicoproteina;
SN A e acetoacetato;
3‘? 232256 2%% piruvato; creatinina;
3,50; 3,52-3,98 colina; a e B-

glucose
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0,80-0,93; 0,94- | Colesterol; lipideos
0,97; 0,98-1,01; e lipoproteinas;
1,03-1,06; 1,16; valina; isoleucina ;
1,17-1,29; 1,37- leucina ; etanol;
1,40; 1,47-1,50; alanina; acetato ;
1,92; 2,03-2,06; glutamina;
cpmgprld 0,4-4,0 SIM 0,171 10 78,0 | 60,7 | 445 | 22,7 4,03x10™ 2,08; 2,14, 2,23, glicoproteina;
2,34; 2,36-2,38; acetoacetato;
2,45; 3,04; 3,05; piruvato;
3,19-3,28; 3,36- | creatinina; colina; a
Al x 3,38; 3,39-3,57; e B-glucose e
A30 3,59-3,62; 3,65; composto néo
3,69-3,93 identificado
0,85-0,87; 0,89; Lipideos e
091,092, 1,21, lipoproteinas;
1,24, 1,25, 1,28; valina; alanina’r
;g; ;gg ;gg glicop,roteina
cpmgprid 0,4-4,0 ADV? 0,332 10 | 75,7 | 24,1 | 552 | 18,0 8,62x10™ 329 393 395, acetoacetato;
,22; 3,23, 3,25- colina; a e B-
3,27; 3,37; 3,38; ’
3,40-3,56; 3,67; cog::ggtsoengo
3,71-3,79; 3,82- identificado
3,93
1,29;1,87-1,40; valinpa'riJsoIeuciné'
1,47-1,50; 1,92; leucina: etanol:
Al 22 55322 283 g éi aIanina;'acetatc;;
Agg cpmgprld 0,4-4,0 SIM 0,027 10 922 | 77,6 | 396 | 224 3,68x10™ 2,,36,—2,,38;’ 2”45;’ Iglutamtin_a; .
3,05; 3,19-3,28; . o
3,36-3,54: 3,55- piruvato;
3.99 creatinina; colina; a
e B-glucose
Al x . 0,80-0,93;0,96- | Colesteroal; lipideos
cpmgprld 0,4-4,0 SIM 0,020 10 94,0 | 70,2 | 50,4 | 195 4,06x10° 1,06; 1,16-1,29; e lipoproteinas;
A180 ; o .
1,37-1,40; 1,47- valina; isoleucina;
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3,05; 3,21-3,29;

1,50; 1,92; 2,03- leucina; etanol;

2,08; 2,14; 2,23; alanina; acetato;

2,34; 2,36-2,38; glutamina;

3,04; 3,05; 3,19- glicoproteina;

3,23; 3,24; 3,25; acetoacetato;

3,26-3,28; 3,36; piruvato;

3,37-3,55; 3,56- | creatinina; colina; a

3,60; 3.61; 3,65; e B-glucose

3,69; 3,70-3,72;

3,73; 3,74-3,79;

3,80; 3,81-3,87;

3,88; 3,89; 3,90;

3,91-3,93; 3,97;

3,98

0,81-1,00; 1,16-

1,27;1,29; 1,37;

1,47-1,49; 1,98- | Colesterol; lipideos

2,09; 2,23; 2,36- e lipoproteinas;

2,38; 3,20-3,25; valina; isoleucina;

3,26; 3,27; 3,36; leucina; etanol;

3,39; 3,40-3,46; alanina; acetato;
cpmgprld 0,4-4,0 SAl 0,200 15 95,0 | 38,4 | 74,0 16,1 4,55x10™ 3,47; 3,48; 3,49- glutamina;

3,51; 3,52-3,55; glicoproteina;

3,56-3,60; 3,65- acetoacetato;

3,69; 3,70-3,75; piruvato;

3,76-3,79; 3,80; | creatinina; colina; a

3,81; 3,82-3,84; e B-glucose

3,85; 3,86; 3,87-

3,89; 3,90-3,93

0,85-0,89; 0,91- Lipideos e

1,00; 1,17-1,21; lipoproteinas;

1,25; 1,26; 1,28; | isoleucina; leucina;

4 1,37; 1,38; 1,48; etanol; alanina;

cpmgprld 0,4-4,0 ADV 0,272 15 78,8 | 32,2 | 58,6 16,9 5,62x10 149: 1.57-1.60: glicoproteina:

1,98-2,08; 2,22; acetoacetato;

2,23; 2,25; 2,38; piruvato;

creatinina; colina; a
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3,37; 3,38; 3,40- e B-glucose
3,50; 3,53-3,56;
3,59-3,62; 3,66-
3,79; 3,92-3,93

"Modo especial de integrac&o, utilizado com o modo retangular de construcdo dos buckets. “Soma das intensidades absolutas, utilizado com o modo retangular
de construcdo dos buckets. *Modo avancado de construcdo dos buckets. “Em negrito buckets significantes (valor de P< valor a de Bonferroni corrigido). *Em

negrito metabdlitos referentes aos buckets significantes.
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Todos os conjuntos construidos com os espectros de RMN de *H adquiridos com
a sequéncia de pulso cpmgprld considerando a regiéo de 6 0,4 a 4,0 com modo especial
de integracéo foram submetidos a andlise no programa muma, sendo que para tanto o
escalamento foi alterado para soma das intensidades totais e considerou-se buckets com
no minimo 5% de variancia. Observou-se discriminacdo satisfatéria acompanhada de
buckets significantes apenas no caso da andlise das amostras A versus E. O melhor
resultado foi para o método de escalamento range em que PC1 versus PC4, o qual
obteve valor-p calculado da estatistica F de 7,23x10° e variancia explicada total de
62,5%. O gréfico Volcano (Figura 28), gerado pela andlise univariada, mostra que as
variaveis significativas, em azul, foram: & 1,22-1,24; 1,26; 1,27; 1,48; 1,50; 3,25; 3,27;
3,41, 3,43-3,48; 3,50; 3,53; 3,55; 3,57, 3,70; 3,17; 3,74, 3,75; 3,79; 3,83-3,87; 3,89; 3,92.
Comparando com o resultado obtido no programa AMIX, percebe-se que além dos sinais
referentes a a e B-glucose, também nota-se sinais significantes referentes a lipideos e
VLDL e alanina. O gréfico de OPLS-DA também € apresentado na Figura 29 mostrando a
discriminacdo entre os dois grupos.

Volcano Plot 1 vs 2
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Figura 28: Gréfico Volcano das comparacdes entre os grupos 1 (amostras Al) e 2
(amostras A180). Varidveis séo coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor
méximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8,
respectivamente. Variaveis significantes sao coloridas em azul e as néo significantes em

cinzas.
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OPLS-DA score scatter plot S-plot (OPLS-DA) r
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Figura 29: (A) Gréfico de escores da componente 1 versus componente 2 referentes aos
espectros de RMN de 'H obtidos com sequéncia cpmgprld das amostras Al (preto) e
A180 (vermelho) de pacientes ndo-trombolise. O circulo representa a elipse de confianca

um nivel de 95%. (B) Gréfico de X-loadings (S-plot) correspondente.

A andlise considerando os espectros de todos os periodos resultou em pequena
discriminacdo entre os grupos, sendo o melhor resultado obtido para PC1 versus PC7,
com meétodo de escalamento vast cujo valor-p calculado da estatistica F foi de 0,43 e
varidncia explicada total de 54,0%. Porém a analise univariada revelou buckets
significantes para comparacao entre diversos grupos (Figura 30 a 33). Como se percebe
nas Figuras 30 a 33, 0s grupos que tiveram maior nimero de buckets significantes na
comparacdo entre os grupos foram: grupos Al e A180 (1 e 5), grupos Al e A30 (2 e 3) e
grupos A30 e A180 (3 e 5). Enquanto os grupos Al e A30 tiveram um numero cada vez
maior de buckets significantes conforme se comparou este com grupos de periodos mais
longos, o grupo A7 apresentou um comportamento diferente. Quando comparado com o
grupo A30 o numero de buckets significantes foi muito maior que para o grupo A90, e
quando comparado com o grupo E n&o houve buckets significantes. Isto mostra que o
grupo A7, coletado apenas sete dias apds o AVEi, se assemelhou mais com as amostras
A180, obtidas seis meses ap0s o AVEi, do que as amostras A1 e A30. Ja as amostras
A90 apresentaram apenas o bucket em & 3,85 como significante, apresentando grande
similaridade entre os dois grupos. Desta forma revelou que, embora discretas, ocorreram
mudancas no perfil sérico ao longo do tempo. Aparentemente, houve uma melhora breve
para a maioria dos pacientes no curto periodo de uma semana apés o AVEi, mas apds
um més o quadro geral voltou a se tornar mais semelhante ao encontrado logo apés a

ocorréncia do AVEi. Passados trés meses, o perfil geral tornou-se semelhante ao de seis
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meses, no qual houve um melhor progndstico para a maioria dos pacientes. Quanto aos
sinais significantes, estes foram bastante similares aos obtidos para a andlise entre os
grupos Al e A180. Para as analises entre os grupos A7 e A30 e A30 e A180, além dos
sinais referentes a a e B-glucose, lipideos, VLDL e alanina, também se observou os
sinais em 6 0,83, 0,87, 0,90, 0,99-1,05, 2,34 e 2,36. Estes se referem a colesterol, LDL e
VLDL, valina e isoleucina. Os sinais em 6 2,34 e 2,36 devem ser referentes a 3-
hidroxibutirato ou piruvato. A maior parte destes sinais é semelhante aos observados
para as andlises das amostras de controle. Portanto, estas alteragbes provavelmente se

devem a fatores externos e ndo ao AVEi.
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Figura 30: Graficos Volcano das comparacdes entre o grupo 1 (amostras Al) e cada um
dos grupos coletados com o passar do tempo, sendo grupo 2 (amostras A7), grupo 3
(amostras A30), grupo 4 (amostras A90) e grupo 5 (amostras A180). Variaveis sao
coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor maximo de p de 0,05 e limite
positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8, respectivamente. Variaveis significantes sédo

coloridas em azul e as néo significantes em cinzas.
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Figura 31: Gréficos Volcano das comparagfes entre o grupo 2 (amostras A7) e cada um
dos grupos coletados com o passar do tempo, sendo grupo 3 (amostras A30), grupo 4
(amostras A90) e grupo 5 (amostras A180). Variaveis sédo coloridas de acordo com um

limite duplo, incluindo o valor maximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores

de 1,2 e 0,8, respectivamente. Variaveis significantes sédo coloridas em azul e as nao

significantes em cinzas.
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Figura 32: Gréficos Volcano das comparagdes entre o grupo 3 (amostras A30) e cada
um dos grupos coletados com o passar do tempo, sendo grupo 4 (amostras A90) e grupo
5 (amostras A180). Variaveis séo coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o
valor maximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8,
respectivamente. Variaveis significantes sdo coloridas em azul e as néo significantes em

cinzas.
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Figura 33: Gréficos Volcano das comparagdes entre o grupo 4 (amostras A90) e grupo 5
(amostras A180). Variaveis séo coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor
maximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8,
respectivamente. Variaveis significantes sdo coloridas em azul e as ndo significantes em

cinzas.
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4.1.6.6 Discriminacdo entre amostras de paciente controle versus pacientes que

sofreram AVEi

Com o objetivo de identificar a presenca da doenca, realizaram-se as andlises
quimiométricas dos espectros de RMN de 'H e *P{*H} entre as amostras de pacientes
controle e que sofreram AVEI. Esta andlise foi realizada para todos os periodos, sendo
que as amostras Al, A7 e A30 de pacientes de AVEi foram analisadas juntamente com
as amostras C1 dos pacientes de controle; as amostras A90 dos pacientes de AVEi com
as amostras C90 dos pacientes de controle; e as amostras A180 dos pacientes de AVEi
com as amostras C180 dos pacientes de controle. As analises quimiométricas iniciais
foram realizadas com todas as amostras dos pacientes de AVEi, inclusive dos pacientes
sem identificacdo com respeito ao tratamento trombolitico. Em seguida, andlises similares
foram realizadas separadamente para as amostras de pacientes de AVEi que receberam

tratamento trombolitico e para 0os que ndo receberam.

