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RESUMO
Silva, L.H.F. A abordagem metabolémica na indicacdo do tratamento de
estenose de juncédo ureteropélvica em criancas. 2021. 117p. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Estenose de Juncdo Ureteropélvica (JUP) é uma doenca caracterizada pelo blogueio do
fluxo de urina da pelve renal (por¢do proximal do ureter no rim) ao ureter, tubo que liga o rim
a bexiga. Essa formacdo congénita € uma das maiores causas de dilatagdo do rim
(hidronefrose) em recém-nascidos e, em alguns casos, pode causar danos mais severos ao
orgéo.

A hidronefrose causada pela estenose de JUP pode desaparecer espontaneamente sem
perda da funcédo renal, entretanto, é preciso um acompanhamento clinico. Por outro lado, em
casos mais severos, onde a dilatacdo pode causar danos maiores ao rim, um tratamento
cirurgico se faz necessario. Embora existam métodos para o diagndéstico da estenose de JUP,
como ultrassonografia, tomografia computadorizada, ressonancia e cintilografia, € um grande
desafio diferenciar os pacientes que requerem um tratamento cirlrgico e 0s que necessitam

apenas de um acompanhamento convencional.

A metabolémica global, que investiga de modo comparativo o conjunto de metabolitos
de baixa massa molecular expressos em individuos em condicdes pré-selecionadas, tem o
potencial de servir como ferramenta diagnostica para os pacientes com estenose de JUP e,
consequentemente, auxiliar na tomada de decisdo entre um acompanhamento clinico ou
tratamento cirurgico. Assim sendo, no presente trabalho, trés grupos de pacientes com
estenose de JUP, pre-diagnosticados por métodos convencionais, foram investigados sob a
perspectiva da metabolémica global, por meio de analises de urina, utilizando cromatografia

gasosa e cromatografia liquida, ambas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS e RPLC-



MS, respectivamente): pacientes que requerem tratamento cirargico (CIR), pacientes que

requerem acompanhamento clinico (CLI), e individuos sdos (CON).

Os resultados mostram que é possivel encontrar metabolitos discriminantes entre todas
as comparagdes (CON x CLI, CON x CIR e CLI x CIR); os metabdlitos encontrados nas
anélises multivariada e univariada foram utilizados para constru¢do da curva ROC, para

confirmar a possibilidade de utilizacdo desses compostos como biomarcadores.

Foram observadas alteracbes em rotas metabodlicas importantes para o bom
funcionamento das fungdes renais, principalmente entre a comparagdo mais desafiadora (CLI
x CIR), como o metabolismo da fenilalanina, da tirosina, da beta-alanina, dos aminoagucares

e dos nucleotideos. Ha indicios de que o ciclo de Krebs também sofre alteracao.

Os resultados obtidos podem servir como ponto de partida para uma futura analise

alvo e validacéo bioldgica.

Palavras-chave: Metaboldmica, Estenose de Juncdo Ureteropélvica, GC-MS, RPLC-MS.



ABSTRACT
Silva, L.H.F. Metabolomics approach in the treatment of ureteropelvic junction
stenosis in children. 2021. 117p. Master Thesis - Graduate Program in Chemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo.
Ureteropelvic junction (UPJ) stenosis is a disease characterized by the interruption of
the flow of urine from the renal pelvis (proximal part of ureter in the kidney) to the ureter,
tube that links the kidney to bladder. That congenital formation is one of the main causes of

kidney dilation (hydronephrosis) in newborns and, sometimes, can cause more serious

damage to the organ.

The hydronephrosis caused by UPJ stenosis can disappear spontaneously without
compromising renal function, although a clinical follow-up is required. On the other hand, in
more serious cases, when dilation can induce larger damage to the kidney, surgery
intervention is necessary. Although there are methods to diagnose UPJ stenosis, such as
ultrasound, computed tomography, resonance and scintigraphy, it is still a great challenge to

distinguish patients that require surgery from those whose a clinical follow-up suffices.

Global metabolomics, a method that investigates in a comparative manner the set of
low molecular mass metabolites expressed by an individual in pre-selected conditions, has the
potential to function as a diagnostic tool for patients with UPJ stenosis to support decisions

about patient treatment, i.e., surgery versus clinical follow-up.

In this work, three groups of UPJ stenosis patients were investigated with the aid of
global metabolomics using urine analysis by gas chromatography and liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS and RPLC-MS, respectively): one group consisted of
UPJ stenosis patients requiring clinical follow-up (CLI), other group UPJ stenosis patients
requiring surgery intervention (CIR) and a third group comprising healthy individuals, the

control group (CON).



The results show that it was possible to find discriminant metabolites among all
pairwise comparisons (CON versus CLI, CON versus CIR and CLI versus CIR). The
metabolites found by multivariate and univariate analyses were used to build ROC curves, to
confirm whether it is possible to use them as biomarkers.

Alterations in metabolic pathways that are important for the good maintenance of
kidney functions were found, especially in the most challenged comparison (CLI versus CIR),
such as the metabolism of phenylalanine, tyrosine, beta-alanine, amino acids and nucleotides.
There are evidences that Kreb’s cycle was also impacted.

The results obtained here can serve as a starting point to future targeted analysis and

biological validation.

Keywords: Metabolomics, Ureteropelvic junction stenosis, GC-MS, RPLC-MS.
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1- INTRODUCAO
1.1 — Metaboldmica

Em 1990 foi criado o Projeto Genoma Humano (PGH) sob a direcdo de James
Watson, um dos responsaveis pela descrigdo da estrutura da molécula de DNA e ganhador do
Nobel de fisiologia ou medicina em 19622, Tal projeto impulsionou a genémica (0 estudo do
genoma de um organismo) e logo notou-se a necessidade de novas areas de estudo, como a
protedbmica (o estudo abrangente do conjunto de proteinas expressas em uma célula, tecido ou
organismo) e a transcriptémica (o estudo do RNA dentro de uma célula ou organismo), com o
objetivo de entender melhor os mecanismos de funcionamento da célula em nivel

molecular®*.

Mesmo com todos os esforcos, ndo foi possivel a elucidagdo completa de todos os
mecanismos moleculares de uma célula, pois muitas vezes as alteracGes observadas em
transcriptomica e protedmica podem nio ser manifestadas pelos fendtipos bioquimicos®. O
estudo da metabolémica, portanto, preenche esse gap auxiliando em um maior entendimento

do mecanismo de funcionamento da célula em nivel molecular.

A metabolémica surgiu para auxiliar na compreensdo da origem e destino dos
produtos de baixa massa molecular sintetizados pelos organismos (metabélitos), bem como
suas alteracdes devido a patologias ou modificacdes genéticas. Em 1998, Stephen Oliver
apresentou o termo metaboloma pela primeira vez, para indicar o conjunto de todos os
compostos de baixa massa molecular sintetizados pelo organismo. Em 1999, Jeremy
Nicholson et al. definiram metabondmica como “Analise quantitativa da medida da resposta
dindmica e multiparamétrica de sistemas vivos a estimulos patofisiologicos ou a modificacao

6

genética™. E em 2002, Oliver Fiehn et al. publicaram um review sobre analises do

metaboloma, e introduzindo a palavra metabolémica, para designar a analise geral e
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quantitativa do metaboloma (conjunto de todos os metabdlitos de um organismo) do sistema

bioldgico em estudo’.

A metaboldmica pode ser dividida em metabolémica alvo (targeted metabolomics) e
metaboldmica global ou ndo direcionada (untargeted metabolomics). A primeira se refere a
anélise quantitativa ou semiquantitativa de metabdlitos pré-determinados, e a segunda como
sendo a analise global dos metabdlitos, qualitativa ou semiquantitativa, por uma determinada
técnica analitica®. E possivel encontrar em estudos relacionados & metaboldémica outros tipos
de definigdes, como perfil metabolico (anélise de metabdlitos previamente selecionados de
rotas bioquimicas especificas), footprinting metabdlico (metabdlitos excretados por uma
célula em condicBGes controladas) e fingerprinting metabdlico (metabdlitos internos da

célula)®.

A abordagem metabolomica, geralmente, tragca um comparativo entre 0 metaboloma
de um grupo ndo alterado (controle) e o metaboloma de grupo sujeito a alteracdes (teste), seja
por meio de uma doenca, dieta especifica, uso de drogas, mutacdes genéticas, ou mudancas
ambientais, entre outras®. O conjunto complexo de metabdlitos com diferentes propriedades
quimicas, estruturais e funcionais, além da variabilidade de seus niveis de concentracdes de
amostras biologicas, torna a analise metaboldmica dificultosa, e impossibilita a existéncia de
um Unico método analitico, que seja eficaz para detectar todos 0os compostos em uma Unica
analise. Sendo assim, a analise metabol6mica apresenta-se como um grande desafio
analitico®!®, Os avancos tecnoldgicos na area da quimica analitica, e 0 surgimento de
softwares capazes de processar dados de forma rapida, tem se tornado grandes aliados na
busca por métodos analiticos que detectam o maior nimero possivel de metabolitos com
precisdo e sensibilidade. As técnicas mais comumente usadas sdo a ressonancia magnética

nuclear (NMR) e a espectrometria de massas (MS), em geral acoplada a uma técnica de
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separagdo, como cromatografia gasosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-MS) ou

eletroforese capilar (CE-MS).

Tais técnicas tém permitido a identificacdo de centenas de metabdlitos, onde
alteracBes de metabdlitos enddgenos (possiveis candidatos a biomarcadores) sdo detectadas,
ao verificar-se a variagdo de concentracdo de metabolitos candidatos a biomarcadores entre
um grupo teste e um controle'. Com base nos biomarcadores encontrados é possivel realizar
progndsticos, diagnosticos'?, selecionar terapias e monitorar a progressdo de doengas®. Tudo
iSso corrobora para que a metabolémica possa ser utilizada como uma poderosa ferramenta

em aplicacdes clinicas®.

Ha aplicagbes clinicas da metaboldmica em neurologia®*®, oncologial’!8,

gastroenterologia®®, nefrologia?®?, ginecologia??, entre outras.

Embora a metaboldmica seja uma ciéncia relativamente nova, sua utilizagdo vem
crescendo ano apo6s ano, e um fluxo de trabalho, muito utilizado nos trabalhos de
metabolomica, vem sendo amplamente aplicado. Tal fluxo de trabalho consiste em etapas
bem definidas e interligadas que visam garantir, além da qualidade dos estudos, uma
padronizagdo dos trabalhos relacionados & metabolémica. Basicamente, o fluxo de trabalho

em analises metabolémicas (seja alvo ou global)?® envolve as seguintes etapas:

e Problema biologico: A primeira etapa para o desenvolvimento de estudos metabolémicos
consiste na elaboracdo do problema biologico o qual se pretende estudar. Nessa etapa

também é definida a opcdo por uma abordagem alvo ou global.

e Desenho Experimental: Definido o problema bioldgico, um desenho experimental deve
ser cuidadosamente pensado, para que as informacdes desejadas na etapa anterior sejam

encontradas ao término do estudo. Pensando nisso, nessa etapa € necessario estabelecer as
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condigdes experimentais adequadas, por exemplo, qual o melhor tipo de amostra, o tipo

de organismo e quais serdo as exigéncias dos grupos teste e controle.

Preparo de amostra: O preparo de amostra esta vinculado ao tipo de amostra definido no
desenho experimental e ao tipo de analise instrumental, etapa posterior. No caso de uma
abordagem global é importante que o preparo de amostra consiga extrair o maior nimero
de metabdlitos possiveis de forma simples, e, no caso da metabolémica alvo, os

metabolitos de interesse.