4.1.6.6.1 Anélise dos espectros de RMN de 'H

O resumo dos resultados das anélises dos espectros de RMN de 'H em que se
obteve discriminacdo estd na Tabela 7. No caso das amostras Al, os metabdlitos cujos
sinais foram estatisticamente significantes incluiram: colesterol, lipideos e lipoproteinas,
valina, leucina, isoleucina, alanina, piruvato, colina, glicoproteina, acetoacetato,
glutamina, glucose e possivelmente tirosina e histidina. Porém, além destes, outros
metabdlitos também foram observados nos gréficos de X-loadings, incluindo etanol, 3-
hidroxibutirato, creatinina, hipoxantina, formato e outros compostos nao identificados.
Como é possivel notar analisando a Tabela 7, o maior nimero de metabdlitos
significantes se destacaram nas analises considerando todas as amostras de AVEI],
talvez porque neste caso 0 maior nUmero de amostras permitiu que mesmo pequenas
diferencas nas concentracfes de metabdlitos entre os grupos doente e controle fossem
percebidas. Também nota-se que os metabdlitos significantes nas analises dos pacientes
trombolise foram em geral diferentes dos observados nas analises dos pacientes nao-
trombolise, indicando que diferentes mecanismos ocorreram provavelmente por efeitos
do tratamento.

Observando as discriminacdes obtidas com as amostras A7, os metabdlitos
significantes foram: lipideos e lipoproteinas, valina, leucina, isoleucina, alanina,
glicoproteina, arginina, colina, glucose, tirosina e fenilalanina, sendo esta ultima
observada apenas para a andlise das amostras de AVEi nao-trombdlise. Outros
metabdlitos também observados nos gréficos de X-loadings, incluiram etanol,
acetoacetato, arginina, 3-hidroxibutirato, piruvato, creatinina, histidina, hipoxantina,

formato e outros compostos néo identificados. Portanto, nas primeiras 24 horas houve um
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maior nimero de metabdlitos sendo afetados pela ocorréncia do AVEi ou pelo estresse
decorrente.

Conforme se observa na Tabela 7, em todos os casos houve discriminagdo para
as amostras Al e A7. Este resultado € bastante relevante, visto que a identificacdo da
ocorréncia do AVEi precisa ser feita nas primeiras horas ap6s o AVEi, para entdo se
determinar as providéncias que devem ser tomadas. Quanto as analises das amostras
A30 de pacientes de AVEi juntamente com as amostras C1 dos pacientes controle e das
amostras C90 dos pacientes de AVEi com as amostras C90 dos pacientes controle ndo
se observou discriminacéo para qualquer dos espectros e parametros utilizados. Ja para
as analises das amostras A180, apenas se observou discriminacdo parcial na analise dos
espectros de RMN de *H com todos os pacientes de AVEi comparadas as amostras C180
dos pacientes controle. Os sinais significativos pela analise estatistica incluiram os sinais
em & 1,47 e 3,78, provavelmente referentes a alanina, embora no deslocamento quimico
em & 3,78 ocorra sobreposicado dos sinais da alanina com sinais de a e B-glucose, e o
sinal em & 3,47 também correspondente a sinais de a e B-glucose. Esta discriminacao
provavelmente se deu devido as diferencas entre as amostras do grupo C180 de controle
observadas na analise destas com as demais amostras de controle.

Tanto no caso dos pacientes que receberam o trombolitico como os que néo
receberam houve discriminacdo parcial apenas para as amostras de 24 horas e sete dias
apos o AVEI. ApGs esse periodo nenhum bucket mostrou-se estatisticamente significante,
embora se tenha observado uma discriminagéo parcial para as amostras A180 dos
pacientes ndo-trombolise. Este resultado era esperado visto que com o passar do tempo
da ocorréncia do AVEI, esperasse que os efeitos causados pelo AVEi ndo sejam mais

observados e o perfil sérico passe a assemelhar com os pacientes saudaveis.”
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Tabela 7: Resumo dos resultados das analises quimiométricas das amostras dos pacientes de controle e que sofreram AVEi

discriminacéo total ou parcial.

em que se obteve

dGrupo Regido . Var. | Var. | Var. PC2 | Valor-a de | Buckets observados nos . Mg_tabohtos
oente x | Espectros do Pré- p PC1 f . i de X-loadi identificados nos
Grupos utilizados |espectro |processamento RMSECV| Min - \em X em ¥ (%) ou |Bon erron graficos de 4oa ngs gréficos de X-
(%) | (%) | (%) PC3 | corrigido (ppm) ; 4
controle * (ppm) loadings
0,81-0,88; 0,99-1,01; 1,04; 1~ 1. lipideos e
1.17:1,19-1,29,1,37; 1,47- Iipoproteir;aS' etanol;
, , ;gg 5211230262552 gii_ alanina; glicor'Jroteine{;
Al x C1| noesyprld |0,40-9,00 SIM 0,18 30 |95,1| 57,3 |50,0{ 19,4 | 6,58x10 3.44- 3.46-3,50: 3,52+ 3.53: _acet?a.cet?to,.
3,55-3,57; 3,65; 3,67; 3,70- | P'ruvalo, colna,
3,76; 3,78; 3,83; 3,84; 3,89; aguc?res (aep-
3,90: 3,92; 5,23-5,25 glucose)

6,72-6,74; 6,82-6,84; 6,89;

6.90; 6,91-6,93; 6,956,973 1y ina - histidina -
© 6,99-7,17; 7,19; 7,21; 7,22; fenilélanina' ’
n | Altx 3 4 |7,24-7,28; 7,30; 7,32; 7,34, . . ' )
}—% c1 cpmgprld |6,50-9,00 ADV 0,248 10 | 40,3 | 63,7 |27,3| 17,2 | 6,67x10 745 7.60-7.65. 7.70 7.72- h|§8t>;§2t::n0ar;1foorg;§;o,
g /.07, 7,78; 7,80, 7,82, 7,85, nao identifigados
= 7,86; 8,18-8,23; 8,32; 8,34;

8,47

6,72; 6,74, 6,81, 6,83; 6,87;

6,98; 6,90-6,93; 6,95-6,97;
6,99, 7,01; 7,02, 7,04; 7,06- Tirosina ; histidina;
7,09;7,11-7,13; 7,15-7,17; Lo T
A7 x C1 1d |6,50-9,00 ADV 0,242 | 10 |493| 57,8 [22,3/ 16,1 | 6,25x10% | 119 1,21, 7,23-7,25, 1.27; |\ femtl'alan;na' to;
X cpmgpr ,50-9, , , , , , ,25X 729-7.32: 7.34: 7.36-7.39: |potxan ina, orrrt1a 0;
7,41: 7,43-7,51; 7,60-7,64; %‘;golzgr?{:aggzgss
7,66; 7,69; 7,70; 7,72; 7,73;
7,75-7,78; 7,80-7,85; 8,17-
8,23; 8,32-8,34; 8,47
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0,83-0,85; 0,89; 1,37, 1,47-
1,49; 2,05; 2,23; 2,38; 3,20-

Colesterol; lipideos e
lipoproteinas; etanol;
alanina; glicoproteina;

Al x C1| cpmgprld |0,40-4,00 SIM 0,297 | 30 |76,9| 51,6 49,9 18,8 | 1,02x10° | 3,27; 3,36; 3,40-3,48; 3,50; acetoacetato: colina:
3,52; 3,53; 3,55-3,57; 3,70- | . i '
3.75: 3.83; 3,84: 3,89; 3,92 |Pruvato eactcares
(o e B-glucose )
0,77-0,79: 0,86-0,89: 0,92- CoI?steroI; Iipideos e
g 0.96:0,98; 0.99; 0L 116- |\ PR
:_8 , 1,19; 1,24-1,28; 1,39; 1,40; al,anina
c noesyprld |0,40-9,00 ADV 0,324 | 20 |42,1| 35,7 40,6/ 12 | 9,62x10 1,49-1,51; 1,54-1,63; 2,01; lico roteir’1a
= 2,03; 2,05; 2,08; 2,10; 2,21; ace?oacgtato colir’1a e
lg 2,22; 2,25-2,27; 3,22; 3,23; acdcares (’a e p-
Z A7xCl 3,26; 3,27, 5,29-5,31 glucose),
6,72; 6,73; 6,89; 6,90-6,93;
6,95; 6,66; 6,99; 7,00; 7,02, | Tirosina; histidina;
7,04-7,13; 7,15-7,29; 7,31, fenilalanina ;
cpmgprld |6,50-9,00 ADV 0,194 15 | 50 | 48,3 |21,7| 16,5 | 8,06x10™ | 7,32-7,34; 7,36-7,39; 7,41; |hipoxantina, formato;
7,42; 7,43; 7,44; 7,45; 7,60- | outros compostos
7,66; 7,72-7,82; 8,18-8,20; nao identificados
8,23; 8,32; 8,33; 8,47
0,64-0,69; 0,70; 0,71-0,74;
0,75-0,79; 0,86-0,97; 0,98;
[ 0,99-1,14; 1,15-1,17; 1,19;
<>E 1,20; 1,22; 1,25; 1,27-1,29; | Colesterol , valina,
9 1,39-1,41; 1,43-1,45; 1,47; |leucina, isoleucina,
" 1,48; 1,50; 1,51; 1,52; 1,53- | etanol, acetato, 3-
g 1,64; 1,65-1,73; 1,74, 1,76- |  hidroxibutirato,
8 |Al x C1| noesyprid |0,40-9,00 ADV 0,300 10 |63,1| 24,7 |40,4/ 20,8 | 3,31x10” | 1,93;1,95-1,97; 2,01-2,03; alanina,
% 2,05; 2,07-2,11; 2,12-2,15; glicoproteina
9 2,17; 2,18; 2,20; 2,21, 2,22; acetoacetato ,
0 2,24; 2,25-2,28; 2,29; 2,30; |glutamina , colina, a
g 2,31-2,33; 2,77; 3,22-3,27; e B-glucose
P 3,41; 3,44; 3,48; 3,51; 3,57;

3,66-3,80; 3,82-3,94; 5,26-
5,32
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0,81-0,91; 0,96; 0.98-1,00; | Colesterol; lipideos,
1,03-1,05; 1,17-1,22; 1,23- |VLDL e LDL ; valina;
1,29; 1,37-1,39; 1,47-1,50; | leucina; isoleucina;
4 | 1,92; 2,03-2,06; 2,14; 2,23; |etanol; glicoproteina;
cpmgprld |0,40-4,00 SIM 0,308 15 | 57,3 | 35,7 [45,9| 11,1 | 4,46x10 236.2.38: 2.45 2.46: 3.04- acetoacetato:
3,05; 3,19-3,21; 3,22-3,28; |glutamina; creatinina;
3,36-3,59; 3,65; 3,67; 3,69- |piruvato , colina, ae
3,93 B-glucose
6,72; 6,73, 6,89; 6,90-6,93; Tirosina , histidina
6,95; 6,96; 6,99; 7,00; 7,02, S '
1d |6,50-9,00 ADV 0,237 | 20 | 53 | 48,6 [24,912,9 | 8,06x10™ 7,04-7,13,7,15-7,29; 7,31- hi fenltl_c'sllah;na. to;
cpmgprid 6,503, ’ ’ ) a2 B,06X 7,34; 7,36-7,39; 7,41-7,45; 'ggt’;ig ::”Oar;q OJQ(‘;"SO’
7,60-7,66; 7,72-7,82,8,18- | 5, identifigados
8,20; 8,23; 8,32; 8,33; 8,47
0,66; 0,76-0,78; 0,80; 0,86-
0,88; 0,90-0,95; 0,96; 0,98; |Colesterol; lipideos e
0,99-1,15; 1,18; 1,19; 1,22; |lipoproteinas; valina ;
1,24-1,26; 1,28; 1,39; 1,40; |isoleucina ; leucina ;
4 | 1,42-1,52; 1,54-1,64; 1,68- etanol; alanina;
noesyprld |0,40-9,00 ADV 0,215 15 | 72,2 | 26,8 [39,7| 9,04 | 550x10 1.77: 1,94 1.96: 2,01: 2,03: glicoproteina ;
2,05-2,11; 2,16; 2,21-2,27; arginina ;
3,22-3,27; 3,42; 3,44; 3,48; |acetoacetato; colina;
3,51; 3,57; 3,71, 3,73-3,77, a e B-glucose
3,84; 3,90-3,94; 5,30-5,32
1,00; 1,03-1,05; 1,19-1,29; etanol- ala,nina' '
. 1,37; 1,47-1,49; 1,92; 2,04- incop,roteina"
cpmgprld |0,40-4,00 SIM 0,319 15 | 77 | 345 54,4 14,2 | 4,81x10 2,06; 2,23; 2,28; 2,36-2,38; acetoacetato:
3,04; 3,05; 3,20; 3,21; 3,22- | . i o
3.28: 3,36-3.59- 3 64.3.68: piruvato; creatinina;
3,70-3,79; 3,81-3,93 colina, a e B-
glucose
6,72; 6,73; 6,89-6,92; 6,93; | Tirosina , histidina,
6,95; 6,96; 6,99; 7,00; 7,02; fenilalanina,
cpmgprld |6,50-9,00 ADV 0,285 | 20 | 44 | 43,1 [21,3[15,4 | 8,20x10™* | 7,04-7,13; 7,15-7,39; 7,41- |hipoxantina; formato;
7,44, 7,61-7,64;7,73-7,81; | outros compostos
8,17-8,23; 8,33; 8,34; 8.47 nao identificados
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A180 x
C180

cpmgprld

0,40-4,00

SIM

0,148

20

95,5

44

53,6

16,7

8,06x10™

0,82-1,00; 1,26-1,29; 1,37;