Andlise instrumental: Devido a grande variedade de metabdlitos existentes, uma unica
técnica analitica ndo é capaz de detectar todos os metabdlitos. Portanto, é necessario o
planejamento prévio de qual técnica deve ser utilizada. Para analise global técnicas mais
abrangentes sdo necessarias, e, no caso de analise alvo o mais adequado é a utilizagéo de

técnicas mais seletivas.

Processamento de dados: Nessa etapa é realizado a extracdo dos molecular features (ion
detectado, caracterizado pela combinacdo do m/z, intensidade e tempo de retengéo),
criacdo de uma matriz de dados que correlacione a resposta instrumental com os m/z

extraidos, alinhamento, agrupamento e normalizacéo dos dados.

Analise estatistica: Nesse momento do estudo, ocorre a investigacdo das variaveis
(molecular features) que contribuem para a distingdo entre o grupo submetido ao
problema biol6gico (teste) e o grupo controle. Para encontrar tais variaveis a analise
estatistica pode ser feita pela perspectiva multivariada e/ou univariada. Na analise
multivariada os dois métodos de analises mais populares sdo: PCA (do inglés Principal
Component Analysis) e o PLS-DA (do inglés Partial Least Squares Discriminant

Analysis). Esses dois métodos visam identificar classes diferentes de um conjunto de



25

dados multivariado. A andlise univariada avalia as varidveis separadamente, sem

considerar as relagBes entre as variaveis?*.

e Identificacdo dos molecular features: A identificacdo dos molecular features pode ser
feita consultando banco de dados ou por meio de bibliotecas. Em LC-MS os valores de
m/z obtidos s&o consultados em banco de dados como HMDB, KEGG e Metlin. Em GC-
MS a identificacdo é feita comparando o espectro experimental obtido com o espectro em

bibliotecas, as mais usadas sdo Fiehn e NIST.

e Interpretacdo bioldgica: A etapa final consiste em associar 0s metabolitos encontrados a

rotas bioldgicas e a validacao bioldgicas em estudos futuros.
1.1.1 — Analise instrumental

As técnicas analiticas mais utilizadas em metabolémica sdo a ressonancia magnética
nuclear (NMR) e a espectrometria de massas (MS). NMR é altamente seletivo, ndo
destrutivo® e pode fornecer informacdes estruturais de compostos desconhecidos, entretanto
possui pouca sensibilidade e pode existir dificuldades de aquisicdo de dados quando o
composto possui deficiéncia de prétons ou quando hé interacdo do préton com o solvente?. A
analise por espectrometria de massas normalmente € utilizada em combinacdo com uma
técnica de separacdo que pode ser cromatografia gasosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-
MS) ou eletroforese capilar (CE-MS). A separacdo produz um dado adicional, o tempo de
retencdo (ou de migragdo) do metabdlito, que pode ser utilizado também na determinacdo e

comprovagao estrutural de um metabolito?.

Acoplar a espectrometria de massas a uma técnica de separacdo cromatogréfica
permite a soma das vantagens que cada técnica oferece produzindo alta seletividade,

eficiéncia de separagdo e informag@es estruturais e de massa molar?®. GC-MS e LC-MS s&o as
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técnicas de separagdo mais utilizadas em metabol6bmica, ambas as técnicas apresentam

vantagens e desvantagens, dependendo do tipo de amostra a ser analisada.

O principio da separacdo por cromatografia gasosa (GC) é por diferenca de
distribuicdo dos componentes da amostra entre uma fase estacionéria, que pode ser sélida ou
liquida, e uma fase movel, gasosa?®. Em GC a amostra precisa ser vaporizada e injetada na
cabeca da coluna e um gas inerte tem finalidade de arrastar o analito através da coluna®.

Portanto, pressdo de vapor também é importante para discriminar os componentes da amostra.

Em GC-MS a separacdo dos analitos ocorre em uma coluna cromatografica que pode
ser uma coluna capilar ou empacotadas. A coluna capilar é feita de silica fundida e a coluna
recheada pode ser feita de vidro, aco inox ou cobre?®. Em cromatdgrafos com colunas
capilares, é possivel conectar a saida da coluna diretamente com a fonte do espectrometro e
para colunas recheadas deve-se diminuir a vazédo antes da conexdo com a fonte de ionizagdo

do espectrometro?,

Apo0s a separacdo, a amostra € introduzida no espectrdmetro de massas onde ha uma
fonte de ionizacgdo que transforma as moléculas da amostra em ions. A razdo massa/carga do

composto (m/z) é detectada pelo espectrdmetro.

Em amostras com substancias pouco volateis e estaveis termicamente é necessario um
pré-tratamento antes da injecdo das amostras. A derivatizacdo modifica 0s compostos
tornando-os passiveis de separagdo por cromatografia gasosa. Esta técnica normalmente é
empregada em compostos muito polares?®®. A etapa de derivatizagdo torna o preparo de

amostra mais complexo e demorado, além de introduzir uma fonte de variacio®..

A maior vantagem do GC-MS esta na facil identificacdo dos metabdlitos, pois existem

bibliotecas, com padrdo de fragmentacdo, para varios metabolitos, aumentando a
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confiabilidade dos resultados obtidos®2. A biblioteca mais utilizada para identificacdo em
estudos metabolémicos é a produzida pelo laboratério do professor Fiehn33,

Em cromatografia liquida temos a separagdo de misturas, no qual seus componentes
sdo distribuidos em duas fases, a fase estacionaria e a fase mével. A fase estacionaria & a
componente fixa e a fase movel é um liquido que passa pela fase estacionaria, competindo

pelo analito através de interacdes quimicas?.

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
possui grande versatilidade analitica devido & possibilidade de intercambiar a fase
estaciondria, aumentando a cobertura metabdlica. Embora apresente alta robustez,
sensibilidade e seletividade, sua resolucdo ¢ menor quando comparada a GC-MS*. Uma das
inegaveis vantagens do LC-MS, é, na maioria dos casos, o simples preparo de amostra, ndo
sendo necessario derivatizar a amostra, como na cromatografia gasosa. Geralmente, nos casos
de metabolémica global, o preparo consiste apenas na simples remocao de proteinas. Para
metabol6mica alvo etapas, como extracdo liquido-liquido, podem ser utilizadas, visando a
extracdo de metabolitos especificos. Em muitos casos, como em amostras de urina, ocorre a

injecdo direta da amostra diluida ou filtrada, sem muita manipulacdo da amostra®.

A fase estacionaria utilizada em LC-MS depende do tipo de amostra e das classes de
metabolitos de interesse. A fase reversa (RPLC-MS) € utilizada para compostos apolares,
como lipideos e esteroides. Para metab6litos com alta polaridade o modo de interacéo
hidrofilica (HILIC-MS) vem sendo largamente utilizado em estudos de metabol6mica,
principalmente quando a matriz biologica é a urina. Embora HILIC seja analoga a fase normal
(NP) ao utilizar fase estacionaria de composicao similar, como silica ndo derivatizada por
exemplo, sua diferenca consiste na utilizacdo de solvente organico polar na fase mével, como
acetonitrila por exemplo, o que é caracteristico de fase reversa (RP). No entanto,

diferentemente de RP, em HILIC, o solvente forte é a agua, e a eluicdo dos analitos € em geral
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conduzida com quantidades crescentes de agua na fase movel. Essas caracteristicas sdo
compativeis com o espectrémetro de massas com ionizagéo por electrospray (ESI) ®. HILIC-
MS permite uma boa separagdo de compostos polares e identificagdo putativa dos compostos
através da busca em banco de dados, como The Human Metabolome Database (HMDB) que

possui 41.000 metabolitos, utilizando massa exata®.
1.2 — Estenose de Junc¢ao Ureteropélvica

Nosso sistema urinario é formado pelos rins, ureteres, bexiga e uretra. Esse conjunto
de 6rgdos tem a funcdo de eliminar residuos produzidos pelo nosso corpo. Entretanto, mais do
que apenas fungdo excretora, os rins possuem também algumas funcdes reguladoras muito
importantes. Os rins regulam a osmolalidade (pressdo osmética) e os volumes dos liquidos
corporais, 0 balango eletrolitico (niveis de sais) e o balango acido-basico (controle de pH) *’.

A filtracdo do sangue, pelos rins, produz a urina, que contém sais, metabolitos e dgua
que precisa ser filtrada para fora do sangue. Outra funcdo importante da producdo de urina é a
de eliminacdo de substancias estranhas, como drogas, pesticidas e outras substancias quimicas
do organismo. A urina produzida € drenada para pelve renal, que representa a regido superior
e expandida do ureter, que leva a urina da pelve para a bexiga urinéria.

As funcgdes de regulacdo e de excregdo sdo de extrema importancia para a salde, tanto
que o renomado e pioneiro fisiologista americano Homer W. Smith disse “Basta que a
composicdo do nosso ambiente interno se modifique, basta que nossos rins deixem de cumprir
suas funcdes por um breve momento para que nossa integridade mental, ou nossa
personalidade, seja destruida” .

Quando ocorre obstrucdo urinaria entre a juncdo ureteropélvica (JUP), pode ocorrer
dilatacio (hidronefrose) e subsequentemente nefropatia®.

A maior causa de hidronefrose infantil ¢ a obstrucdo (ou estenose) de juncao

ureteropélvica®. Estenose de JUP é caracterizada pelo bloqueio do fluxo de urina na pelve
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renal (porcdo proximal do ureter no rim que é dilatada em forma de funil) ao ureter (tubo que
liga o rim a bexiga). Esse estreitamento impede o esvaziamento adequado da pelve renal
resultando em hidronefrose. Um em cada 1000 a 2000 recém-nascidos nasce com
hidronefrose?®. E, por razdes desconhecidas, afeta trés vezes mais pacientes do sexo
masculino, do que o feminino*. A obstrucio urinaria pode causar formagéo de célculos, dor
recorrente, infecgbes do trato urinario e sangramento*?. A Figura 1 ilustra a comparagio de

um sistema urinario com e sem estenose de JUP, e a consequente hidronefrose no rim.

Normal Estenose de JUP

Rim com
hidronefrose

Pelve renal

Obstrugdo

Ureteres

Bexiga
Uretra s,

Figura 1: Sistema urinario saudavel e com estenose de JUP  (Modificado de
http://uroclinicadabahia.com/pieloplastia-entenda-melhor-o-procedimento-cirurgico-para-tratar-estenose-de-jup/,
acessado em 18/01/2020).

E possivel diagnosticar a obstrucdo de JUP durante o pré-natal, e 0 método mais
utilizando é a ultrassonografia®®. Em recém-nascidos com suspeita de hidronefrose, a
ultrassonografia das vias urindrias € um exame complementar, sendo recomendada a

realizacdo do exame com sete dias de vida*.
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Apos detectada a obstrugdo de JUP é preciso determinar se é necessario realizar uma
cirurgia para corrigir a obstrucdo (pieloplastia), ou se apenas um acompanhamento médico
precisa ser feito, pois em alguns casos a hidronefrose desaparece espontaneamente sem danos
a funcéo renal®. Até o final dos anos 80, os recém-nascidos diagnosticado com hidronefrose,
cuja suspeita da causa era a estenose de JUP, a intervencao cirdrgica era, predominantemente,
a decisdo adotada, devido a preocupacdo com a integridade das funcGes renais. Entretanto,
como j& citado, em alguns pacientes o quadro de hidronefrose era revertido, sem intervencéo
cirtrgica e sem danos as fungdes renais. I1sso levou a controversas na comunidade médica,
pois alguns defendiam a intervencdo precoce, enquanto outros eram a favor de um
acompanhamento rigoroso, sendo a cirurgia uma op¢do apenas quando detectado sinais de
deterioracio renal.