1,47-1,49; 2,04, 2,05; 2,23;

2,38; 3,20-3,27; 3,40-3,47;

3,48; 3,50; 3,52-3,57; 3,70-

3,78; 3,79; 3,83; 3,84; 3,88-
3,90; 3,92

Colesterol; lipideos,
VLDL e LDL;
isoleucina; alanina ;
glicoprotena;
acetoacetato;
piruvato; creatinina;
colina, a e B-glucose

'Amostras Al coletadas nas primeiras 24 horas ap6s o AVEi: Alt coletadas nas primeiras 24 horas apés o AVEi e ap6s administracdo do

trombolitico; A7 coletadas apds sete dias da ocorréncia do AVEIi; A180 coletadas apo6s 180 dias da ocorréncia do AVEi; C1 primeira coleta dos

pacientes de controle. ?Modo especial de integracéo, utilizado com o modo retangular de construcéo dos buckets. *Modo avancado de construcéo

dos buckets. “Em negrito buckets significantes (valor-p< valor a de Bonferroni corrigido).
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Em nenhum caso se observou uma discriminacéo total entre os grupos doentes e
controle, e, portanto as diferencas entre os dois grupos foram pequenas. Observa-se que
embora os metabdlitos estatisticamente significativos variaram entre as andlises, alguns
se destacaram na maioria delas. No caso das andlises dos pacientes trombdlise, as
substancias encontradas como significantes incluiram a colina, considerada uma vitamina
essencial e sintetizada em quantidade pequena pelo organismo, necessitando ser
ingerida na dieta diaria. Deficiéncia de colina acarreta em falta de VLDL que carrega
acidos graxos do figado, e, portanto a deficiéncia de colina esta associada a doencas no
figado e maior incidéncia de cancer no figado. Além disso, concentracfes séricas fora da
faixa considerada aceitavel foram associadas apenas a transplante cardiaco até o
momento, enquanto as duas principais formas de armazenamento de colina,
fosfatidilcolina e glicerofosfocolina ainda n&o tiveram suas concentracfes séricas
associadas a nenhum tipo de desordem (Wishart et al., 2013). Apenas no estudo
conduzido por Yang e colaboradores (2012) em que se analisou o tecido cerebral de
ratos para avaliar as mudancas neuroquimicas induzidas por oclusdo da artéria cerebral
média notou-se diminuigdo nos niveis de colina, fosfatidilcolina e mio-inositol nos ratos
em que houve isquemia, sugerindo que houve interrupcdo no metabolismo da membrana
celular, uma vez que estes metabolitos sdo componentes importantes de fosfolipideos da
membrana celular. Portanto, é possivel que estes ou outros eventos desencadeados pelo
AVEI estejam causando a diminuigdo destas substancias, principalmente nas primeiras
horas apo6s o AVEi..

Na mesma andlise o sinal em & 3,65 foi significativo, porém n&o foi possivel inferir
a qual substancia este se refere visto ser uma regido de grande sobreposi¢cao de sinais.
Neste deslocamento pode haver sinais referentes a isoleucina e etanol, porém como
nenhum outro sinal referente a estas mesmas substancias foi significante, ndo foi
possivel identificar com certeza.

Além destes, notou-se que sinais da regido aromatica também se destacaram,
cujos deslocamentos quimicos foram & 6,91 e 7,77. O primeiro inclui um sinal referente a
tirosina e o segundo a histidina, porém os demais sinais referentes a cada uma das
substancias nao foram significantes, o que torna o resultado questionavel. Comparando
com resultados da literatura, destacou-se histidina em maior concentracdo nos pacientes
de controle, sendo que concentracdes sanguineas alteradas de histidina foram
encontradas em pacientes com histidinemia, doenca de Alzheimer, dengue e epilepsia
(Wishart et al.,, 2013). Ja com respeito a tirosina, esta foi correlacionada com
esquizofrenia, epilepsia, infarto do miocardio, infec¢éo viral e hawkinsinuria (Wishart et
al., 2013). N&o se encontrou fatores que relacionem a histidina com doencas

relacionadas ou fatores de risco do AVEi.
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Com respeito aos metabolitos encontrados como estatisticamente significantes
nas analises dos pacientes ndo trombdlise, o sinal em & 2,38, referente a piruvato,
também foi encontrado em maior quantidade nas amostras dos pacientes que sofreram
AVEIi. Em um estudo conduzido por Jung e colaboradores (2011) com pacientes que
sofreram AVEi causado por doenca de pequenos vasos, piruvato também foi encontrado
em maior quantidade no plasma de paciente que sofreram AVEi. Conforme explicado
pelos autores, o piruvato esta associado a metabolismo energético, sendo produzido na
glicélise anaerdbica da glucose sérica, aumentando, portanto sua producao em situacées
em que o oxigénio disponivel diminui, como ap6s a ocorréncia do AVEi. Além destes, no
caso das amostras B os sinais em & 0,96, 0,99 e 1,01 correspondem a regido dos sinais
de leucina e isoleucina, ndo sendo possivel distingui-los. Na mesma regido ainda ha um
sinal de uma das metilas da valina, porém o sinal da outra metila em & 1,04 néo foi
observado como significante. Estes trés aminoacidos sdo essenciais a vida e estdo
particularmente envolvidos no metabolismo de estresse, energético e muscular. Apesar
das similaridades estruturais entre os trés, possuem rotas metabdlicas diferentes, a valina
€ direcionada apenas a carboidratos, a leucina a gorduras e a isoleucina a ambos. A
deficiéncia destes também resulta em diferentes sintomas, a deficiéncia de valina gera
déficits neurolégicos enquanto deficiéncia de isoleucina gera tremores musculares.
Doencas hepaticas causam diminuicdo destes aminoacidos, enquanto aminoacidos
aromaticos, incluindo tirosina, triptofano e fenilalanina tém suas concentracdes
aumentadas. H& competicdo entre estes trés aminoacidos e os aminoacidos aromaticos
pelo cérebro, o que pode justificar a significAncia dos sinais em & 7,32, 7,41 e 7,43,
referentes a fenilalanina em maior quantidade nas amostras de AVEi. Valina, leucina e
isoleucina sdo aminoacidos primariamente metabolizados pelos muasculos. Em situacfes
de estresse, como cirurgias, traumas, infeccbes e febre, requerem proporcionalmente
mais destes aminoacidos que dos demais, especialmente leucina (Wishart et al., 2013).
Este dltimo fato pode justificar a presenca destes aminoacidos em maior concentracao
nos pacientes de controle. No estudo conduzido por Jung e colaboradores (2011) estes
trés aminoacidos também foram encontrados em maior intensidade nas amostras de
pacientes de controle em relacdo aos pacientes de AVEI. Além destes, os buckets em &
1,16, 1,51 e 2,03 também se apresentaram como significantes e pela localizacdo no
gréfico de X-loading parecem estar em maior quantidade nas amostras de controle. Dos
trés sinais, até o momento foi possivel identificar o sinal em & 2,03 como as metilas de
glicoproteinas, ainda nédo correlacionado com condic¢des relacionadas ao AVEi.

Notou-se que 0s sinais na regido de acucares, & 3,50 a 3,85, provavelmente
referentes & a e B-glucose foram significativos na maioria das analises em que houve

discriminacao, independente dos grupos considerados. Concentragdes sanguineas fora
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da faixa normal de glucose estéo principalmente associadas a diabetes mellitus, tendo
sido associada também a transplante cardiaco, deficiéncia de horménio do crescimento,
leucemia mieloide aguda, deficiéncia de glucagon, deficiéncia de beta-metilcrotonil CoA e
dislipidemia (Wishart et al., 2013). Este ultimo pode ser uma das justificativas de
pacientes que tiveram AVEi apresentarem niveis de glucose mais elevados do que de
controle, pois a dislipidemia é considerada um fator de risco de AVEi e pelo menos treze
pacientes apresentaram este fator de risco prévio. Além disso, no mesmo estudo
conduzido por Yang e colaboradores (2012) notou-se que houve elevacdo nos niveis de
glucose no tecido cerebral. Esta elevacao foi atribuida a elevacdo deste metabdlito na
extremidade da regido isquémica e na diminuicdo da utilizacdo de glucose pelas células
cerebrais.

Nas andalises com todas as amostras, além da maioria dos metabdlitos
encontrados nas analises dos grupos trombolise e ndo-trombdlise, ainda se destacaram a
colesterol, alanina, acetoacetato e glutamina. Quanto ao colesterol, este deve estar
correlacionado ao fato de altos niveis de colesterol ser um fator de risco do AVEi. J4 o
aminoacido alanina foi encontrado em maiores concentracdes em tecidos cerebrais de
ratos com oclusao da artéria cerebral (Chen et al., 2012). O acetoacetato ainda nao foi
correlacionado com fatores diretamente ligados com o AVEi, porém concentracfes
anormais deste metabdlito no sangue podem estar relacionadas a diabetes, fator de risco
presente em alguns pacientes (Wishart et al., 2013). Por ultimo, a glutamina ja tem sido
correlacionada a ocorréncia de AVEi em diversos estudos, como a diminui¢cdo deste em
tecidos cerebrais de ratos com oclusdo da artéria cerebral média (Yang et al., 2012) e
também no plasma sanguineo de pacientes que sofreram AVEi (Jung et al., 2011). No
primeiro estudo foi proposto que esta diminuicdo nos niveis de glutamina esteja
relacionada com inibicdo do ciclo glutamato-glutamina, enquanto no Ultimo os autores
propuseram que possa estar relacionada com a regulacdo da expressao da proteina
fibrilar glial acida apos a isquemia.

Utilizou-se 0 muma em uma tentativa de quantificar a separacdo e unir a parte
alifatica do espectro de noesyprld (6 0,4 a 4,0) com a parte aromética (6 6,5 a 9,0) do
espectro de cpmgprld, unindo assim as partes que mais mostraram discriminacao
(Tabela 7). Para ambos se utilizou o0 método avancado de bucketing e o escalamento em
relacdo a intensidade total dos sinais ao se construir a tabela de dados no AMIX. N&o
foram considerados buckets com menos de 2% de variancia explicada. A unido dos
dados dos dois conjuntos foi feita no Excel ao se construir a tabela de dados, a qual foi
transformada para o formato .csv e utilizada no muma. Esta andlise foi realizada para o
conjunto incluindo todas as amostras A1 do grupo AVEI, trombdlise e ndo-trombdlise,

versus as amostras C1 de controle. O resultado da analise por PCA foi bastante
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satisfatorio, sendo a melhor separagéo obtida para PC2 versus PC5 para escalamento
range sem normalizac&o, que obteve valor-p calculado a partir de testes F de 1,11x10™ e
variancia total explicada de 15,0%. Buscando otimizar ainda mais a separacao, realizou-
se a andlise por OPLS-DA, a qual apresenta maior capacidade de separacao (Trygg e
Wold, 2002). O resultado € apresentado na Figura 34, na qual se observa discriminacao

parcial entre 0s grupos, superior ha obtida no AMIX.
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Figura 34: Gréficos de escores e S-plot das analises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de *H das amostras Al de pacientes que sofreram AVEi (preto) e
amostras C1 de controle (vermelho) considerando a regido de 0,4 a 4,0 ppm do espectro
obtido com a sequéncia de pulso noesyprld e a parte aromatica (6 6,5 a 9,0) do espectro

obtido com a sequéncia de pulso cpmgprld. Analises realizadas ho muma.

A analise univariada resultou em um numero muito maior de variaveis
significantes do que o observado no AMIX, conforme se observa no gréfico Volcano
(Figura 35). Estes incluiram: & 0,81-0,85; 1,01; 1,22; 1,23; 1,28; 1,29; 1,47; 1,92; 2,05;
2,06; 2,14; 2,23; 2,36-2,38; 3,06; 3,21; 3,22; 3,26; 3,27, 3,36; 3,58; 3,59; 3,64, 3,65; 3,77;
3,78; 6,73; 6,74; 6,90; 6,91, 6,94; 6,95; 7,01, 7,03; 7,06; 7,11; 7,13; 7,16, 7,18; 7,23; 7,25;
7,27-7,29; 7,31; 7,38; 7,40; 7,45; 7,62; 7,64; 7,65; 7,74; 7,76; 7,77; 7,80-7,82; 8,23; 8,33;
8,47. Referem-se aos compostos: colesterol, isoleucina, lipideos e lipoproteinas, alanina,
acetato, glicoproteina, piruvato, glutamina, colina, a e B-glucose, fenilalanina, tirosina,
histidina, formato e outros compostos nado identificados. Outra grande ajuda s&o o0s
Boxplots, que mostram a média e desvio padrdo das integrais das variaveis em cada
grupo, o que permite perceber quais metabdlitos estdo em maior intensidade em cada
grupo. Isto € de especial ajuda nos casos em que a discriminacdo observada é apenas
parcial, e, portanto, apenas a analise dos graficos de loadings ndo é suficiente para

definir os metabdlitos que sofreram as maiores alteracdes nos grupos analisados. Por
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exemplo, a Figura 36 mostra os graficos de Boxplot para algumas variaveis apresentadas
como significantes. As variaveis 6 0,82, 1,01 e 3,22 referentes a colesterol, isoleucina e
colina, respectivamente, estdo em maior quantidade nas amostras de controle enquanto
a variavel & 8,47 referente ao formato estd presente em maior concentragdo nas
amostras de AVEi. A maior variacdo foi para a colina, com uma diferenca entre as médias
de aproximadamente 0,05, enquanto as demais apresentaram diferencas entre as médias
dos dois grupos de no maximo 0,02. Estas observacbes confirmaram as observacoes ja
feitas a respeito de colina e isoleucina sofrerem diminuicdo da concentracao sérica apos
0 AVEIi. No entanto, quanto ao colesterol era esperado estar em maior quantidade nas
amostras de AVEI, ja que altos niveis de colesterol sdo um fator de risco do AVEi. Porém,
h& relatos na literatura que também reportam a diminuicdo nos niveis de colesterol apés
0 AVEi (Laborde et al.,, 2011), estando até mesmo associado com bom prognostico.
Também se observou o0 aumento nos niveis de formato apés o AVEi. Embora este nédo
tenha sido considerado como significantes nas andlises no AMIX, Jung e colaboradores
(2011) observaram diminuicdo similar ao se analisar amostras de plasma de pacientes
que sofreram AVEi. Este aumento foi atribuido a deficiéncia de &cido félico e
hiperhomocisteinemia, a qual tem sido relacionada a AVE, doencas cardiovasculares e
deméncias (Jung et al., 2011, Wishart et al., 2013). Elevados niveis de formato podem

acelerar o metabolismo de acidose ap6s o AVE (Jung et al., 2011).
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Figura 35: Gréfico Volcano das comparacdes entre as amostras Al de pacientes que
sofreram AVEi e amostras C1 de controle. Variaveis sao coloridas de acordo com um

limite duplo, incluindo o valor maximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores
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de 1,2 e 0,8, respectivamente. Variaveis significantes séo coloridas em azul e as nédo

significantes em cinzas.
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Figura 36: Boxplots dos buckets centrados em 0,82, 1,01, 3,22 e 8,47 (de baixo para
cima) das andlises entre amostras Al de pacientes que sofreram AVEi (preto) e amostras
C1 de controle (vermelho). O boxplot representa o valor médio (linha cinza dentro da
caixa), o desvio padrao (limites da caixa), a faixa de valores (linha pontilhada) e as

amostras andbmalas (circulos acima e abaixo da caixa).

Embora o nimero de amostras de controle tenha sido muito menor que o ideal
devido a problemas ocorridos nas coletas, ainda assim pode-se observar um potencial de
se utilizar a técnica de RMN de *H no diagndstico do AVEi ja nas primeiras horas. Ainda

gque a discriminacéo obtida ndo tenha sido tdo satisfatéria quanto a apresentada por Jung



RESULTADOS E DISCUSSAO 143

e colaboradores (2011), a maior parte dos metabdlitos encontrados como possiveis
biomarcadores foi condizente entre os dois trabalhos. Também se apresentou mais uma
alternativa para a analise quimiométrica que é a unido de parte de diferentes espectros.
Isto permite analisar em conjunto as regides com maior numero de informacdes obtidas

em espectros do mesmo nucleo adquiridos com diferentes sequéncias de pulso.

4.1.6.6.2 Anélise dos espectros de RMN de *P{*H}

Na andlise dos pacientes ndo-trombdlise as analises quimiométricas dos
espectros de RMN de *'P{*H} mostraram discriminacdo para as amostras A7 dos
pacientes nao-trombolise comparados aos pacientes C1 controle ao se considerar a
regido de & 0,00-7,00 com buckets de 1,40 ppm, 0 que permite comparar a integracao as
duas regides de sinais © 1,40-2,80 e & 4,20-5,60. As demais regides do espectro de RMN
de *P{*H} que contém apenas ruido foram eliminadas por se considerar um valor minimo
de variancia explicada dos buckets ao se realizar a PCA, no caso de 38%. Neste caso o
resultado foi mais bem visualizado através dos graficos obtidos por PCA e é apresentado
na Figura 37A, sendo que o grafico de escores mostra discriminacdo em PC1, com a
maior parte das amostras de AVEi em escores positivos de PC1l e as amostras de
controle em escores negativos de PC1. Comparando com o grafico de loadings de PC1
(Figura 37B) percebe-se que as amostras de AVEi apresentaram os sinais em 0 4,2-5,6
referentes a P; em maior intensidade, ao passo que as amostras de controle
apresentaram o conjunto de sinais em & 1,4-2,8 em maior intensidade, referentes a PCol
e a sobreposicdo dos fosfolipideos PE e SM. A andlise estatistica de significancia
resultou em um valor-a de Bonferroni corrigido de 0,025, e ambos buckets foram
considerados significantes (5 4.90, valor-p = 8.15x10%; & 2.10, valor-p = 9.55x10°®).
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Figura 37: Grafico de escores de PCL1 versus PC2 referentes aos espectros de RMN de

31p{*H} das amostras A7 de pacientes que sofreram AVEi (A) ndo-trombdlise e (C)
trombolise (preto) e amostras C1 de controle (azul). (B e D) Graficos de loadings de PC1

respectivos. Elipses mostram niveis de confianca de 95%. Analises realizadas no AMIX.

Andlises similares foram realizadas com os espectros de RMN de *P{*H} dos
pacientes trombdlise, porém a discriminacdo entre os grupos doente e controle nao foi
tdo clara como para as analises dos pacientes ndo-trombdlise (Figura 37C). Portanto, se
utilizou o muma para uma melhor avaliacdo das discriminac@es observadas. Para isto a
matriz de dados foi construida no AMIX considerando as regifes 6 1,4-2,8 e & 4,2-5,6,
divididas em buckets de 0,04 ppm. As andlises no muma foram realizadas com
normalizacdo e sem imputacao.

Com respeito as analises das amostras dos pacientes nao-trombdlise e controle, a
melhor separagéo foi obtida para PC2 versus PC3 com escalamento pareto, a qual
apresentou valor-p calculado a partir de testes F de 1,55x10™ e variancia total explicada
de 33,0%. Por sua vez, a andlise com as amostras dos pacientes trombdlise e controle
obteve a melhor separacdo para PC1 versus PC2 para escalamento vaste, com valor-p
calculado a partir de testes F de 1,99x10° e variancia total explicada de 41,2%. Foram
também realizadas analises por OPLS-DA e o resultado é apresentado na Figura 38.
Conforme se observa, a discriminagdo entre pacientes nao-trombdlise e controle

continuou a ser superior & discriminagao entre pacientes trombdlise e controle.
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Pacientes nao-trombdlise
OPLS-DA score scatter plot

versus Pacientes de controle
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Figura 38: Grafico de escores e S-plot das andlises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de *'P{'H} das amostras A7 de pacientes que sofreram AVEi (ndo-
trombdlise) (preto) e amostras C1 de controle (vermelho) (acima) e as amostras A7 de
pacientes que sofreram AVEi (trombdlise) (preto) e amostras C1 de controle (vermelho)

(abaixo). Analises realizadas no muma.

Adicionalmente foram realizadas andlises univariadas para melhor visualizacao
das alteracdes nas variaveis entre os dois grupos considerados. Os gréficos Volcano
resultantes (Figura 39) mostraram que tanto no caso dos pacientes ndo-trombolise como
trombolise os buckets em & 4,94 e 4,98 sdo altamente significantes, seguidos dos
buckets em & 1,70 e 2,34. Analisando os Boxplots (Figura 40) confirma-se que os buckets
em O 4,94 e 4,98, atribuidos a P;,, estdo em maior intensidade nas amostras dos

pacientes que sofreram AVEi do que nos pacientes controle. No entanto, esta diferenca é
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de cerca de 0,05 entre as médias dos valores entre pacientes ndo-trombdlise e controle e
menor que 0,02 entre pacientes trombdlise e controle. Os buckets centrados em & 2,34,
correspondente a PE e SM, e em ® 1,70, referente a PCol, apresentaram maiores
intensidades no grupo controle em ambos casos. O bucket em & 2,34 apresentou
diferenca entre as médias um pouco maior de 0,005 entre os grupos e o bucket em &
1,70 de cerca de 0,02 para ambos 0s grupos. Percebe-se assim que o metabdlito
responsavel pela maior discriminacdo do grupo nao-trombdlise em relacdo ao grupo
trombolise é P;.

Portanto, compararam-se o0s grupos trombdlise e ndo-trombdlise, porém néo se
observou discriminacgdo satisfatoria nas andlises por PCA, tanto no AMIX como no muma.
Coerentemente, o gréfico Volcano correspondente (Figura 39C) ndo apresentou variaveis
significantes. Portanto, a diferenca observada entre pacientes que sofreram AVEIi,
independentemente do tratamento recebido, e controle é maior do que entre os pacientes

trombdlise e ndo-trombolise.
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Figura 39: Gréficos Volcano das comparacdes entre os espectros de RMN de *'P{'H}
das amostras de soro sanguineo dos pacientes (A) ndo-trombdlise e controle, (B)
trombdlise e controle, (C) ndo-trombdlise e trombdlise. Variaveis sao coloridas de acordo
com um limite duplo, incluindo o valor-p méaximo de 0,05 e limite positivo e negativo de
valores de 1,2 e 0,8, respectivamente. Varidveis significantes séo coloridas em azul e as

nao significantes em cinzas.
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Figura 40: Boxplots dos buckets centrados em 1,70, 2,34, 4,94 e 4,98 (de baixo para
cima) das analises entre pacientes ndo-trombdlise versus controle (coluna da esquerda) e

entre pacientes trombdlise versus controle (coluna da direita). O boxplot representa o
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valor médio (linha cinza dentro da caixa), o desvio padrao (limites da caixa), a faixa de

valores (linha pontilhada) e as amostras andmalas (circulos acima e abaixo da caixa).

Com respeito aos metabdlitos encontrados nas analises dos espectros de RMN de
$1p{*H}, um estudo do metabolismo energético cerebral por meio de RMN de *'P in vivo
em gatos com oclusédo da artéria cerebral média revelou aumento nos niveis de P; em
especial no caso de AVE agudo, tanto durante a ocorréncia do AVEi como nos periodos
de recuperacao. Este foi acompanhado pela diminuicdo nos niveis de ATP, sendo que a
degradacdo de ATP gera ADP, AMP e fosfatos inorganicos livres (Komatsumoto e col.,
1987). Estudo similar do metabolismo energético e o pH do cérebro ao ocorrer isquemia
cerebral focal em humanos também mostrou aumento significativo de P; e reducéo de
ATP na presenca de acidose cerebral (Levine e col., 1992). A degradacao de ATP celular
€ um fenbmeno comum causado por estresse ou por fatores enddégenos como através de
enzimas hidroliticas, resultando em aumento dos niveis de P; no soro sanguineo,
conforme observados em ratos apds exposicdo ao frio (Haque e Shima, 2006). Estas
observacdes podem justificar o fato dos fosfatos inorgénicos (P;) terem sido encontrados
em maior intensidade nas amostras de sete dias de AVEi de pacientes ndo-trombdlise em
relacdo as amostras de controle.