Atualmente a cirurgia é recomendada quando ha uma significativa hidronefrose
associada a perda da funcéo renal“®. Durante o acompanhamento médico, exames periddicos
podem ser realizados para acompanhar a evolugdo da hidronefrose. A realizacdo de exames
clinicos, que permitam diferenciar os pacientes que requerem um tratamento cirlrgico e 0s
que apenas necessitam de um acompanhamento convencional, ainda é um grande desafio®,
pois muitas vezes a urografia intravenosa ou o ultrassom comum néo sao capazes de definir o
grau de obstrugdo®’.

Como ndo existe um padrdo de referéncia para identificar a obstrucdo, o uso de
investigacdes radiologicas, como ultrassonografia diurética, renografia, urografia excretora, e
a utilizagdo de radioisotopos sdo realizadas®’. Tais métodos s3o invasivos, pois
esporadicamente € necessaria a injecdo de contrastes ou materiais radioisotépicos. Aléem de
efeitos adversos da exposicdo da crianca a radiacdo, a pouca idade dos pacientes pode

dificultar ainda mais a realizacdo desses exames. Atualmente alguns estudos tém procurado
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identificar marcadores para a obstrucdo de JUP. Entretanto, em metabol6mica, 0os marcadores
ja identificados ainda ndo foram validados para decis6es de triagem clinica.

Ha trabalhos na literatura utilizando abordagens 6micas no estudo da estenose de JUP
e outras doencas do trato urinario.

Em 2006, Schanstra e colaboradores analisaram polipeptideos em recém-nascidos com
obstrugédo de JUP. Com os resultados gerados, utilizando CE-MS, e um tratamento embasado
na protedmica, concluiram que € possivel, com varios meses de antecedéncia e com 94% de
precisdo, com base na evolugdo clinica de neonatos com obstrucdo de JUP, prever a
necessidade de cirurgia®.

Beger et al. estudaram, em 2008, o surgimento de les&o renal aguda, LRA, (do inglés,
acute kidney injury, AKI) em criangas ap6s cirurgia cardiaca, utilizando uma abordagem
metabol6mica. Dessa forma identificaram por espectrometria de massas, 0 4cido
homovanilico sulfato (HVA-SO4), um metabdlito da dopamina, como um possivel
biomarcador para predizer antecipadamente a lesdo renal aguda, ap6s uma cirurgia cardiaca
pediatrica®®.

Jens Drube et al. (2009) utilizaram o método descrito por Schanstra e colaboradores
em 2006, e concluiram que o padrdo de protedmica estabelecido s é eficiente, para prever a
necessidade de cirurgia em criangas com obstrugcdo de JUP, quando o paciente tem menos de
1 ano de idade®.

Em 2010, Mesrobian e colaboradores, assim como Schanstra e colaboradores,
encontraram biomarcadores proteicos presentes na urina, em criangas com obstrucéo de JUP,
analisando amostras de urina por LC-MS e empregando uma abordagem protedmica®.

MacLellan et al. (2011) discriminaram metabdlitos associados a obstrugdo do trato

urinario em camundongos, utilizando NMR e uma abordagem metabolomica®2.
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Estudos realizados por Boizard et al. (2016) compararam o metaboloma urinario de 34
recém-nascidos com obstrucdo de JUP e 15 recém-nascidos saudaveis, utilizando CE-MS, e
identificaram 32 compostos, com 0s quais conseguiram predizer, com 76% de sensibilidade e
86% de especificidade, a obstrucdo de JUP em um grupo de 24 individuos®.

Klein et al. (2017) realizaram um estudo correlacionando a obstrugdo ureteral
unilateral (unilateral ureteral obstruction, UUO, em inglés) em ratos e a obstrucéo de JUP em
criancas. Combinando dados de miRNoma (definido como o espectro completo de miRNAs,
pequenos RNAs ndo codificantes, expressos em um genoma) e transcriptoma, encontraram
nas moléculas let-7a e miR-29b relacionacdo com o desenvolvimento de fibrose em
obstrugdo de JUP>,

Sumner e Brophy et al. (2017) concluiram, analisando amostras de urina de recém-
nascidos com a técnica de NMR, e utilizando uma abordagem metabolémica, que é possivel

diferenciar recém-nascidos com e sem AKI®,
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2—-OBJETIVOS

Analisar e comparar o metaboloma de criangas classificadas clinicamente em trés
grupos distintos, utilizando técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas

(RPLC-MS e GC-MS):
1. Criangas com estenose de JUP submetidas a pieloplastia (CIR);
2. Criangas com Estenose de JUP em acompanhamento clinico (CLI);
3. Criangas sem patologias do trato urinario (CON), do ambulatério de puericultura.

E encontrar possiveis candidatos a biomarcadores, que discriminem 0s grupos com
tratamento cirdrgico e clinico e permitam predizer indicacdo cirargica ou seguimento clinico

para 0s pacientes com estenose de JUP.
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3-PARTE EXPERIMENTAL
3.1 — Materiais e Reagentes

Isopropanol (Sigma-Aldrich, Alemanha), heptano (Sigma-Aldrich, Alemanha), C13
metil éster (Sigma-Aldrich, Alemanha), N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida — BSTFA
com 1% trimetilclorosilano — TMCS (Sigma-Aldrich, Alemanha), piridina (Sigma-Aldrich,
Alemanha), cloridrato de O-metoxiamina (Sigma-Aldrich, Alemanha), urease (Sigma-Aldrich,

Alemanha) e FAME mix, (Sigma-Aldrich, Alemanha) foram adquiridos.

Como equipamentos de bancadas foram utilizados: vortex (Biomixer, Brasil) banho de
uultrassom (Quimis, Brasil), banho termostatizado (LAUDA ECO RE 1225, Alemanha),

SpeedVac (Eppendorf, Alemanha) e centrifuga (Sigma 1 — 14k, Sigma).
3.2 - Coleta de amostra

As amostras foram fornecidas pelo Dr. Marcos Figueiredo Mello, orientando Dr.
Roberto Iglesias Lopes, ambos do Grupo de Urologia Infantil do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP). Pacientes com
diagndstico de estenose de JUP confirmado foram divididos em dois grupos. Um grupo
consiste em pacientes com indicacdo cirurgica (CIR), e o segundo grupo é formado por
pacientes em observacao clinica (CLI). As amostras do grupo CIR foram coletadas no pré-
operatério e as amostras do grupo CLI foram fornecidas pelos pacientes em consultas de
rotina. O grupo de criancas sem estenose de JUP (CON) & composto por criangas sem

patologias, do ambulatorio de puericultura.
Foram fornecidas 70 amostras, a saber:
a. 23 amostras do grupo CIR;

b. 24 amostras do grupo CLI;
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c. 23 amostras do grupo CON.
3.3 — Preparo de amostra
3.3.1-RPLC-MS

Para o preparo de amostra foi adicionada, em 100 pL de urina, uma aliquota de 300 L de
metanol gelado contendo 66,67 umol/L de p-fluorofenilalanina como padréo interno, resultando na
concentragdo final de 50 umol/L de padrdo interno. As amostras foram agitadas em vortex e
colocadas em freezer por 30 min. Apos este tempo, as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm
durante 10 min. Foram retirados 100 pL. do sobrenadante e transferidos para inserts, colocados em
vials, e submetidos & injecdo no cromatografo. Quatro amostras contendo apenas agua foram

igualmente preparadas para serem analisadas como branco de preparo.

Para verificar a estabilidade instrumental durante a corrida analitica, uma amostra de

controle de qualidade (QC) foi preparada utilizando 15 pL de todas as amostras utilizadas no estudo.
3.3.2-GC-MS
3.3.2.1- Tratamento com urease

As amostras foram descongeladas em gelo e homogeneizadas em um vortex. Uma aliquota
de 100 pL foi retirada e transferida para um tubo eppendorf. Foi realizado um tratamento com uma
solugéo de urease na concentracdo final 10 mg/mL e o tubo levado a um banho termostatizado a

37°Cpor 1h.

Apb6s o tratamento com urease, foi adicionado isopropanol (-20 °C), na proporcao
urina:isopropanol 1:6, para precipitagdo de proteinas. As amostras foram agitadas em vortex e
colocadas em freezer (-20 °C), pelo periodo de 30 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm durante 10 min a uma temperatura de 4 °C. Foram retirados 200 uL do

sobrenadante e transferidos para inserts e evaporados no Concentrator plus.
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3.3.2.2- Derivatizagao

Para a etapa de metoximacéo foram adicionados 20 pL de cloridrato de metoxiamina em
piridina (15 mg/mL) em cada insert contendo a urina tratada com urease (amostra seca). Os inserts
foram colocados em vials e agitados em vortex e colocado em ultrassom por 10 s. Os vials foram
cobertos com papel aluminio e permaneceram durante 16 h a temperatura ambiente e protegidos da

luz.

Apds o periodo de 16 h foram adicionados 20 puL de BSTFA com 1 % TMCS em cada
amostra, e com o auxilio de um vortex e ultrassom (10 s), as amostras foram homogeneizadas e

levadas ao banho a 70 °C por 1 h.
Em seguida, as amostras foram diluidas em 100 pL. de heptano e analisadas por GC-MS.

Para o preparo das amostras QC, foram utilizados 20 pL de todas as amostras utilizadas no
estudo. Trés amostras contendo apenas dgua passaram pelo tratamento de urease e pelas etapas de

derivatizagdo para serem analisadas como branco de preparo.
3.4 — Anélise Instrumental
3.4.1 — Andlise por RPLC-MS

As andlises por RPLC-MS foram realizadas no laboratério do Prof. Dr. Marcone Augusto
Leal de Oliveira no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas de Quimica,

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo a liquido Agilent 1260 Infinity 11, acoplado a
um espectrémetro de massas com analisador quadrupolo tempo-de-voo (Q-TOF) Agilent 6530. Um
volume de 0,50 uL. de amostra foi injetado na coluna Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Kinetex ®
PFP (150 x 2,1 mm, 2,6 um) conectada a uma pré-coluna Phenomenex PFP (2,1 mm) mantida a 40
°C. A fase mdvel A consistiu em 0,10 % v/v acido formico em agua e a fase B, de 0,10% v/v acido

férmico em metanol. A bandeja de amostra foi mantida a 4 °C durante as analises. O gradiente
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utilizado foi: 0-1 min (0% B), 1-2,5 min (0-25% B), 2,5-3 min (25-90% B), 3-5 min (90-100% B),
5-8 min (100% B), 8-8,1 min (100-0% B), 8,1-17,5 min (0% B). A espectrometria de massas foi
feita na faixa de m/z de 75-1200 a uma velocidade de 1 spectras/s. A voltagem do capilar foi de
3500 V, do fragmentor 125 V, do Skimmer 65 V, do Nozzle de 1000 V e do octopolo 750 V. Para o
ESI, a pressdo do nebulizador foi de 30 psi, a temperatura do gas de secagem foi de 250 °C a uma
vazdo de 8 L/min. Para o gas de impulsdo (sheath gas) do sistema de Jet Stream, a temperatura foi
de 350 °C a uma vazdo de 11 L/min. Uma solugdo com massas de referéncia (purina 5 pmol/L, HP-
0921 2,5 pmol/L) era continuamente analisada para correcdo de m/z. Apds 8,5 min de anélise, 0

fluxo proveniente da cromatografia liquida era desviado do espectrometro de massas para o rejeito.
3.4.2 — Anélise por GC-MS

As anélises por GC-MS foram realizadas no laboratorio do Prof. Dr. Massuo Jorge Kato, do

Instituto de Quimica — USP.

O equipamento utilizado foi um cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de
massas do tipo quadrupolo (SHIMAZU GC-2010 Plus). Um volume de 1 pL das amostras
derivatizadas foram injetadas na coluna Agilent J&W GC (Agilent Technologies) HP5-MS (30 m
de comprimento, 0,25 mm didmetro interno, filme de 0,25 um com 95% dimetilpolisiloxano e 5%
fenil). Para a fase movel foi utilizado gas Hélio de alta pureza em uma vazéo de 1 mL/min e a
temperatura do injetor foi de 250 ° C. A razdo do split foi de 1:10 a 10 mL min™. O tempo total da

analise foi de 25 min para cada amostra.

Um gradiente de temperatura foi aplicado nas seguintes condi¢des: temperatura inicial do
forno a 60 °C mantida por 1 min, aumentando para 300 °C na taxa de 10 °C min’. A temperatura da
linha de transferéncia do detector foi de 290 °C, do filamento de 230 °C e do quadrupolo, 150 °C. A
fonte por impacto de elétrons utilizada foi de 70 eV e o espectrdmetro de massas foi operado em

modo scan na faixa de 50-600 m/z.
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Para omitir o registro do sinal do fosfato, foi adicionado ao método uma programagao do

detector, que realizava turn off em 9,6 min e turn on 9,8 min da corrida cromatografica.

As andlises por GC-MS foram realizadas utilizando as condi¢Ges descritas por Fiehn et al.,
para que fosse possivel a identificacdo dos metabolitos utilizando a biblioteca Fiehn e, sendo

complementada posteriormente pela biblioteca NIST*.
3.5 — Tratamento de dados

Os dados gerados nas andlises por GC-MS foram convertidos para o formato NetCDF,
utilizando o software Data analysis versdo 4.3 (Bruker) e os dados gerados no LC-MS foram
convertidos para mzMXL usando software MSconvert (ProteoWizard). Foi necessario
converter 0s arquivos para que fosse possivel o processamento de dados usando o software de
acesso livre R versdo 3.6.1 (R Development Core Team) e o pacote XCMS®’.

Os dados de LC-MS foram processados com o método “centWave” € 0S parametros
utilizados para a extracdo dos picos foram: largura do pico (peakwidth = c(3, 30)), o desvio
méaximo permitido de m/z (ppm = 50), minima diferenca entre os m/z (mzdiff = 0.01), minima
intensidade para nao ser considerado ruido (noise = 500), e a razdo sinal/ruido (snthresh =
12). Para o agrupamento foi utilizado algoritmo density e os parametros foram: a fracéo
minima de amostras necessarias em pelo menos um grupo (minFraction = 0.7), largura de
banda (bw = 3).

Para os dados adquiridos por GC-MS foi utilizado o método “matched filter” e 0S
parametros utilizados para extracdo dos picos foram: largura de pico (fwhm = 4), relacéo
sinal/ruido (snthresh = 2), minima diferenca entre os m/z (mzdiff = 0.01), nimero maximo de
picos por cromatograma de ion extraido (max = 30). Para o0 agrupamento com correcao de
largura de banda (bw = 2), largura de faixas sobrepostas de m/z (mzwid = 0.5), a fracdo
minima de amostras necessarias em pelo menos um grupo (minfrac = 0.7). E o tempo de

retencdo foi corrigido pelo algoritmo retcor (Family = gaussian).
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Tanto nos dados de GC-MS quanto de RPLC-MS, foram utilizados o algoritmo
fillpeaks para o preenchimento de valores de intensidade de picos ndo encontrados em
algumas amostras.

Os molecular features detectados em 4 ou 3 amostras dos brancos de preparo foram
removidos. Molecular features que apresentaram um coeficiente de variagcdo (CV) maior que
que 30 % foram removidos.

Os dados fornecidos pelo XCMS foram submetidos & normalizacdo pela mediana,
escalonados pela Unidade de Variancia (UV), e ainda foi feita uma transformacéo logaritmica
dos dados. Em seguida, os dados foram analisados no software SIMCA P+12.0.1 (Umetrics),
utilizando analise de componentes principais, PCA, que consiste em uma manipulacdo
matematica da matriz contendo os dados originais, a fim de reduzir a dimensionalidade
original da matriz; essa manipulacdo estd fundamentada na correlacdo entre as variaveis e
permite verificar a existéncia de separagdo espontdnea dos grupos que estdo sendo
comparados®®. Apds o PCA, foi realizado a analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant Analysis), para identificacdo dos
metabolitos discriminadores candidatos. O PLS-DA é um método supervisionado, que associa
uma classe a cada observacdo®. Molecular features discriminantes no modelo PSL-DA
foram selecionados utilizando a lista de Variable Importance Projection (VIP). As variaveis
com VIP scores >1 foram selecionadas para posterior identificacéo.

Foi utilizado o software MS-dial para a deconvolucdo e identificacdo dos espectros das
analises de GC-MS. A identificacdo dos metabdlitos analisados por GC-MS foi feita
utilizando a biblioteca de dados Fiehn RT Library (FiehnLib) e NIST MS Search 2.0.

No caso dos molecular features analisados por RPLC-MS a identificacdo valeu-se dos

dados armazenados nos bancos de dados do HMDB, KEGG e Metlin. Os possiveis adutos
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inseridos na busca foram [M+H]*, [M+Na]*, [M+2H]" e [M+K]*, com erro méaximo de massa

de 10 ppm.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 — Analise metabolémica por RPLC-MS

A composico da urina contém aproximadamente 95% de 4gua®®. Muitas substancias
apolares e insollveis ou pouco sollveis em &gua, quando absorvidos pelo organismo
geralmente sdo transformadas (metabolizadas) em compostos mais polares visando a excrecao

renal.

A presenca de muitos compostos polares torna a separagdo em amostra de urina pouco
eficiente para cromatografia liquida de fase reversa. Em geral, compostos polares sdo pouco
retidos nesse modo, utilizando fases estacionarias tradicionais como C18 e C8, portanto é
necessaria uma fase estacionaria modificada. Uma das alternativas usadas para contornar esse
problema é utilizar uma fase reversa contendo grupos polares. Dessa forma, no presente
estudo, a fase estacionaria utilizada para a analise de amostras de urina dos pacientes teve na
sua composicdo grupos pentafluorofenil (PFP) (Figura 2). Essa modificagdo permite que a
polaridade da coluna aumente e, consequentemente aumente a capacidade de reter compostos
mais polares que uma C18 convencional, tornando possivel a anélise de urina com maior

cobertura metabolica por cromatografia liquida em fase reversa®l.

Figura 2: Estrutura da fase estacionaria Phenomenex Kinetex ® PFP (Modificado de
https://www.phenomenex.com/info/page/f5, acessado em 20/12/2020).
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Empregou-se um padrédo interno (p-fluorofenilalanina) no preparo das amostras de
urina, para avaliar a qualidade das analises e corrigir possiveis erros de injecdo; o
cromatograma do ion extraido do padrdo interno, p-fluorofenilalanina foi plotado para todas
as anélises. Na Figura 3 é possivel observar pouca variagdo nas areas e no tempo de retengao
do padrédo interno em todas as amostras de urina analisadas, demonstrando repetibilidade do
método empregado. O CV das areas do p-fluorofenilalanina para as 78 amostras injetadas foi

de 3%, confirmando a baixa varia¢do de area das inje¢Oes durante a sequéncia analitica.

p-Fluorofenilalanina

Clinico
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Cirdrgico

Be+05
1

Intensidade
de+05
1

T T T T T
200 250 300 350 400

Oe+00
|

Tempo de retengio (segundos)

Figura 3: Cromatograma do ion extraido do padrdo p-fluorofenilalanina de todas as amostras de urina analisadas
em RPLC-MS.

A analise por RPLC-MS gera dados de alta complexidade em trés dimensdes (m/z,
tempo de retencdo e intensidade). Entdo, os dados brutos foram processados pelo software

XCMS para obtengdo de uma tabela com os molecular features para as analises estatisticas.

Assim, a Tabela obtida pelo XCMS para os dados de RPLC-MS apresentou, apés

subtrair o branco, 3533 molecular features.

Amostras de controle de qualidade (QC), compostas por um pool de todas as amostras
do estudo, foram analisadas no inicio, a cada 5-10 amostras e ao final das analises. Para
remover molecular features que foram medidos com muita variacdo, usou-se como critério
remover molecular features com CV maior que 30 % nas amostras de QC, restando 1926

molecular features.
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Os dados foram normalizados pela mediana, escalonados pela Unidade de Variancia
(UV), em que a escala € o desvio padréo, e foi ainda utilizada uma transformacéo logaritmica.
A normalizagdo é feita para remover variagdes sistematicas, geralmente associadas com o
tamanho da amostra, ou quando a concentragdo absoluta da amostra ndo pode ser facilmente
controlada, por exemplo, o volume de injecdo no cromatdgrafo, ou variagdo na quantidade de
um extrato bioldgico. O escalonamento tem a funcdo de diminuir as distancias entre as
variaveis, e é recomendando sempre quando as variaveis apresentam uma grande faixa de
variagdo dos dados, minimizando a influéncia de uma varidvel dominante. E a transformagéo
logaritmica foi utilizada para linearizar os dados, além de reduzir a heterogeneidade da
variagdo, uma vez que, o intervalo dos valores em amostras biolégicas costuma variar em
varias ordens de magnitude; essa transformacdo ndo afeta a interpretacdo qualitativa dos

resultados®?.

Os 1926 molecular features gerados apos o tratamento de dados foram utilizados para

a analise multivariada e univariada.

4.1.1 — Abordagem multivariada RPLC-MS

O modelo de PCA, anélise de componentes principais, € um método que converte a
matriz de dados multidimensional em uma dimensdo menor, por meio de reconhecimento de
padrdes; isso transforma os dados originais, em graficos que podem informar similaridade
entre as amostras e as variaveis responsaveis por isso. Esse método € conhecido como método
ndo supervisionado, ou seja, ndo é apresentado ao modelo dados de qual grupo as amostras
pertencem®, Com os dados tratados obteve-se o PCA (Figura 4) de todas as amostras
analisadas por RPLC-MS. Nesse modelo foi observado que as amostras de QC se encontram
proximas umas as outras e perto do centro do plot, indicando que a variabilidade instrumental
durante a andlise € menor que a variabilidade bioldgica das amostras, viabilizando o

tratamento estatistico comparativo dos dados. Foram utilizadas 8 amostras de QC que foram
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analisadas no inicio, entre as amostras e no final da sequéncia analitica, para que fosse

possivel o monitoramento da performance do método, bem como a estabilidade instrumental.

B Default ® *QC*

-

-40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50
t[1]

R2X[1] = 0.149626 R2X[2] =0.0987881
Elliose: Hotellina T2 (0.95)

SIMCA-P+ 12.0.1 - 2019-08-20 19:57:04 (UTC-3)

Figura 4: Score Plot do modelo de PCA com todas as amostras analisadas por RPLC-MS. As amostras de QC
estdo destacadas em vermelho. R?=0,629, Q>=0,128.

Apos a verifica¢do da estabilidade instrumental, por meio dos QC’s, foi plotado o PCA
de todas as amostras. O resultado ndo se mostrou eficiente em separar os trés grupos presentes

na matriz (Figura 5).
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Figura 5: Score Plot do modelo de PCA com todas as amostras analisadas por RPLC-MS. R? = 0,580, Q? =
0,241.