Por sua vez, os espectros de RMN de *P{'H} das amostras de controle
apresentaram o conjunto de sinais correspondentes a PCol e a sobreposicédo de PE e SM
em maior intensidade em relagdo as amostras de AVEi. Isto concorda com dados da
literatura que as células cerebrais perdem PCol e SM além de outros fosfolipideos em
decorréncia da isquemia (Rao e col., 2002; Chen e col., 2012), e também com o resultado
obtido a partir das andlises dos respectivos espectros de RMN de 'H em que se
encontraram maiores concentracdes de colina, que inclui PCol, nas amostras de
pacientes de controle.

Esta foi a Gnica analise quimiométrica dos espectros de RMN de *P{*H} dentre as

realizadas em que se observou discriminagéao.

4.1.6.6.3 Principais metabdlitos encontrados

Os metabdlitos que apresentaram maiores variacdes nas concentracdes nas
amostras Al, Alt e A7 em relacdo as amostras C1 estdo apresentados na Tabela 8
juntamente da variacdo encontrada. Nota-se que alguns metabdlitos estéo relacionados a
mecanismos desencadeados pelo estresse, podendo, portanto estar apresentando
variagdes devido ao estresse decorrente da ocorréncia do AVEi e talvez ndo diretamente

a doenca.
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Tabela 8: Principais metabdlitos que sofreram alteracbes em suas concentra¢des apos o
AVEi.

Metabdlito Variacdo * | Possiveis vias metabolicas afetadas

Colesterol ! Relatos na literatura também reportam a diminuicéo
nos niveis de colesterol apds o AVEi (Laborde et al.,
2011), estando até mesmo associado com bom

prognastico.

Leucina ! Metabolismo de estresse, energético e muscular. Em
situacdes de estresse requerem proporcionalmente

mais leucina (Wishart et al., 2013; Jung et al., 2011).

Isoleucina ! Metabolismo de estresse, energético e muscular. Em
situagdes de estresse requerem proporcionalmente
mais isoleucina (Wishart et al., 2013; Jung et al.,
2011).

Alanina 1 Encontrado em maiores concentracdes em tecidos
cerebrais de ratos com oclusdo da artéria cerebral
(Chen et al., 2012). N&o se encontrou se encontrou
quais possiveis vias metabdlicas estdo sendo

afetadas pelo AVEi.

Acetoacetato 1 Ainda néo correlacionado com fatores diretamente
ligados com o AVEi, porém concentragfes anormais
deste metabdlito no sangue podem estar
relacionadas a diabetes, fator de risco presente em

alguns pacientes (Wishart et al., 2013).

Piruvato 1 Metabolismo energético, sendo produzido na glicélise
anaerbbica da glucose sérica, aumentando, portanto
sua producdo em situagbes em que 0O o0xigénio

disponivel diminui (Jung et al., 2011).

Glutamina 1 Relacionado com a inibigdo do ciclo glutamato-
glutamina (Yang et al., 2012) e com a regulacdo da
expressdo da proteina fibrilar glial acida apos a

isquemia (Jung et al., 2011).

Glucose 1 Pode estar relacionada a elevacdo deste metabolito
na extremidade da regido isquémica e na diminuicao

da utilizacdo de glucose pelas células cerebrais
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(Yang et al., 2012) ou a dislipidemia (Wishart et al.,
2013).

Colina e derivados l

Células  cerebrais perdem fosfolipideos em
decorréncia da isquemia (Rao e col., 2002; Chen e
col., 2012).

Fosfatidiletanolamina !

Células  cerebrais perdem fosfolipideos em
decorréncia da isquemia (Rao e col., 2002; Chen e
col., 2012).

Esfingomielina !

Células cerebrais perdem fosfolipideos em
decorréncia da isquemia (Rao e col., 2002; Chen e
col., 2012).

Fosfatos inorgénicos 1

Resultante da degradacdo de ATP celular, fendmeno
causado por estresse ou por fatores enddégenos como
através de enzimas hidroliticas (Komatsumoto e col.,
1987; Levine e col., 1992; Haque e Shima, 2006).

Fenilalanina 1

Compete com valina, leucina e isoleucina no

metabolismo cerebral (Wishart et al., 2013).

Tirosina !

N&o se encontrou relagdo com o AVEi ou fatores de

risco.

Histidina !

N&o se encontrou relagdo com o AVEi ou fatores de

risco.

Hipoxantina 1

N&o se encontrou relacdo com o AVEi ou fatores de

risco.

Formato )

Relacionado a deficiéncia de acido folico e
hiperhomocisteinemia, a qual tem sido relacionada a
AVE, doengas cardiovasculares e deméncias (Jung et
al., 2011, Wishart et al., 2013). Elevados niveis de
formato podem acelerar o metabolismo de acidose
apos o AVE (Jung et al., 2011).

'Aumento (1) ou (]) diminuicdo nas concentracdes do metabdlito nas amostras de

pacientes que sofreram AVEi em relacdo aos pacientes de controle.
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4.1.6.7 Discriminacdo entre amostras de pacientes q ue receberam ou néo

tratamento trombolitico

Visto a necessidade de se determinar rapidamente quais pacientes devem
receber o tratamento trombolitico bem como para tentar perceber alguma diferenca na
composicao quimica do soro de pacientes tratados ou ndo com trombolitico, realizaram-
se andlises com as amostras de soro dos dois grupos apds a ocorréncia do AVEi. Estas
andlises se iniciaram pelas amostras Al e C1. No entanto, ndo se observou
discriminacdo significativa para nenhuma das analises realizadas, tanto para o0s
espectros de RMN de 'H como para *'P{'H}, e, portanto, ndo se pode indicar nenhum
metabdlito como indicativo da necessidade do trombolitico. Nas analises para os demais
periodos observou-se pequena discriminacdo parcial para alguns conjuntos de dados das
amostras A7, A30 e A90. Porém a analise estatistica de significancia destas andlises
mostrou nenhum ou poucos buckets significantes. Portanto, estes conjuntos de dados
foram submetidos a analise no muma apds o0 modo de escalamento ser alterado para
soma das intensidades totais e consideradas as variaveis com no minimo 5% da
variancia explicada.,

O conjunto de dados considerando a regido aromatica (& 6,5-9,0) no caso dos
espectros de RMN de *H adquiridos com sequéncia de pulso cpmgprld, das amostras A7
obteve-se a melhor discriminacédo para PC2 versus PC7 com escalamento vaste, sendo
gue os resultados com e sem normalizacdo foram muito semelhantes. Obtendo-se valor-p
calculado a partir de testes F de 6,39x10™° e variancia total explicada de 6,7%. Embora a
variancia explicada seja pequena, o grafico de OPLS-DA apresentou discriminacao
parcial (Figura 41). Apés andlise univariada, apenas uma variavel mostrou ser significante
em O 8,24, sinal nao atribuido. Os buckets considerados na analise foram: & 6,73; 6,74;
6,82; 6,83; 6,89-6,91; 6,93-6,96; 6,98-7,01; 7,03-7,07; 7,09; 7,11-7,14; 7,16; 7,18-7,23;
7,25; 3,27-7,31; 7,33-7,37; 7,39-7,41; 7,43; 7,45-7,47; 7,49-7,51; 7,61-7,63; 7,65; 7,68;
7,69; 7,71-7,81; 8,17-8,21; 8,23; 8,24, 8,32; 8,34; 8,47; 8,48. Além de diversos sinais ndo
atribuidos, estes incluiram tirosina, histidina, fenilalanina, hipoxantina e formato. A Figura
42 mostra como estas substancias variaram entre os grupos. Percebe-se que enquanto a
tirosina e hipoxantina apresentaram intensidades um pouco maiores para 0 grupo nao-

trombdlise, as demais foram similares em ambos 0s grupos.
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Figura 41: Gréficos de escores e S-plot das analises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de *H das amostras A7 de pacientes que sofreram AVEi trombdlise

(preto) e nao-trombolise (vermelho). Analises realizadas no muma.
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Figura 42: Boxplots dos buckets centrados em & 6,90, 7,37, 7,76, 8,20 e 8,48 das

analises entre pacientes ndo-trombdlise (vermelho) versus pacientes trombdlise (preto).

O boxplot representa o valor médio (linha cinza dentro da caixa), o desvio padréo (limites
da caixa), a faixa de valores (linha pontilhada) e as amostras anémalas (circulos acima e

abaixo da caixa).
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Para as amostras A30 e A90, utilizou-se a analise dos espectros de RMN de H
adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld da regido alifatica & 0,4-4,0. As
separacdes obtidas foram inferiores as da andlise anterior, conforme se observa no
gréfico de OPLS-DA (Figuras 43 e 44). No caso das amostras A30 (Figura 43), o melhor
resultado foi para PC1 versus PC4 com escalamento auto e sem normalizacdo. Obteve-
se discriminacdo parcial com valor-p calculado a partir de testes F de 9,08x10° e
variancia total explicada de 46,0%. No entanto, conforme observado no grafico Volcano
(Figura 44), diversos buckets foram significantes: & 2,02; 3,25; 3,27; 3,41; 3,42; 3,44;
3,45; 3,47, 3,48; 3,50; 3,53-3,55; 3,71; 3,73; 3,74, 3,76; 3,78; 3,79; 3,83; 3,84, 3,89; 3,93,

3,94, referentes a glicoproteina e a e B-glucose.
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Figura 43: Gréficos de escores e S-plot das analises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de *H das amostras A30 de pacientes que sofreram AVEi trombolise

(preto) e nao-trombolise (vermelho). Analises realizadas no muma.
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Figura 44: Gréfico Volcano das comparacdes entre os espectros de RMN de *H das
amostras A30 de soro sanguineo dos pacientes ndo-trombolise e trombdlise. Variaveis
séo coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor maximo de p de 0,05 e

limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8, respectivamente. Variaveis significantes

séo coloridas em azul e as néo significantes em cinzas.

Quanto a andlise das amostras A90, o melhor resultado foi para PC2 versus PC5
com escalamento range e com normalizacdo. Obteve-se valor-p calculado a partir de
testes F de 6,96x10™ e variancia total explicada de 19,5%. No entanto, observando o
grafico de OPLS-DA (Figura 45) percebe-se grande sobreposi¢do entre os grupos. Ainda
assim os buckets em 6 0,87; 1,22; 3,05; 3,78; e 3,82 foram significantes.

Portanto, a melhor discriminacao foi para as amostras de sete dias apés o AVEi,
amostras A7, sendo que apenas neste periodo € possivel notar discriminacao
significativa nas analises no muma. Considerando que o trombolitico € administrado nas
primeiras horas apds o AVEi, seu efeito ndo foi notado nas primeiras 24 horas, mas apoés
sete dias percebe-se um potencial efeito do trombolitico, deixando de ser notado nos
periodos a frente. Embora as diferencas entre as intensidades dos sinais tenha sido
pequena entre 0s grupos, estas observacdes podem auxiliar na compreensao dos efeitos

do tratamento.
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Figura 45: Graficos de escores e S-plot das andlises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de 'H das amostras A90 de pacientes que sofreram AVEi trombolise

(preto) e ndo-trombdlise (vermelho). Analises realizadas no muma.

4.1.6.8 Discriminacdo entre amostras de pacientes de acordo com a etiologia da

doenca

O AVEiI é normalmente dividido nas seguintes etiologias: cardioembodlica,
aterosclerética, pequenos vasos e causas criptogénicas (ou desconhecidas). Porém,
apenas cerca de 30% dos pacientes com AVEi tem a etiologia identificada. Assim,
biomarcadores podem melhorar a capacidade de identificar a etiologia nos casos
criptogénicos, e com isso permitir que o tratamento adequado seja iniciado o quanto
antes. Neste respeito, foram realizadas andlises de acordo com a etiologia considerando
apenas os pacientes trombdlise e incluindo os ndo-trombodlise. Nao foram feitas andlises
apenas com as amostras de pacientes nao-trombdlise devido ao pequeno nimero de
amostras com etiologia identificada neste grupo, sendo cinco no grupo aterosclerose,
dois no embdlico, um nas outras etiologias e dois com etiologia indefinida.