Para melhorar a separacdo entre os grupos foi utilizado o PLS-DA (analise
discriminante pelo metodo de quadrados minimos parciais), um método de regressdo
multivariada. Diferente do modelo de PCA, o PLS-DA é um modelo supervisionado, nesse
modelo é atribuido qual grupo cada amostra pertence. Embora, o PLS-DA apresente uma
informacdo a mais, 0s principios basicos que governam o modelo PLS-DA sdo 0os mesmos do

PCA®,

A predicio do modelo do PLS-DA pode ser avaliada pelo Q?, que é estimado utilizando
a validacdo cruzada. No software SIMCA-P utilizado para a construcdo do modelo o default
para a validacdo cruzada € o k-fold, que consiste em dividir o conjunto de dados em k partes
diferentes, ou seja, subconjuntos, no caso k=7, para um nimero de componentes fixas o valor
de Y de todas as amostras de um subconjunto é predito utilizando os outros subconjuntos (k-
1) para a estimativa, esse processo é repetido para todos os subconjuntos. O Q2 é calculado

usando a diferenca do valor de Y observado e o valor calculado®®.

Os parametros que medem a qualidade do modelo, R? e Q?, avaliam, respectivamente, a

variancia explicada pelo modelo e a capacidade de previsdo do modelo.
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A Figura 6, apresenta os modelos de PLS-DA obtidos para as trés comparagOes
(clinico/controle, cirargico/controle e clinico/cirdrgico). Valores poucos satisfatorios foram
encontrados para as comparagdes entre os grupos controle/clinico (CLI x CON) (Q?=0,539 e
R? =0,956) e controle/cirtrgico (CON x CIR) (Q%=0,512 e R?=0,809). Para a comparacio
entre os grupos clinico e cirurgico (CLI x CIR) o modelo apresentou valores insatisfatorios de
Q? (0,317), mesmo tendo um valor aceitavel de R? (0,947). A andlise de variancia (ANOVA)
dos residuos da validacdo cruzada dos modelos de PLS-DA mostrou boa significancia
estatistica para as comparagdes CON x CLI (F=1,433 e p-valor = 0,007) e CON x CIR
(F=8,93 e p-valor = 4x10°) e sem significancia estatistica para a comparagdo CLI x CIR

(F=1,433 e p-valor = 0,2).
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Figura 6: Score plot dos modelos PLS-DA para amostras de urinas, com todas as idades, analisadas por RPLC-
MS. Legenda: a) Comparagdo Controle (CON) vs Clinico (CLI), b) Comparagdo Controle (CON) vs Cirurgico
(CIR) e c) Comparacéo Clinico (CLI) vs Cirargico (CIR).
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Uma possivel explicacdo para a baixa previsibilidade dos modelos esta no fato de que,
o intervalo de idade dos individuos nos grupos é muito grande (para o grupo cirurgico a faixa
de idade varia de 4 meses a 17 anos, para 0 grupo clinico, de 8 meses a 17 anos e 0 grupo
controle possui uma variagdo de 3 a 10 anos). Além disso, entre 0s pacientes de um mesmo
grupo existem diferengas fisioldgicas, morfoldgicas e comportamentais distintas devido a essa
grande faixa de idade. Dessa forma, a variabilidade biol6gica dentro do mesmo grupo de
pacientes € muito maior do que as diferencas metabdlicas entre os pacientes cirdrgicos ou
clinicos. Para agrupar esses pacientes por idade, foi utilizado os critérios da Food and Drug
Administration (FDA) que utiliza o desenvolvimento pediatrico e capacidade metabdlica,

como critérios®®. Os grupos categorizados, e que pertencem ao nosso conjunto de amostras

~

sao:
. Neonatos: nascimento até 1 més;
° Bebés: 1 més até 2 anos;
o Criancas: 2 até 12 anos;
. Adolescentes: 12 até 16 anos.

Com base nessa nova classificacdo foram testados novos modelos de PLS-DA,
utilizando apenas as amostras de pacientes na faixa etaria de 2 a 12 anos, faixa etaria com o
maior numero de amostras por grupo, e que apresentou maior igualdade no tamanho amostral
por grupo. O nimero de amostras inicial por grupo foi entdo reduzido: para o grupo cirdrgico
(n=10), clinico (n=12) e controle (n=14). A Figura 7 apresenta o score plot (grafico de
escores) dos novos modelos de PLS-DA. Nessa faixa de idade o valore de Q? para a
comparacio CLI x CIR foi de 0,714 e o R? de 0,985. Para a compara¢ido CON x CLI o valor
de Q? foi de 0,849 e 0 R? de 0,998. Na comparagdo CON x CIR, o Q? obtido foi de 0,772 e R?

de 0,984. Os novos valores obtidos para a faixa etaria de 2 a 12 anos foram considerados
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satisfatorios para obtencdo dos metabdlitos discriminadores, uma vez que apresentaram um

bom ajuste de modelo e alto valor preditivo.

Os modelos também foram validados por analise de variancia (ANOVA) dos residuos
da validacdo cruzada com valores aceitiveis. Sendo que, para a comparagdo CLI x CIR,
obteve-se um p-valor = 0,01 e F=4,43; para a comparacdo CON x CLI, obteve-se um p-valor
= 2x10° e F= 4,9.; e para a comparagdo CON x CIR, obteve-se um p-valor = 0.006 e F= 4.5.

A Tabela 1 ilustra a melhora no desempenho dos modelos de PLS-DA ap06s a categorizacdo
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Figura 7: Scores plot dos modelos PLS-DA para amostras de urinas de pacientes com estenose de JUP entre 2-
12 anos, analisadas por RPLC-MS. Legenda: a) Comparacao Controle (CON) vs Clinico (CLI), b) Comparagao
Controle (CON) vs Cirlrgico (CIR) e ¢) Comparagédo Clinico (CLI) vs Cirdrgico (CIR).
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Tabela 1: Comparacdo dos parametros estatisticos obtidos nos modelos PLS-DA, sem e com a classificacdo por
faixa etaria.

0al7 2al2 0al7 2a12 0al7 2al2
anos anos anos anos anos anos
0,32 0,71 0,54 0,85 0,51 0,80
0,95 0,985 0,96 0,998 0,81 0,996
1,43 44 1,4 4,9 8,9 4,5
0,2 0,01 0,007 0,002 4x10° 0,006

Um dos métodos estatisticos mais poderosos para confirmar a validade dos dados é o
teste de permutacdo. Esse teste de validacdo consiste na permutacdo aleatoria das categorias
(clinico, controle e cirargico) das amostras. O desempenho do modelo obtido, usando como
parametro o Q?, ¢é avaliado e espera-se que, o valor de Q? para o modelo permutado seja
menor do que o modelo original. Esse procedimento é repetido N vezes. Se varios modelos
aleatoriamente permutados apresentarem o Q% maior que o modelo original, entdo o original
ndo tem confiabilidade, mesmo com p-valor menor que 0,05 na analise de ANOVA dos

residuos da validagdo cruzada®’.

A Figura 8 apresenta o grafico do teste de permutacdo para as trés comparacgdes. O
ponto na extrema direita do grafico é o Q? do modelo original; podemos observar que para
todas as 200 permutagOes realizadas, nenhuma obteve um Q? maior que o modelo original,

refor¢ando a validade do modelo obtido.
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Figura 8: Teste de 200 permutacGes dos modelos de PLS-DA da analise metaboldmica por RPLC-MS.

Outras figuras de méritos, além do Q? e R?, usadas para avaliar o desempenho de um
modelo estatistico sdo a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) e a area sobre a

curva ROC (AUC, do inglés Area under curve).

A curva ROC é uma das figuras de méritos mais familiares e utilizadas na avaliacao de
desempenho de um teste de diagndstico médico®, e relaciona a sensibilidade e a
especificidade, e como esses parametros mudam conforme as pontuacfes de biomarcadores
disponiveis. Essa pontuacdo representa a probabilidade da sensibilidade e da especificidade
calculada e, ao unir esses pontos, temos a curva ROC. No caso da uma andalise multivariada a
sensibilidade e a especificidade sdo referentes a um conjunto de metabolitos e ndo apenas um

metabdlito especifico®.
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A sensibilidade é a probabilidade de um teste apresentar resultado positivo em um
individuo doente, e a especificidade é a probabilidade do teste apresentar resultado negativo
em um individuo saudavel. O canto superior esquerdo (0,1), de um grafico de curva ROC
representa um modelo onde todos os individuos, controle e teste sdo corretamente

classificados, ou seja, a sensibilidade e (1-especificidade) possuem o melhor valor de corte,

A AUC ¢ utilizada para a examinar a qualidade da curva ROC e o desempenho do
teste; essa area varia de 0 a 1, e quanto mais se aproxima de 1 (100 %) mais proximo do ponto
(0,1) e, consequentemente, maior é o poder do teste em discriminar 0s grupos teste e

controle’,

Os metabolitos significativos encontrados pelos modelos de PLS-DA foram avaliados
como possiveis candidatos a biomarcadores pelo uso de curvas ROC. Utilizando a plataforma
disponivel no MetaboAnalyst, foi plotada a curva ROC para os molecular features apontados
como significativos (VIP>1) pelo modelo PLS-DA e identificados de forma putativa. Foi
utilizado o modelo de classificacdo PLS-DA e 0 método para posicao hierarquica dos features
(ranking feature) foi o PLS-DA built-in. A Figura 9 apresenta o grafico da curva ROC de

cada comparagao pertinente.
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Figura 9: Comparacdo de diferentes modelos baseados nas curvas ROC. Para a comparacdo CON X CLI e CON
X CIR foram gerados 6 modelos, e para a comparagdo CIR X CLI, 8 modelos do conjunto de molecular features
foram gerados. Todos os modelos foram criados utilizando o PLS-DA built-in. A legenda mostra o ndmero do
molecular feature e a AUCs de cada modelo.
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Para a comparacdo Controle x Clinico utilizaram-se 6 modelos multivariados de 2 até
11 variaveis (total de variaveis significativas no modelo multivariada para as analises de LC-
MS) e, em todos 0s conjuntos de variaveis, a AUC foi maior que 0,95. Para 0 modelo com

todas as variaveis a acuracia foi de 99,5%.

Na comparacdo Controle x Cirargico todos os 30 molecular features apresentaram
uma acuracia de 96,6%, enquanto na comparagdo Clinico x Cirargico os 9 molecular features
apresentaram uma acurécia de 95,3%. Os bons resultados de AUC para as comparagoes
utilizando os molecular features significativos encontrados no modelo PLS-DA fortalecem o
modelo, dando mais credibilidade aos molecular features, pois demostram 6timo performance

em discriminar os grupos teste e controle’™ "2,

4.1.2 — Abordagem univariada RPLC-MS

Embora o0 modelo multivariado apresente a vantagem de respeitar a variabilidade e a
complexidade intrinseca de amostras de natureza bioldgica, ajudando a elucidar relagdes
complexas, lineares ou n&o lineares’, os riscos de overfitting (inclusio de mais variaveis que
0 necessario, ou seja, utilizar mais parametros do que pode ser justificado pelo conjunto de
dados) " sdo comuns.

A abordagem univariada utiliza métodos estatisticos tradicionais que consideram uma
variavel por vez, sua vantagem em relacdo a multivariada é a eliminacdo de overfitting.

Tendo em mente as vantagens e desvantagens de cada modelo, um ndo exclui o outro,
e, devem, sempre que possivel, serem combinados para obter o maior nimero de informacoes
necessarias’.

Para as variaveis paramétricas cujo teste de normalidade foi o Shapiro-Wilk, foi
aplicado o teste Bartelett, para distinguir as variancias iguais e diferentes. Em seguida foi
avaliado o p-valor da ANOVA, usado para avaliar diferenca entre trés ou mais grupos, para

encontrar possiveis candidatos a biomarcadores e verificar efeito significante entre as
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variaveis. Quando encontrado efeito significante entre as variaveis, utilizou-se o teste post-
hoc de Tukey para localizar entre qual grupo foi encontrada a diferenga. Os testes post-hoc
sdo utilizados para corrigir o aumento excessivo do erro tipo I, ou seja, concluir que existe
diferencas entre os grupos quando na verdade nédo existe. O teste de Tukey utiliza o valor do
p-valor ajustado (também conhecido como g-valor) para determinar se as diferencas entre 0s
grupos séo significativamente estatisticas’®.

O teste Kruskal-Wallis foi aplicado para as variaveis ndo-paramétricas, para encontrar
possiveis candidatos a biomarcadores e utilizado o teste post-hoc de Dunn’’.

O fluxograma para a avaliacdo das variaveis por analise univariada esta ilustrado na

Figura 10.

este de normalidade
(Shapiro-Wilk)

p-valor > 0.05

p-valor < 0.05

N&o Paramétrico

. Teste de Bartelet
(Kruskal-Wallis)

’ ~ p-valor > 0.05 p-valor < 0.05
p-valor < 0.05 [ p-valor > 0.05 ]
\ w
Teste ANOVA Teste ANOVA
P Y variancias variancias
iguais diferentes
p-valor < 0.05 p-valor <0.05 [ p-valor > 0.05 ] [ p-valor > 0.05 ] p-valor <0.05
Candidato a p-valor > 0.05 \ J . o
biomarcador |
—

Teste Tukey Teste Tukey
| — —
p-valolr <0.05 p-valor < 0.05
C.andldato a p-valor > 0.05 Candidato a p-valor > 0.05
biomarcador biomarcador

Figura 10: Fluxograma da tomada de decisdes para a anélise univariada.
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Para 0 modelo univariado foi analisado a curva ROC para cada molecular feature

significativo. Os resultados de p-valor e AUC da curva ROC estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 2: Pardmetros p-valores e AUC para curva ROC dos molecular features encontrados com significancia estatistica utilizando a abordagem univariada, para analise em

RPLC-MS.

Comparagao Controle x Cirrgico

Massa
exata

153,0540
173,0919
176,0707
198,0524
221,0406
229,1196
261,1091
276,1183
303,1351

341,1505

p-valor
(ROC)

0,02
0,02
0,004
0,002
0,02
0,02
0,001
0,01
0,003

0,001

AUC
(Univariada)

0,807
0,834
0,872
0,882
0,813
0,749
0,877
0,791
0,866

0,845

Comparagéo Clinico x Cirlrgico

Massa
exata

158,0439
176,0707
198,0524
235,1659
235,1659
263,0417
390,0621

176,0708

p-valor
(ROC)

0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,02

AUC
(Univariada)

0,775
0,770
0,794
0,712
0,712
0,760
0,612

0,770

Comparagao Controle x Clinico

Massa
Exata

165,0158
173,0919
261,1091
263,0417
276,1452
303,1351
305,0880
321,0825
327,0704
332,0979
336,1400
384,1505
192,0743

p-valor
(ROC)

0,02
0,02
0,01
0,02
0,03
0,05
0,02
0,03
0,01
0.03
0.01
0.01
0.03

AUC
(Univariada)

0,768
0,755
0,799
0,783
0,740
0,706
0,536
0,703
0,743
0,749
0,786
0,796
0,749
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O molecular feature 305,0880, encontrado na comparagdo CON x CLI, foi o Unico que
apresentou valor abaixo de 0,6 para AUC, e por isso ndo foi utilizado para a etapa de
identificacdo.

4.1.3 — Identificacdo dos molecular features

Os bons resultados estatisticos para a faixa etaria selecionada, permitiu, na analise
multivariada, a extracdo dos VIPs para os modelos de PLS-DA. As relagdes m/z com VIP
maior que 1, e que apresentaram uma porcentagem de variacdo (change, definicdo abaixo)
superior a 30 %, em pelo menos uma das comparacdes, foram levadas para busca em banco
de dados (HMBD, MEtlin, KEGG). Na andlise univariada todos os molecular features que
passaram em todos os testes apresentados no fluxograma (Figura 10) também foram levados
ao banco de dados. Todos os molecular features com significancia estatistica encontrados nas
duas abordagens estatisticas foram identificados e listados nas Tabelas 7, 8 € 9, no final desse

capitulo.

Devido a natureza putativa da identificacdo é possivel encontrar mais de uma

possibilidade de metabdlito para um mesmo molecular feature.

Para buscar os possiveis metabolitos nos banco de dados, os adutos [M+H]*,
[M+2H]"*, [M+Na]" e [M+K]" foram considerados e o erro de massa maximo permitido na
busca foi de 10 ppm. Foram aceitos metabolitos que apresentassem estrutura quimica
compativel com a técnica, endégenos e que apresentassem alguma correlagdo com rotas

metabdlicas presentes em mamiferos.

Para quantificar a porcentagem de alteracdo em relacdo ao grupo controle foi utilizado
0 change, calculado conforme férmula 1; para comparacao entre os grupos clinico e cirdrgico,

o grupo clinico foi usado como referéncia (ou controle).
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Formula 1.

Grupo Teste — Grupo controle
Change (%) = ( Grupo Controle ) * 100

4.2 — Andlise metabolémica por GC-MS
4.2.1 — Tratamento com Urease

Amostra de urina normalmente contém uma alta concentracdo de ureia, e, portanto, 0s
cromatogramas de GC-MS, sem um tratamento prévio para a remocdo de ureia, apresentam
um sinal largo e com alta intensidade correspondente a ureia, sobrepondo e prejudicando a
obtencdo de informacGes nessa regido. Portanto, uma etapa de remocéo de ureia na amostra de
urina é indispensavel. A retirada da ureia pode ser feita utilizando a enzima urease, que
provoca a degradacio da ureia em amdnia e bicarbonato.

A Figura 11 ilustra um cromatograma de ions totais (TIC) de uma mesma amostra de
urina derivatizada, sem e com um tratamento para a remocéo de ureia. O sinal entre 9,0 € 9,5
min é referente a ureia, evidenciando um sinal largo, de alta intensidade, o qual provoca uma
elevacdo da altura da linha de base do cromatograma, que se inicia em aproximadamente 7.9

min e se estende até aproximadamente 9,6 min.
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 11: Cromatograma das amostras com tratamento de urease (vermelho) e sem tratamento (preto).
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Apesar da remocédo da ureia produzir beneficios para a identificacdo de metabolitos,
foi observado o surgimento de um sinal, também de alta intensidade (9,7 min), que, embora,
ndo seja tdo largo quanto o da ureia, também prejudica a analise. Esse sinal foi identificado,
por meio de comparagdo com espectro de massas com um banco de dados, como o sinal do
fosfato em 9,7 min (Figura 12), que estd presente na urease utilizada. Isso foi verificado
analisando um branco (agua), com e sem tratamento com urease (Figura 13). Tal sinal intenso
do fosfato atrapalha o registro fiel dos cromatogramas, pois, por estar com alta intensidade, o
equipamento desliga seu detector automaticamente para preservar o filamento, responsavel
pelo ganho de sinal do equipamento; ap6s um pequeno intervalo de tempo o detector volta a
ligar. Durante esse intervalo que o detector permanece desligado ocorre perda de sinal, que
pode ser importante para encontrar metaboélitos discriminantes durante a analise. Além disso,
0 sistema de deteccdo, quando muitas amostras sdo analisadas, pode causar um constante liga
e desliga, prejudicando assim a integridade do sistema.

Portanto, é fundamental a otimizacdo da andlise para que o beneficio da remocdo da

ureia ndo seja minimizado pelo aparecimento de outro sinal.
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Figura 12: Andlise de urina por GC-MS. Legenda: a) TIC de uma amostra de urina com tratamento de Urease,
b) Espectro de massas do pico em 9.7 min e c¢) Resultado da comparagdo de espectro realizando a biblioteca
NIST.
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Figura 13: Cromatograma de lons Totais (TIC) do branco sem o tratamento com urease e do branco com
tratamento de urease.

Na tentativa de impedir o desligamento automatico do detector foi realizado um
experimento com diferentes concentracbes de urease, com 0 objetivo de encontrar uma
concentragcdo minima, na qual a intensidade do sinal do fosfato ndo saturasse o detector e a
ureia fosse completamente degradada.

Para avaliar a possibilidade de diminuir a concentragédo ja otimizada pelo grupo (10
mg/mL) °, e com o objetivo de impedir o desligamento por saturagdo do detector, foi
realizado um experimento com concentracfes baixas de urease 0,25, 0.5 e 1 mg/mL, em
triplicata. Foi observado que mesmo diluindo 10 vezes a concentracéo inicialmente testada ha
pouca reducdo do sinal do fosfato, e essa reducdo ndo foi o suficiente para impedir que o
detector fosse forcado a desligar. A Figura 14 apresenta o TIC da regido onde o fosfato e a
ureia aparecem nas analises, entre 8,8 e 10,6 min. E possivel observar que mesmo na menor
concentracdo testada (0,25 mg/mL) o sinal do fosfato satura o detector e a ureia aparece com
uma intensidade muito grande. Pelo fato de ocorrer apenas uma timida redugdo do sinal do
fosfato, mesmo em baixas concentracdes, optou-se por empregar a maxima concentracdo de
urease (10 mg/mL), para garantir remocdo total da ureia. Além disso, optou-se pela
programacdo prévia do desligamento do detector na regido do sinal do fosfato. Esse

procedimento preserva o filamento do detector, uma vez que ele ndo desliga durante a
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aquisicdo devido a saturagdo do sinal de fosfato. Esse controle de desligamento garante a

robustez das analises.
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Figura 14: TIC de uma mesma amostra de urina tratadas com diferentes concentracGes de urease.

A Figura 15 apresenta um cromatograma da amostra de urina tratada com urease,

programando-se 0 método para desligar o detector entre 9.6 e 9.8 min.
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Figura 15: Cromatograma com amostra de urina tratada com urease, programando-se 0 método para desligar o
detector entre 9.6 e 9.8 min.

4.2.2 — Otimizacgao das condicdes de derivatizacdo

Compostos que contém em seus grupos funcionais hidrogénio com tendéncia a formar
ligacOes de hidrogénio intermoleculares, por exemplo, -SH, O-H, -NH e -COOH, tem sua
volatilidade afetada, sua estabilidade térmica comprometida e tendem a interagir com 0s
materiais que compdem a coluna cromatografica’®. Para que tais compostos sejam passiveis
de anélise por GC, € necessario modificar os grupos funcionais. Além disso, compostos de
massa molecular elevada e com grupos polifuncionais sdo inviaveis para uma analise direta
em GC, pois normalmente tais compostos séo bastante polares e reduzem sua volatilidade

tornando o tempo de retengdo muito longo®L,

O objetivo da derivatizagdo € transformar um determinado composto quimico de
maneira que 0 novo composto apresente propriedades que favorecem a analise. Em GC essa
derivatizacdo normalmente é feita para tornar os compostos quimicos mais volateis e
termicamente estaveis. Dessa forma a derivatizagcdo aumenta a volatilidade dos compostos de

interesse. Além disso, impedem a absorcédo dos analitos no sistema de GC”°.