As andlises quimiométricas com os espectros de RMN de 'H ou *'P{'H} das
amostras A1 ndo mostraram discriminacdo entre os grupos aterosclerético, embolico,
outros e indefinido em nenhum caso, seja com todas as amostras ou apenas as amostras
de trombdlise. Variaram-se o0s parametros utilizados, porém sem sucesso. Uma
discriminacdo parcial foi observada quando considerado a regido aromatica dos
espectros de RMN de 'H adquiridos com sequéncia de pulso cpmgprld utilizando o
método avancado para constru¢cdo dos buckets apenas para os grupos embdlico e
aterosclerético. Porém apds analise estatistica de significancia, excluindo os buckets com
variancia menor que 35%, nenhum bucket apresentou valor-p menor que valor-a de

Bonferroni corrigido de P < 7,94x10™.
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A dificuldade em discriminar os pacientes segundo a etiologia por meio dos
espectros de RMN de H aumentou com o aumento do ndmero de pacientes. Isto indica
gue a variancia entre pacientes foi maior do que as diferencas decorrentes de cada
etiologia, ndo sendo possivel identificar metabdlitos que identifiquem com certeza uma

etiologia ou outra.

4.1.6.9 Discriminagdo entre amostras de pacientes de acordo com o prognostico

O prognostico ap6s o AVEI varia grandemente, sendo dependente de fatores
relacionados a cada paciente, tais como, severidade do AVEi e idade, além de potenciais
complicacgdes relacionadas ao AVEIi, como aumento da presséo intracranial e infecgoes,
estas muitas vezes evitaveis se previstas previamente (Meisel et al., 2012).
Biomarcadores que predigam o progndstico podem ser Uteis para monitorar a resposta a
terapias ou direcionar qual a melhor terapia para subgrupos especificos (Jickling et al.,
2011).

Este estudo do prognostico € especialmente importante para 0s pacientes
trombolise porque enquanto 50% dos pacientes que recebem tratamento trombolitico
conseguem a recanalizacdo completa ou parcial da artéria cerebral média, um terco
destes pacientes também apresenta agravamento neuroldgico. Além disso, existe o risco
do paciente desenvolver AVEi sintomatico, o que faz com que muitos médicos relutem
em aplicar o tratamento. Como nem todas as formas de AVEi sdo sintomaticas ou
danosas, um biomarcador que seja capaz de prever um prognostico ruim apés a
administracdo do trombolitico otimizaria a selecdo de pacientes que devem recebé-lo,
melhoraria a selecdo dos pacientes, a estratificacdo e a captacdo e gestdo de tratamento
(Hasan et al, 2012). At¢é o momento, pela metandlise conduzida por Hasan e
colaboradores (2012) apenas a glucose foi repetidamente associada com prognostico
ruim apds o AVEi e apds o tratamento trombolitico. Além disso, glutamato foi encontrado
como sendo um indicador de prognéstico progressivo, D-dimero como previsor de morte
ainda no hospital e altas concentracdes de fibrimogénio mostraram estar associadas a
prognostico ruim apos trés meses da ocorréncia do AVEi (Hasan e col., 2012). Glutamato
€ considerado um potencial biomarcador de AVEI, visto ser o neurotransmissor mais
abundante no cérebro, e é provavel que altas concentragcbes do mesmo indiquem a
extensdo do dano neurolégico e, portanto possa ser usado para prever novos AVEI
(Hasan et al., 2012), o que ndo ocorreu com nenhum dos pacientes deste estudo no
periodo em que foram acompanhados.

O progndstico dos pacientes foi dividido em precoce, intermediario e tardio,
classificados em bom e ruim conforme pontuag¢do na escala Rankin, conforme mostra o

Grafico 7. Foram consideradas as amostras A para tentar prever o prognostico jA nas
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primeiras horas utilizando os dados de prognostico precoce. Similarmente, foram
utilizadas as amostras A90, que equivalem ao periodo de trés meses ap0s o AVEi
juntamente com os dados de progndstico intermediario e as amostras E, coletadas apo6s
seis meses apo0s o AVEI, juntamente com os dados de progndstico tardio. As andlises
foram realizadas com as amostras de pacientes trombdlise e nao-trombolise
separadamente, tendo em vista resultados prévios, em que houve uma clara
discriminacdo entre as amostras de pacientes de trombdlise e ndo-trombdlise quando se
considerou apenas 0s pacientes com prognostico precoce ruim.

Iniciando as analises pelo progndstico precoce, ndo se observou discriminacao
entre as amostras Al dos pacientes tromboélise com progndstico bom e ruim,
independente do espectro ou parametros utilizados. A andlise equivalente com as
amostras dos pacientes ndo-trombdlise mostrou discriminacdo parcial entre prognostico
precoce bom e ruim com os espectros de RMN de *H. Porém, provavelmente devido ao
pequeno numero de amostras (trés pacientes para prognéstico bom e nove no ruim),
obteve-se gréficos de X-loadings inconclusivos, valores negativos de variancia explicada
em Y, buckets referentes a ruidos com alta variancia e valores de RMSECYV incoerentes,
por exemplo, RMSECYV igual a zero. Portanto, o resultado ndo se mostrou confiavel.
Como o numero de amostras A90 e A180 referentes aos pacientes ndo-trombolise eram
ainda menores que de amostras A (Figura 2), ndo se fez as analises para progndstico
intermediario e tardio, respectivamente.

Quanto as andlises referentes ao progndstico intermediario, as amostras A90 dos
pacientes trombdlise foram analisadas e foi observada a discriminacdo parcial entre as
amostras com progndstico bom e ruim, sendo que as amostras do paciente 72, de
progndstico ruim, ficaram agrupadas com as de bom prognoéstico (Figura 46A). Este
resultado foi obtido considerando a regido alifatica (6 0,4-4,0) dos espectros de RMN de
'H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld, e método especial de integracdo. Foi
obtido valor de RMSECYV de 0,044, variancia explicada em X de 97,5% e em Y de 89,5%.
Com os dados fornecidos pelo gréfico de X-loadings (Figura 46B), apenas um bucket em
0 1,27, o qual faz parte de uma regido referentes a lipideos, especialmente LDL e VLDL,
mostrou ser estatisticamente significante (valor-p = 5,60x10™), sendo o valor-a de
Bonferroni corrigido foi de p < 7,94x10™, determinado ap6s omitir buckets com menos de
20% de variancia. No estudo de Jung e colaboradores (2011), sinais de lipideos foram
encontrados em maior concentracdo em pacientes saudaveis, sendo aqui encontrado em

maior intensidade nos pacientes com prognadstico intermediario ruim.



RESULTADOS E DISCUSSAO 160

2.00 -
A e B 325
e °
E [ ]
1.50; Y
; ° .3%@-
3 ° 0.20
s o358
1.00 ¢ [ -337
= .. p
e o 3 5 o149
® =
(] ° 3
. 0.50_5 o
[ ) |
[ ] | - -
° -0.50 D0 0.50 1.00 O"SO O"ZS 3 O"ZS O'E%.ss
HH_\HH‘\HHOOO\:H\HHH‘H\HH’;‘HH H‘HHHH‘HH‘OLOO‘.‘%.Z‘G‘HHH‘HH‘HHHH
| [ ) |
° 3 . =
3 4.1.29
-0.50 0101 7m
[ ] - ®
3 14 3
o ° E‘ ° Py -
190 5 e -0.20 7
oo
° » .2528

Figura 46: (A) Gréfico de escores de PC1 (66,9%) versus PC2 (14,6%) discriminado os
espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld considerando a
regido de 6 0,4-4,0 das amostras A90 de pacientes trombdlise com prognostico
intermediario bom (preto) e ruim (azul). (B) Gréafico de X-loadings. Buckets considerados
como significantes (valor-p < valor a de Bonferroni corrigido) s&o coloridos em ordem
decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho. Buckets ndo significantes sdo

apresentados em preto.

As amostras A180 foram consideradas nas analises com os dados de progndstico
tardio, e observou-se discriminacdo entre as amostras com progndstico bom e ruim para
os espectros de RMN de 'H adquiridos com sequéncia de pulso cpmgprild, considerando
a regido aromatica (6 6,5-9,0) e 0 modo especial de integracdo. Porém apds andlise
estatistica de significancia nenhum bucket mostrou-se significante, determinados apds
omitir buckets que continham menos de 72% de variancia, e buckets em regides
excluidas, com valor-p abaixo do valor-a de Bonferroni corrigido foi de p < 2,82x10™.

As anélises dos trés periodos dos espectros de RMN de 'H adquiridos com a
sequéncia de pulso cpmgprld da regido de & 0,4-4,0 foram submetidas a andlise no
muma. No entanto, ndo se observou discriminacdo satisfatéria em nenhum dos casos.
Portanto, ndo foi possivel obter marcadores referentes ao prognaostico.

Com respeito aos pacientes que sofreram 6bito, destaca-se que, em uma andlise
visual, dois pacientes que sofreram Obito em menos de uma semana apds o AVEi
apresentaram perfis espectrais bem diferentes dos demais, até mesmo sendo
observados sinais que ndo foram encontrados em nenhum outro paciente, como mostra a
Figura 47. Dentre os sinais destacados, apenas os sinais referentes ao 3-hidroxibutirato,
presente no paciente 15 amostra Al, foi identificado. Este metabdlito € um corpo

cetbnico, cujas concentracdes sanguineas permitem monitorar a cetoacidose diabética
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em pacientes com diabetes mellitus, além de ja ter sido correlacionado a obesidade em
mulheres (Wishart e col., 2013).

Paciente 52A - Controle
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Figura 47: Espectros de RMN de 'H da amostra C1 do pacientes 52 (controle) e das
amostras Al dos pacientes 15 e 12 que sofreram 6bito em menos de uma semana apos
0 AVEiI. Espectros adquiridos com sequéncia de pulso cpmgprld com atribuicdes
segundo numeracao seguida pela Tabela 3. Acima regido de 1,1 a 4,2 ppm e abaixo de

6,6 a 8,6 ppm.

Portanto, para avaliar possiveis diferencas nas amostras dos pacientes que
sofreram Obito tanto de pacientes trombdlise como de nao-trombdlise, realizaram-se
analises quimiométricas entre as Ultimas amostras dos pacientes que sofreram 6bito e as
amostras C1 e C90 os pacientes de controle. Foram incluidos estes dois periodos para
corresponder ao periodo abrangido pelas amostras de 6bito, sendo este de até trés

meses apos 0 AVEi. Observou-se discriminacdo parcial, conforme apresentado na Figura
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48 para os espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld e
modo de integragao pela soma das intensidades absolutas. O valor de RMSECYV foi de
0,328, com variancia explicada em X de 97,2% e em Y de 65,5%. As amostras dos
pacientes 5A, 36D e 43B ficaram préximas as amostras de controle. Ainda assim, nota-se
uma discriminacdo em PC2, sendo que as amostras de O&bito encontram-se
especialmente em escores positivos de PC2. Os buckets estatisticamente significantes
foram & 2,05 (vermelho, valor-p = 6,75x10°), 2,06 (vermelho, valor-p = 8,26x107°), 2,07
(verde, valor-p = 3,19x10™) e & 2,08 (azul, valor-p = 4,34x10™) e 3,65 (azul, valor-p =
2,84x10™), 3,71 (vermelho, valor-p = 3,14x10) e 3,72 (vermelho, valor-p = 3,33x10°), os
quais se encontram em maiores intensidades nas amostras de ébito (Figura 48B). O
valor-a de Bonferroni corrigido foi de p < 2,82x10™ determinado ap6s omitir buckets que
continham menos de 30% de variancia e comparando as amostras de controle com as
demais. Analisando os espectros, os sinais em & 2,05-2,08 englobam sinais de lipideos
de glicoproteinas, enquanto os sinais em & 3,65, 3,71 e 3,72, referem-se a regido de
sobreposicdo de sinais de etanol, e especialmente de aclUcares como a e B-glucose,
sendo que estes podem fazer parte da prépria glicoproteina. Todos 0s sinais estdo em
maior intensidade nas amostras dos pacientes que sofreram 6bito. Nado se encontrou uma
explicacdo para correlacionar glicoproteinas com a ocorréncia do AVEi. Pela andlise do
gréfico de X-loadings (Figura 48B) nota-se que sinais em & 0,82-0,88, 1,23-1,26 e 3,22,
referentes a colesterol, lipideos e colina, embora ndo significantes, estdo em maior

intensidade nas amostras de controle.
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Figura 48: (A) Gréfico de escores de PC1 (91,2%) versus PC2 (3,0%) discriminado os
espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprild considerando a
regido de 6 0,4-9,0 das amostras de pacientes trombdlise (preto) e ndo-trombolise (azul)
que sofreram 6Obito e dos pacientes de controle (verde). (B) Gréfico de X-loadings.

Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de Bonferroni corrigido) sédo
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coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho. Buckets

nao significantes sdo apresentados em preto.

A mesma anadlise considerando a regido aromatica (6 6,5-9,0) dos espectros de
RMN de 'H com sequéncia de pulso cpmgprld e o método avancado de construgéo de
buckets, também apresentou discriminacdo parcial (Figura 49A), embora nao tao
significativa quanto a anterior. O valor de RMSECYV foi de 0,322, com variancia explicada
em X de 54,7% e em Y de 58,3%. Conforme o grafico de X-loadings (Figura 49B), os
buckets significantes foram & 7,32 (vermelho, valor-p = 1,33x10°) e 7,34 (verde, valor-p =
4,17x10™), em maior intensidade nas amostras dos pacientes que sofreram 6bito, e
referem-se & fenilalanina. O valor-a de Bonferroni corrigido foi de valor-p < 6,58x10™
determinado apo6s omitir buckets que continham menos de 15% de variancia. A
fenilalanina também sofreu alteracfes significativas ao se comparar os pacientes de AVEi

ndo-trombolise com os pacientes de controle.
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Figura 49: (A) Gréfico de escores de PC1 (22,8%) versus PC2 (15,6%) discriminado os
espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld considerando a
regido de 6 6,5-9,0 das amostras de pacientes trombolise (preto) e ndo-trombolise (azul)

que sofreram 6bito e dos pacientes de controle (verde). (B) Gréfico de X-loadings.

Buckets considerados como significantes (valor-p < valor a de Bonferroni corrigido) sédo

coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho. Buckets

nao significantes sdo apresentados em preto.

As analises no muma resultaram em 6timo valor de separacdo entre as amostras
dos pacientes que sofreram Obito, desta vez sem separar trombdlise e ndo-trombdlise, e

0s pacientes de controle. A analise foi realizada unindo os dados de buckets da parte
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alifatica (& 0,4-4,0) os espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso
noesyprld com a parte aromética (& 6,5-9,0) dos espectros adquiridos com a sequéncia
de pulso cpmgprld, utilizando modo avancado de bucketing, escalamento em relacdo a
intensidade total dos sinais e considerando varidveis com no minimo 5% da variancia
explicada. Obteve-se valor-p calculado a partir de testes F de 7,10x10™ e variancia total
explicada de 13,3% para PC3 versus PC6 com escalamento pareto. A analise por
OPLSDA ¢é apresentada na Figura 50, mostrando a discriminagdo entre grupo controle e
pacientes que sofreram Obito. Diversos buckets foram significantes, conforme mostra o
grafico Volcano (Figura 51). Estes incluiram: & 0,63; 0,66; 0,68; 0,70; 0,75; 0,76; 0,95-
0,97;1,12; 1,14, 1,15; 1,20; 1,24; 1,25; 1,28, 1,48; 1,53; 1,54, 1,57; 2,02; 3,23; 3,56; 3,58;
3,66, 3,68; 3,69; 3,82; 6,71, 6,74, 7,03; 7,06; 7,22; 7,31, 7,32; 7,38; 7,40-7,43; 7,57. Estes
se referem a colesterol, lipideos e lipoproteina, alanina, glicoporteina, a e B-glucose,
fenilalanina e outros compostos nédo identificados. A variacdo de alguns destes buckets
entre 0os grupos é mostrada pelos Boxplots na Figura 2 Percebe-se que as variagfes
foram pequenas, sendo que colesterol e alanina estdo em maior quantidade nos
pacientes controle e a-glucose e fenilalanina em maior quantidade nas amostras dos
pacientes que sofreram 6bito. Dentre estes, a glucose ja foi repetidamente associada
com prognéstico ruim apés o AVEi e apoés o tratamento trombolitico (Hasan et al., 2012).
Embora ndo se encontrou correlagfes metabolicas que justifiquem as alteracdes de cada
um destes metabolitos, estes podem ser indicativos para estudos futuros em busca de

encontrar marcadores que indiquem o potencial de 6bito apds o AVEi.
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Figura 50: Graficos de escores e S-plot das andlises por OPLS-DA referentes aos
espectros de RMN de 'H das amostras de pacientes que sofreram AVEi com 6bito (preto)

e pacientes de controle (vermelho). Andlises realizadas no muma.
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Figura 51: Gréfico Volcano das comparacdes entre os espectros de RMN de *H das
amostras de pacientes que sofreram AVEi com 6bito (preto) e pacientes de controle
(vermelho). Variaveis sao coloridas de acordo com um limite duplo, incluindo o valor
méximo de p de 0,05 e limite positivo e negativo de valores de 1,2 e 0,8,
respectivamente. Variaveis significantes sé@o coloridas em azul e as néo significantes em

cinzas.
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Figura 52: Boxplots dos buckets centrados em & 0,68, 1,48, 3,82 e 7,38 das analises
entre pacientes que sofreram AVEi com 6bito (preto) e pacientes de controle (vermelho).
O boxplot representa o valor médio (linha cinza dentro da caixa), o desvio padréo (limites
da caixa), a faixa de valores (linha pontilhada) e as amostras anémalas (circulos acima e

abaixo da caixa).

4.2 Modelos de classificacdo das amostras de soro

Os conjuntos de dados formados a partir dos espectros de RMN de *P{*H} das
amostras A7 de pacientes que sofreram AVEi e amostras A de pacientes de controle
foram utilizados para construir modelos de classificacdo pelo método SIMCA para se
avaliar a capacidade de se prever novas amostras. Estes conjuntos foram escolhidos por
terem sido os unicos a apresentarem discriminacdo nas analises por PCA (Segéo
4.1.6.6.2), a partir da qual os modelos sdo desenvolvidos. As analises foram realizadas

no AMIX ja que o muma ndo possui ferramentas de classificacdo. Os conjuntos de
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amostras de pacientes trombdlise e ndo-trombolise foram considerados separadamente.
Cada modelo foi construido com 80% das amostras e as demais 20% foram utilizadas
para previsdo. A partir dos resultados calcularam-se os valores de sensibilidade, ou seja,
a porcentagem de quantas amostras do grupo doente foram previstas como doentes; e
de especificidade, que representa a porcentagem de amostras controle que foram
previstas como tal. O método SIMCA classifica as amostras em um de quatro grupos:
zero, um, dois e trés, sendo no modelo, fora da elipsoide de confianca, significativamente
fora do espaco do modelo e totalmente fora do modelo, respectivamente.

O modelo de classificac@o considerando as amostras de pacientes nao-trombolise
e controle resultou em sensitividade e especificidade de 100%, visto todas as amostras
terem recebido classificacdo zero. Conforme mostra a Figura 53 todas as amostras foram
corretamente classificadas em seus respectivos grupos. Por outro lado, o modelo
formado pelas amostras trombdlise e controle apresentou sensitividade de 85,7% e
especificidade de 100%, visto que um par de duplicatas das amostras de pacientes
trombolise foi classificado como um, fora da elipsoide de confiangca, o que é claramente
visto na Figura 53. Portanto, embora o nimero de amostras tenha sido pequeno, os
valores de sensibilidade e especificidade obtidos foram muito satisfatorios, revelando

grande potencial da técnica em prever a ocorréncia do AVEi.
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Figura 53: Graficos de PC1 versus PC2 obtidos da classificacdo pelo método SIMCA a
partir das analises por PCA de espectros de pacientes que sofreram AVEi (triangulos
vermelhos) e pacientes de controle (triangulos laranjas). Amostras utilizadas para
classificacdo séo representadas como circulos azuis no caso das amostras de pacientes
que sofreram AVEi e como circulos verdes para amostras de controle. Elipsoides com

nivel de confianca de 95% geradas pelo AMIX.
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Os demais conjuntos ndo foram utilizados para construcdo de modelos de
classificagdo ou predicdo devido a baixa discriminacdo apresentada nas analises por

PCA e/ou ao pequeno nimero de amostras envolvida.
4.3 Andlise das amostras de plasma sanguineo

4.3.1 Estabelecimento do método de preparo das amostras d e plasma sanguineo

Amostras de plasma foram coletadas dos pacientes paralelamente as amostras de
soro, com a diferenca que o plasma é armazenado em tubo contendo anticoagulante
EDTA apoés a coleta e centrifugados, enquanto o soro € armazenado em tubos estéreis
sem anticoagulante e centrifugados, conforme explicado na sec¢éo 1.3.

As amostras foram preparadas similarmente as de soro para poder comparar 0s
resultados obtidos, tendo-se usado aliquotas de plasma sanguineo de 400 pL e o volume
completado para 600 pL pela adicdo de uma solugdo de D,O contendo TMSP-d4 0,5%
m/v, seguidos de centrifugacdo e transferéncia de aliquotas de 500 pL diretamente para
tubos de RMN de 5 mm sendo cada amostra analisada em duplicata.

O dunico fator testado foi o tempo de centrifugacdo. Para tanto se realizaram
centrifugacdes por diferentes tempos e observou-se se ocorreu formacdo de depdsito.
Iniciou-se com centrifugacdo por dez minutos a 2000 x g e foi observou formacédo de
precipitado em uma das seis amostras utilizadas para teste. Repetiu-se o procedimento
por 15 e 20 minutos, e em nenhum dos casos ocorreu aumento ou aparecimento de

depdsito. Fixou-se entdo o tempo de centrifugacdo como 10 minutos.

4.3.2 Aquisicdo dos espectros de RMN das amostras de plas  ma sanguineo

4.3.2.1 Determinacdo das sequéncias de pulso e procedimento s utilizados para
aquisicao dos espectros de RMN

As mesmas sequéncias de pulso utilizadas para analise das amostras de soro
foram também utilizadas para as analises de amostras de plasma, com parametros
idénticos. Foram estas: noesyprld e cpmgprld utilizados para aquisicdo dos espectros
de RMN de *H e zppg30 para a aquisicdo do espectro de RMN de *'P{'H}.

Além disso, a mesma temperatura utilizada para as andlises das amostras de
soro, de 303 K, foi utilizada para as analises das amostras de plasma. Fez-se o ajuste do
shimming utilizando como a ferramenta do programa TOPSPIN chamada TOPSHIM,
como no caso de amostras de soro. Antes da aquisicdo dos espectros de RMN de *H, foi
procedido o ajuste manual da frequéncia do sinal da agua para melhor saturacdo do

mesmo, conforme descrito na se¢édo 4.1.3.3.
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4.3.3 Atribuicdo dos sinais dos espectros de RMN de  'H, *C{*H} e *'P{'H} das

amostras de plasma sanguineo

Com respeito aos espectros de RMN de 'H das amostras de plasma, foram
comparados o0s espectros das amostras de soro e plasma de um mesmo paciente. Notou-
se que o0s espectros sdo muito similares, com excec¢do dos sinais correspondentes ao

EDTA marcados com asterisco, conforme mostra a Figura 54.

®
*
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Figura 54: Espectros de RMN de 'H adquiridos com a sequéncia de pulso noesyprld de
amostras A de plasma (acima) e soro (abaixo) do paciente 14. Os sinais assinalados com

asterisco correspondem a EDTA livre ou complexado.

Como esperado o uso de EDTA como anticoagulante gera sinais intensos no
espectro de RMN de *H, provindos tanto do EDTA na sua forma livre como complexado a
célcio e magnésio presentes no plasma (Barton e col., 2010). A atribuicdo destes sinais
foi feita por comparacdo com dados da literatura (Barton et al., 2010) e é mostrada na
Tabela 9. Os sinais correspondentes ao EDTA, por sua vez, se sobrepdem a sinais de
metabdlitos enddégenos. Porém, uma analise dos sinais de metabdlitos que sao
sobrepostos foi feita por Barton e colaboradores (2010) mostrando que a maioria dos
metabdlitos possuem sinais em regibes livres de sobreposicdo dos sinais referentes ao
EDTA. A Tabela 9 mostra a lista dos sinais correspondentes as formas livre e
complexada do EDTA e dos sinais que sdo sobrepostos por estes conforme publicado
por Barton e colaboradores (2010).

Com respeito aos espectros de RMN de *'P{'H} n&o se observou diferencas entre

0s espectros das amostras de plasma e soro de cada paciente.
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Tabela 9: Atribuicdo dos sinais de EDTA livre e complexado com célcio e com magnésio

e a lista dos metabdlitos que possuem sinais sobrepostos pelos sinais de EDTA conforme

publicado por Barton e colaboradores (2010).