Um bom exemplo da necessidade e aplicacdo da derivatizacdo é a analise de acidos

carboxilicos. Por apresentarem elevada polaridade e serem sollveis em agua o resultado de
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andlise, principalmente em baixas concentracdes, ndo é satisfatorio. Entretanto, podemos
diminuir a polaridade e, consequentemente, aumentar sua volatilidade, se convertermos 0s

acidos em ésteres metilicos, transformando o grupo OH da carbonila em OCH3®.

Em metaboldmica, a derivatizacdo de GC-MS comumente é feita em duas etapas,

metoximacao (ou oximacao) e sililacdo?’.

A metoximacdo protege os grupos funcionais cetona e aldeidos do tautomerismo ceto-
endlico, aumentando a estabilidade das moléculas que possuem tais grupos, e evitando a
ciclizacdo. Além disso, inibe a formacdo de anéis de acgucares redutores e protege as

moléculas de descarboxilagdo®..

A sililacdo aumenta a volatilidade do composto, substituindo o hidrogénio &cido em
compostos polares pelo grupo trimetilsilil (TMS) [-Si(CH3)s] 3?7, A sililagdo transforma
varias funcBes quimicas polares e pouco favoraveis a cromatografia gasosa como alcoois,
acidos carboxilicos, aminas, fendis, carboidratos, esteroides, entre outras. Porém, utilizar a
sililacdo como etapa Unica, ndo garante a derivatizacdo de todos os metabdlitos, pois muitos
apresentam grupos funcionais que sofrem tautomerismo, como cetonas e aldeidos. Por isso a
necessidade de uma etapa de metoximacéo antes da sililacdo. As Figuras 16 e 17 ilustram as

reacOes de metoximacao e sililacdo para aldeidos e cetonas.
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Figura 16: Exemplificacdo do mecanismo de rea¢do de metoximag&o.

Figura 17: Exemplificacdo do mecanismo de reagéo de sililacéo.
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Existem varios estudos sobre a derivatizacdo dos metabdlitos para CG-MS, entretanto,

muitos divergem com relagéo as condicdes (tempo de reacdo, temperatura, concentracdo e volume

de reagentes). Até o momento, no grupo, foram testados dois procedimentos para preparo de

amostra, que visaram otimizar o nimero de metabolitos identificados por GC-MS %2 buscando a

melhor qualidade e repetibilidade nos cromatogramas. Entretanto, como ha diferenca nas matrizes

das amostras e de equipamentos utilizados, € necessario realizar um estudo para ter a certeza de qual

preparo de amostra € 0 mais indicado.
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Para encontrar uma condi¢do 6tima de preparo de amostras, um experimento baseado no
planejamento fatorial foi aplicado ao estudo. Esse tipo de experimento é interessante pois ajuda a
determinar a influéncia de uma ou mais variaveis sobre uma outra variavel de interesse. Nesse caso
foram estudados os efeitos da temperatura, tanto da sililagdo quanto da metoximagao, em 2 niveis
(valores méaximos e minimos encontrados na literatura) e os efeitos do tempo de reac8o, para as duas
etapas, também em dois niveis. A escolha dos niveis foi baseada nos trabalhos realizados pelo grupo

e nos protocolos de derivatizacio de outros artigos 10278283,

As condicdes de derivatizagdo estdo listadas na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Condices de tempo e temperatura para as duas etapas de derivatizacdo experimentais.

Tempo de Tempgratura Tempo de Temperatura
Condicdo metoximacéao e sililacdo de sililacao
h) meto>§|magao h) °C)
(°C)
1 2 25 0,5 40
2 2 25 1 70
3 2 25 0,5 40
4 2 25 1 70
5 16 25 0,5 40
6 16 25 1 70
7 16 25 0,5 40
8 16 25 1 70
9 2 40 0,5 40
10 2 40 1 70
11 2 40 0,5 40
12 12 40 1 70
13 16 40 0,5 40
14 16 40 1 70
15 16 40 0,5 40
16 16 40 1 70

As condicBes nas quais a temperatura e tempo de metoximacao estdo no nivel maximo
(13, 14, 15 e 16) foram descartadas, pois um prolongado tempo de metoximacgéo, no qual as
amostras estdo submetidas ao banho-maria, aumenta sua exposi¢do a agua, e, portanto, tais

condigdes oferecem um risco maior de contaminacgdo de &gua na amostra. A presenca de agua
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torna a préxima etapa ineficiente, pois a agua também reage, por hidrélise, com o reagente de

sililagdo utilizado na segunda etapa da derivatizagio®.

Uma das maneiras de avaliar o planejamento fatorial é buscar o maior nimero de
compostos identificados com alto grau de confianga. O software de identificacdo utilizado foi
0 MS-DIAL, que para cada comparacdo do espectro da biblioteca com o experimentalmente
obtido, atribui uma nota (score) de 0 — 100, e quanto maior essa nota, maior é a similaridade,
e, portanto, maior confianca na identificacdo. Nesse experimento apenas os metabolitos
identificados com coeficiente de variagdo (CV) menor que 30 e scores > 80, Tabela 4, foram

utilizados.

Tabela 4: Nimero de compostos identificados com scores >80 e CV <30% para as condicGes de diferentes
condicBes de derivatizacao.

NUmero de compostos
identificados com

Condicéo scores >80 e CV <30%

35
46
47
42
59
48
43
55
54
48
44
45

O© 00 N o O &~ W N -

el =
N R O

As condicdes 5, 8 e 9 apresentaram 0s maiores nimeros de metabolitos identificados.
Entretanto, nenhuma das trés condi¢Ges aparentou vantagem sobre a outra, pois a diferenca no
numero de compostos identificados € irrisoria, e, portanto, ndao oferecerem informacao
suficiente para decidir qual a melhor condicdo. Uma segunda analise foi usada como

parametro de decisdo, e foi escolhida a média da intensidade dos metabdlitos identificados; tal
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pardmetro tem como objetivo analisar as condi¢cBes em termos quantitativos, diferente da

primeira analise, no qual o desempenho qualitativo foi avaliado.

Para escolher os metabdlitos a serem avaliados usando a média das intensidades,
optou-se em escolher metabdlitos que representassem, da melhor forma possivel, as classes de
metabdlitos encontrados nas analises de GC. A cobertura analitica para os metab6litos em GC
abrange as classes de aminodcidos, &cidos carboxilicos, aglcares, &cidos graxos, esteroides e
acucares fosfatados. A Figura 18 apresenta um cromatograma de uma amostra de QC

utilizada no estudo e o intervalo de tempo para a maioria dos metabdlitos de cada classe.

=7 | Amostra QC

& ¢+ 4 4 b 0 2 18 o 5 w7 8 B A A 2 A A XF x HF A &
Counts vs Acquisition Time (min)
Aminoicidos e icidos Aciicares Acidos Esteroides e
graxos acticares

fosfatados

Figura 18: Cromatograma ilustrando os intervalos de tempo para cada classe de metabolito analisado em GC-

MS.

Para cobrir toda a corrida cromatografica, quatro classes, de regides distintas do
cromatograma, foram selecionadas, e para cada classe, trés metabdlitos identificados com
CV<30 %, para comparacdo da intensidade do sinal analitico fornecido pela analise em

cromatografia gasosa. A Tabela 5 apresenta os metabdlitos escolhidos.
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Tabela 5: Metabdlitos selecionados para a avaliacdo de intensidade nas condi¢cBes com mais metabdlitos
identificados (5, 8 e 9) do estudo fatorial de otimizacéo das condi¢Bes de derivatizagdo da urina.

Metabdlitos
Classe identificados com
scores >80 e CV<30%
Glicina
Aminoacidos Fenilalanina

Acido Glutamico
Acido esteérico

Acidos graxos Acido Palmitico

Acido adipico
Pentose
Acucares Hexose
Pentose

Acido citrico

Acidos 4cido-2-hidroxibutirico
carboxilicos

Acido succinico

A especificacdo de aclcares ainda € um desafio, pois o padrdo de fragmentacdo de
acUcares similares é muito semelhante, e por isso as bibliotecas fornecem mais de uma
identificacdo de acUcar possivel. Entretanto existe a possibilidade de diferenciar entre
pentoses e hexoses, pois 0s fragmentos que essas estruturas apresentam sdo especificos,
tornando possivel diferenciar um aclcar de 5 ou 6 carbonos. As pentoses apresentam um
fragmento caracteristico com m/z 217 e as hexoses possuem o fragmento de m/z 204%.
Avaliar a ordem de retencdo dos aclcares experimentalmente obtidos com a biblioteca Fiehn
pode ajudar na distingdo entre os acglcares, porém alguns aglcares possuem um tempo de
retencdo muito préximo, ndo sendo uma forma confiavel de identificacdo. Em um estudo de
metabol6mica alvo é possivel identificar os agucares, utilizando padrdo de referéncia e
otimizando as condicdes analiticas, para aumentar a resolucao entre 0s picos dos agucares.
Devido as caracteristicas ndo direcionada do estudo, o presente trabalho classifica os agucares

como pentose e hexose, sem especificar qual.
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O grafico da média das intensidades, Figura 19, revela que, exceto para a fenilalanina,
a média das intensidades foram maiores para a condi¢do 8. E, portanto, foi a condigdo de

preparo de amostra utilizada para dar prosseguimento ao estudo.

80000

Aminoacidos Acidos graxos

1000000
70000

60000

50000
40000
30000
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10000 I
0
5 8 9
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600000
400000
200000 I I
o
5 8 9

mglicina  m Fenilalani w Acido glutami o Acido estedrico  m Acido palmitico = Acido adipico
800000 I L . e
Acucares Acidos carboxilicos
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500000
120000
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200000
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100000
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0 0
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mPentose ™ Hexoses ™ Pentose m Acido citrico  ® Acido 2-hidroxibutirico = Acido succinico

Figura 19: Gréfico da média das intensidades para os trés metabdlitos selecionados para as quatro classes
estudadas: aglcares, acidos carboxilicos, aminoacidos e acidos graxos.

O fluxograma abaixo ilustra as etapas de preparo de amostra e as condigdes

estabelecidas para anélise de GC-MS.
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Figura 20: Fluxograma para preparo de amostra: etapa de remocéo da ureia.

Derivatizacdo
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Figura 21: Fluxograma para preparo de amostra: etapa de derivatizacéo.
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4.2.3 — Abordagem multivariada GC-MS

Os resultados anteriores de RPLC-MS revelaram a necessidade de restringir a analise
das amostras por idade, e, portanto, apenas as amostras na faixa etaria indicada foram
analisadas. As analises em GC-MS foram realizadas nas condi¢cGes otimizadas de
derivatizacdo citadas anteriormente.

Os molecular features que apresentaram CV maior do que 30 % nas amostras QC
foram removidos e a tabela obtida pelo XCMS para os dados de GC-MS apresentou, apés

subtrair o branco, 1612 molecular features.

Os dados foram normalizados pela mediana, escalonados pela Unidade de Variancia
(UV) e foi utilizado uma transformacdo logaritmica, mesmos procedimentos realizados para

as amostras analisadas por RPLC-MS.

A avaliacdo do padrédo interno ajudou a observar possiveis erros de injecdo e falha
instrumental; o cromatograma do ion extraido do padrdo interno éster metilico de &cido
tridecandico (C13 metil tridecanoato) foi plotado para todas as analises. Na Figura 22 é
possivel observar que as areas e o tempo de retencdo apresentaram repetibilidade em todas as

analises, tendo a area do pico, um CV de 6 %.