Composto de 1 Possiveis metabdlitos Possiveis Sl.najs ad|C|.on<j;us
EDTA S "H (ppm) com sinais nesta regisio sem sobreposicao de sinais de
EDTA (ppm)
B-Aminobutirato 1,33/2,50
Valina 0,99/1,04/2,28
Sarcosina 2,70
3 Acetilcarnitina
H-EDTA ~3,60(s) 4-Hidroxibutirato 2,20
Treonina 1,32
Mio-Inositol 3,28
Glicerol 3,87
Glicerofosforilcolina 3,95/4,30
Carnitina -
Colina 3,50/4,05
Anserina 7,10
H-EDTA® ~3,20 (s) Tirosina 3,94/6,87
Arginina 1,73/1,92/1,68
a-Glucose 5,23
Histidina 3,98/7,02/7,73
B-Alanina 2,50-2,60
Creatina 3,93
Creatinina 4,05
Tirosina 3,94/6,87
Ortinina -
Cisteina 3,90
B-Aminoisobutirato 1,20/2,60-2,70
Ca-EDTA” 3,06-3,17 (q) Fenilalanina 3,97/7,33/7,38/7,43
Histidina 3,98/7,02/7,73
Etanolamina 3,80
Citrulina 1,57/1,86/3,70
N-a-Acetilhistidina 7,08/7,83
3-Metilhistidina 7,01/7,61/7,77
cis-Aconitato -
Lipideos 1,32/1,69/1,97
Dimetilamina -
N-Acetilaspartato 2,20
Malato 4,20
Mg-EDTA” 2,70 As.parta.tc.’ 2,81
Acetilcarnitina
Metionina 2,13
Metilamina -
a-Ketoisocaproato -
B-Aminoisobutirato 1,33
Ca-EDTA” 2,55
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4.3.4 Andlises quimiométricas dos espectros de RMN de 'H e *P{'H} das

amostras de plasma sanguineo

As analises das amostras de plasma se iniciaram por todas amostras dos
pacientes de controle e Al, incluindo Alt, dos pacientes de AVEi. As analises
guimiométricas seguiram procedimentos similares as analises de soro, com diferenca que
foi necessério excluir as regides dos sinais de EDTA, porque embora a quantidade de
EDTA adicionada tenha sido igual para todas as amostras, as intensidades destes sinais
variaram entre os espectros de diferentes pacientes. Isto se deu porque o EDTA forma
complexos com ions de calcio e magnésio, cujas concentracdes plasmaticas variaram
entre os pacientes. Além disto, pequenas varia¢cdes nos deslocamentos quimicos dos
sinais gerados pelo EDTA ocorreram entre 0s espectros.

Foram comparados os mesmos grupos das andlises de soro. Ndo se observou
discriminacao para a grande maioria das andlises realizadas. Mesmo nos casos em que
pareceu haver discriminagdo parcial, especialmente no caso das analises da regido
aromaética dos espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprid,
a anadlise estatistica de significancia revelou que na realidade esta se devia a ruidos
espectrais ou ndo havia real diferenca entre os sinais das amostras dos grupos
comparados.

O Unico caso em que houve discriminacdo foi ao comparar as amostras Al de
pacientes que sofreram O6bito, tanto os que receberam trombolitico como os que nao
receberam, com amostras C1 de pacientes de controle ao se considerar a regiao alifatica
dos espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld. Conforme
mostra a Figura 55, a discriminacdo ocorreu principalmente em PC2. Os sinais
estatisticamente significantes foram: & 1,20 (vermelho, valor-p = 6,03x10'5), 1,21
(vermelho, valor-p = 6,59x10°), 2,23 (vermelho, valor-p = 5,35x10°), 2,38 (vermelho,
valor-p = 1,25x10) e 3,55 (azul, valor-p = 4,76x10™). O valor-a de Bonferroni corrigido foi
de valor-p < 5,68x10™ determinado ap6s omitir buckets que continham menos de 15% de
variancia. Com excecdo do ultimo sinal, os demais estdo em maior intensidade nas
amostras dos pacientes que sofreram ébito. Em & 1,20 e 1,21 estdo sinais referentes ao
3-hidroxibutirato e também ao etanol, sendo que estes foram encontrados em amostras
de alguns pacientes, o primeiro podendo estar correlacionado a diabete mellitus, além de
ser usado como fonte energética cerebral quando niveis de glucose sanguinea sdo muito
baixos (Wishart et al., 2013). Ja o sinal em & 2,23 refere-se ao simpleto do acetoacetato,
o sinal em & 2,38 ao piruvato e em & 3,55 pode ser referente a aclcares, embora tenha
sido o Unico a se destacar e, por ser uma regido de grande sobreposicao, € dificil afirmar
com certeza. Nota-se que 0s sinais aqui tidos como significantes foram diferentes aos

encontrados na analise de soro (Secdo 4.1.6.9), porém sinais que se destacaram na



RESULTADOS E DISCUSSAO 172

andlise de soro tiveram de ser excluidos das andlises das amostras de plasma visto

estarem sobrepostos por sinais de EDTA.
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Figura 55: (A) Gréfico de escores de PC1 (72,7%) versus PC2 (9,77%) discriminado os
espectros de RMN de *H adquiridos com a sequéncia de pulso cpmgprld considerando a
regido de a 0,4-4,0 das amostras de pacientes trombolise (preto) e ndo-trombolise (azul)

gue sofreram ébito e dos pacientes de controle (verde). (B) Gréfico de X-loadings.

Buckets considerados como significantes ( valor-p < valor a de Bonferroni corrigido) sdo

coloridos em ordem decrescente de valor-p: azul, verde, amarelo e vermelho. Buckets

nao significantes sdo apresentados em preto.

Considerando todos os resultados das analises das amostras de plasma percebe-
se que foram menos satisfatérios do que os obtidos com as amostras de soro, muito
provavelmente devido ao fato de ser necessario a exclusdo de regibes em que ha
sobreposicdo dos sinais de EDTA e que poderiam fornecer informacdes importantes.

Portanto, as amostras de plasma dos demais periodos ndo foram analisadas.

4.4 LimitacOes da técnica

A técnica de RMN aliada a andlises quimiométricas, embora apresente grande
potencial na investigacdo de biomarcadores de patologias, apresenta algumas limitacdes.
A maior delas, a baixa sensibilidade, é intrinseca a técnica de RMN. O ideal para andlises
de soro e plasma sanguineo, nas quais a maioria dos metabdlitos se encontra em baixas
concentracdes, seria utilizar o maior campo magnético possivel juntamente de sondas
criogénicas ou microssondas criogénicas, potencializando assim a sensibilidade. No
entanto, como o0 melhor equipamento disponivel no inicio deste trabalho era o
espectrometro de RMN de 400 MHz equipado com uma sonda de observacéo direta de 5

mm, este foi utilizado. Ainda assim, percebe-se discriminacdo entre 0os grupos em
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diversas das andlises realizadas, o que indica que a utilizacdo de alternativas que
aumentam a sensibilidade da técnica daré resultados ainda melhores.

Uma limitagdo em relacdo aos procedimentos de coleta das amostras € o fato de
ndo haver como controlar a alimentacdo antes da coleta, pois a primeira coleta foi
realizada nas primeiras 24 horas da ocorréncia do AVEi. Também, h& grande variacao
entre os habitos diarios de cada paciente que influenciam a composicdo sérica e
plasmética. Portanto, deve-se coletar um numero muito grande de amostras para
minimizar estes efeitos. Porém, houve dificuldades na coleta, incluindo pacientes que nao
aceitaram participar da pesquisa, encontrar pacientes que se encaixem nos requisitos
estabelecidos e dar continuidade nas coletas ao longo do tempo, visto que muitos ndo
retornam ou desistem. Houve dificuldade especialmente no caso de pacientes de
controle, pois além da dificuldade de encontrar pacientes que preenchessem o0s
requisitos, houve dificuldade de encontrar pessoas dispostas a fornecer as amostras e
especialmente em dar continuidade nas coletas. Fez-se o maximo possivel para
conseguir 0 maior numero de amostras dentro do tempo disponivel e dos requisitos

necessarios.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As anélises das amostras de soro e plasma por RMN de *H e *'P{*H} aliadas a
analises quimiométricas foram realizadas apés se estabelecer o método de preparo das
amostras e 0s parametros utilizados para obtencdo dos espectros. Isto foi essencial a fim
de padronizar os procedimentos e assim poder obter espectros comparaveis entre si.

As amostras de soro sanguineo mostraram-se bastante sensiveis a mudancas de
temperatura e pouco estaveis quanto maior a temperatura em que foram expostas.
Portanto, deve-se manter o maximo cuidado em manté-las a temperatura muito baixa,
como -70 °C, e pelo menor tempo possivel a fim de evitar a degradac¢éo, o que levaria a
resultados espurios.

Os espectros de RMN de 'H apresentaram o perfil caracteristico de amostras de
soro ou plasma, apresentando sinais de colesterol, lipideos e lipoproteinas, aminoacidos,
glicoproteinas, acidos organicos, aclcares, além de outros metabdlitos como colina e
derivados e creatinina. A diferenca entre os espectros de RMN de 'H das amostras de
soro e plasma foi a presenca de sinais de EDTA e complexos formados por este. No
entanto, estes sinais se sobrepdem a sinais das amostras e, provavelmente devido a isto,
0s resultados das analises quimiométricas foram menos satisfatérios do que para as
analises com os espectros obtidos com as amostras de soro. Ja os espectros de RMN de
3P apresentaram basicamente sinais de fosfatos inorganicos e fosfolipidios. A maioria
dos metabodlitos identificados nos espectros de RMN de 'H e de *'P{"H} mostrou-se
significantes nas diferentes andlises realizadas. Correlacbes de cada um destes com
possiveis mecanismos do AVEi foram encontrados na literatura, devendo ser unidos a
informacdes clinicas em estudos mais abrangentes para poderem ser confirmados.

As andlises quimiométricas, realizadas em dois programas computacionais
diferentes cujos resultados fornecidos se complementaram, permitiram perceber
discriminacdo entre grupos doente e controle principalmente para os periodos iniciais
apos o AVEi. Os principais metabdlitos que sofreram alteragdes foram colesterol, leucina,
isoleucina, alanina, acetoacetato, piruvato, glutamina, colina e derivados, fosfolipideos,
fosfatos inorgéanicos, glucose, tirosina, histidina, fenilalanina, hipoxantina e formato. Isto
demonstrou o potencial da técnica em diagnosticar a doenca nas primeiras horas ou dias,
0 que € muito importante visto permitir um melhor tratamento e prevencdo de novos
AVEIi. Modelos de classificagdo desenvolvidos a partir das andlises dos espectros de
RMN de *P{*H} mostraram sensibilidade e especificidade muito boas, indicando haver
perspectiva para se utilizar abordagens metabonémicas baseadas em analises por RMN

no diagnéstico do AVE..
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Relataram-se alteracdes entre amostras de soro sanguineo com o decorrer do
tempo, fato que deve ser levado em consideragdo em estudos que acompanham grupos
por longos periodos.

Resultados obtidos para os dois grupos doentes, pacientes que receberam ou néo
tratamento trombolitico, indicaram diferentes mecanismos metabdlicos apdés a
administracdo do medicamento, inclusive mostrando um efeito benéfico do mesmo. Os
resultados obtidos podem ser de ajuda na compreensao dos efeitos deste tratamento.

Quanto ao prognéstico, embora a técnica ndo tenha sido capaz de distinguir
pacientes com progndstico bom e ruim, foi possivel perceber alteracbes especificas dos
pacientes que sofreram 6bito. Estudos especificos dos metabdlitos encontrados podem
ser futuramente utilizados na predicdo de 6bitos apos o AVE..

Portanto, a abordagem metabonémica baseada em dados de RMN de 'H e 3'P
mostrou ter grande potencial no diagndstico do AVEi e em auxiliar na melhor
compreensdo dos mecanismos desencadeados pela doenca e pelo tratamento
trombolitico. Estudos futuros mais abrangentes, incluindo uma maior amostragem,
andlises em equipamentos com maior sensibilidade, juntamente da correlacdo com dados
clinicos podem fornecer um nimero ainda maior de informag8es mais precisas a respeito
do AVEi. A técnica também possui potencial em ser estendida para outras patologias,

assim como ja tem acontecido em paises desenvolvidos.
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