%10 &
24

22
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137 1375 138 1385 139 1385 14 14.05 141 14.15 142 1425
Counts vs Acquisition (min)

Figura 22: Cromatograma do ion extraido do padrdo C13 metil tridecanoato de todas as amostras de urina
analisadas em GC-MS.
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Novamente, 0 QCs foram verificados por meio de um modelo de PCA, e a formacéo
de cluster das amostras de QC (Figura 23) permitiu a continuidade da analise estatistica
multivariada. As amostras de controle de qualidade foram feitas a partir da mistura das
amostras analisadas, totalizando 8 amostras, sendo que, uma amostra foi analisada no comeco

da corrida, 6 foram analisadas durante a corrida analitica e 1 no final.

4 Default o *QC*

-80 60 -40 -20 0 20 40 60
1]

R2X[1] = 0.182098 R2X[2] = 0.127602
Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

SIMCA-P+ 12.0.1 - 2019-12-22 13:01:46 (UTC-3)

Figura 23: Score Plot do modelo de PCA com todas as amostras analisadas por GC-MS. As amostras QC estdo
destacadas em vermelho. R?=0,670, Q%>=0,237.

Ap0s a verificacdo da estabilidade instrumental, por meio dos QCs, foi plotado o PCA
de todas as amostras. O resultado, assim como em RPLC-MS, ndo se mostrou eficiente em

separar 0s trés grupos presentes na matriz (Figura 24).
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Figura 24: Score Plot do modelo de PCA com todas as amostras analisadas por GC-MS. R?=0,645, Q?=0,247.

Os cromatogramas foram visualizados, calibrados, deconvoluidos e identificados no
software MS-DIAL.

A calibracdo tem como objetivo corrigir o tempo de retencdo, em relacéo a biblioteca
Fiehn, e para isso foi analisado, no inicio da corrida analitica, um padréo comercial de uma
mistura de ésteres metilicos de acidos graxos, FAME MIX (Fatty acid methyl esters), que
variam de C8-C22. A deconvolucdo é feita por meio de algoritmos computacionais e tem
como propdsito reconstruir um espectro de massa puro para cada componente que 0
espectrometro de massa registra, ou seja, no espectro de cromatogramas de ions totais (TIC)

sdo separados os componentes coeluidos (Figura 25) 8.
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Figura 25: Representa¢do da deconvolucdo de 2 espectros (verde e laranja) a partir de um cromatograma de ions
totais (TIC, em preto).

A tabela gerada pelo XCMS foi utilizada para a estatistica multivariada. A anélise
multivariada, pelo modelo de PLS-DA, gerou bons resultados para a separacdo CLI x CIR,
com p-valor = 0,03, Q% = 0,759, R?>=0,996 e F= 3. A compara¢ido CON x CIR gerou um p-
valor = 0,0001, Q°=0,743, R>= 0,91, e F = 11,4.

O software ndo gerou o grafico da comparacdo CON x CLI, indicando que ndo foi
possivel atribuir uma separacdo plausivel entre os grupos. 1sso corrobora para a abordagem de
complementariedade de técnicas nos estudos com abordagem metaboldmica, pois nas analises
de LC-MS, a comparacao CON x CLI foi encontrada.

A validacdo do modelo, através do teste de permutacdo, mostrou que os modelos
permutados possuem Q? menor que o modelo original, portanto, a confiabilidade do modelo

permite a extracdo das variaveis responsaveis pela separagao.
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Figura 26: Scores plot dos modelos PLS-DA para amostras de urinas analisadas por GC-MS. Legenda: a)
Comparagdo Controle (CON) vs Cirtrgico (CIR) e b) Comparacédo Clinico (CLI) vs Cirargico (CIR).
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Figura 27: Teste de 200 permuta¢des dos modelos PLS-DA da analise metabolémica por GC-MS.

Os metabdlitos significativos pelos modelos de PLS-DA e identificados por comparagéo
do espectro de massas foram avaliados como possiveis candidatos a biomarcadores pelo uso

de curvas ROC.

A curva ROC, Figura 28, para a comparacdo CON x CIR foi feita utilizando 6 modelos
que englobaram todas as 26 variaveis significativas no modelo multivariado e, 0 modelo com
0s 26 conjuntos de variaveis apresentou uma AUC de 0,923, informando uma acuracia de
92,3%. Na comparagdo CLI x CIR, o modelo com todos os 18 molecular features
apresentaram uma acuracia de 98,3%. Os bons resultados de AUC para as duas comparacoes,
denotam a excelente capacidade que esses conjuntos de metabolitos tém em distinguir o grupo

teste e controle’® 7,
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Figura 28: Comparacéao dos seis modelos de conjuntos de molecular features para as comparacdes baseadas nas
curvas ROC. Todos os modelos foram criados utilizando o PLS-DA built-in. A legenda mostra o nimero do
molecular feature e a AUCs de cada modelo.

4.2.4 — Abordagem univariada GC-MS

Na abordagem multivariada ndo foi possivel encontrar padrdes de separacdo entre 0s
grupos controle e clinico, nas analises realizadas por GC-MS. Porém, ao realizarmos uma
investigacdo usando as mesmas ferramentas estatisticas da univariada, foram identificados
metabolitos significativos entre a comparagio CON x CLI. Isso evidéncia a
complementariedade das ferramentas estatisticas multivariada e univariada.

A tomada de decisdo para os metabdlitos na abordagem univariada foi a mesma
utilizada para amostras analisadas em RPLC-MS, citadas no item 4.1.2, e, esbogada na Figura
10.

A AUC para os metabolitos significativos, encontrados na univariada das amostras
analisadas por GC-MS estédo listadas na Tabela 6 e apresentaram valores significativos para

todos os metabélitos identificados.



79

Tabela 6: Parametros p-valores e AUC para curva ROC dos metabolitos identificados com significancia estatistica utilizando a abordagem univariada, para analise
GC-MS.

Comparacdao Controle x Cirurgico Comparagéo Clinico x Cirdrgico Comparagdo Controle x Clinico
. p-valor AUC o p-valor AUC o p-valor AUC
Metabolitos (ROC)  (Univariada) Metabolitos (ROC)  (Univariada) Metabolitos (ROC)  (Univariada)
3-hydroxy-3-methylglutaric acid 0,004 0,770 4-hydroxybenzoic acid 0,04 0,727 2;:?()j/droxy-3-methylglutarlc 0,05 0,660
ArabltoICRlbose/XylltoI (Pentoses 0,03 0,790 4-hydroxyphenylacetic acid 0,0006 0,900 AIIose/GelIactose/GIucose 0,03 0,703
alcohol) (Hexose)
Cellobiose 0,007 0,750 Ascorbic acid 0,04 0,753 Alpha glucosamine 1- 0,01 0,725
phosphate
Furoylglycine 0,03 0,662 Furoylglycine 0,01 0,807 Dithiothreitol 0,04 0,709
Pantothenic acid 0,005 0,833 Gluconic acid 0,009 0,813 Lactobionic acid 0,04 0,693
Arabitol/Ribose/Xylitol (Pentoses 0,001 0,882 Lactobionic acid 0,01 0,760 Me_mnltoI/Sorb|t0|/Id|tol (Sugars 0.04 0,702
alcohol)* acid)*
Tagatose 0,04 0,721 gcei‘gﬂ'to" Sorbitol/lditol (Sugars 4 ) 0,780 Pantothenic acid 0,03 0,722
N-acetyl-L-aspartic acid 0,0002 0,900 Pimelic acid 0,01 0,732
Mannitol/Sorbitol/Iditol (Sugars Mannitol/Sorbitol/Iditol (Sugars
acid)* 0,02 0,767 acid) 0,04 0,693

Threitol 0,006 0,807 Tagatose 0,02 0,712
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Todos os metabolitos analisados, em todas as comparag@es obtiveram AUC maior que

0,6, e demostram Gtima performance em discriminar os grupos teste e controle’ 2,

4.2.5 — Identificacéo

A identificacdo dos metabolitos foi feita pelo software MS-DIAL, que compara 0s
espectros obtidos com os registrados em bibliotecas; as bibliotecas utilizadas foram a Fiehn e
NIST. Para garantir confiabilidade na identificacdo apenas compostos com score maior que
80 foram utilizados. O score é uma nota atribuida pelo software que considera a similaridade

espectral e do tempo de retencio®®.

4.3 — Metabolitos

A complementariedade das técnicas analiticas empregadas (RPLC-MS e GC-MS) e
abordagem estatistica (Univariada e Multivariada) podem ser visualizadas no diagrama de
Venn, Figuras 29 e 30. Além disso, como ja discutido, as diferencas nas caracteristicas de
metabolitos extraidos em cada técnica tornaram possivel a comparagdo, dois a dois, dos trés
grupos disponiveis para o estudo, pois se fosse utilizado apenas GC-MS, a comparacdo CON

x CLI ndo seria possivel.

CON X CLI CON X CIR CLIXCIR

Figura 29: Diagrama de Venn para comparacdo de nimero de metabdlitos significativos encontrados nas
técnicas GC-MS e RPLC-MS
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|
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Figura 30: Diagrama de Venn para comparacdo de nimero de metabdlitos significativos encontrados
nas abordagens univariada e multivariada.

Todos os molecular features significativos encontrados nas analises multivariadas e
univariada por LC-MS e por GC-MS estédo apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9.
A classificacdo e rotas metabolicas atribuidas aos metabdlitos foram extraidos dos

bancos de dados HMDB e KEGG.
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Tabela 7: Metabdlitos discriminantes entre os grupos CON x CLI e suas caracteristicas obtidas na avaliacdo metabolémica global por GC-MS e RPLC-MS.

COMPARACAOQO CONTROLE X CLINICO

lon Mass o
Metabdlito Aduto Massa m/z error |Score | Change Tecr’u_ca Classificacado Abordfat gem Rota biologicas
(LC-MS) Analitica estatistica
(GC-MS) | (ppm)
1-Methylhistamine / 3- [M+Na]'| 192.0743 0 +93 Multivariada
Methylhistamine * [M+H]" | 126.1025 - 1 - +101 LC-MS |Amines Univariada |Histidine metabolism
1-Methyihistidine / 3- Multivariada
Methylhistidine * [M+Na]'| 192.0743 - 1 - +101 LC-MS |Amines Univariada |Histidine metabolism
1-Methylinosine [M+Na]"| 305.088 - 8 - -52 LC-MS  |Purine nucleosides Univarida [NA
Fatty acids and C5-Branched dibasic acid
2,3-Methylenesuccinic acid [M+Na]'| 165.0158 - 0 - -71 LC-MS |conjugates Univarida |[metabolism
Tricarboxylic acids and
2-Methycitric acid [M+K]" | 384.1505 - 3 - +31 LC-MS _|derivatives Univarida |NA
3-Hydroxy-3-methyiglutaric Fatty acids and Lipid metabolism
acid - - 231 - 90 -35 GC-MS  |conjugates Univarida |Fatty acid metabolism
M+H]" | 196.0623 10 +84 Benzoic acids and
3-Hydroxyhippuric acid [M+K]" | 234.0158 - 2 - +72 LC-MS |derivatives Univarida [Fatty acid metabolism
Amino acids, peptides,
3-Methoxytyrosine [M+H]" | 212.0922 - 1 - +30 LC-MS |and analogues Multivariada [NA
M+H]" | 196.0623 10 +84 Benzoic acids and
4-Hydroxyhippuric acid IM+K]" | 234.0159 - 2 - +72 LC-MS  |derivatives Univarida [Fatty acid metabolism
Amino acids, peptides,
Acetylcysteine [2M+H]'| 327.0704 - 8 - - 56 LC-MS |and analogues Univarida [NA
Alpha glucosamine 1- Carbohydrates and Amino sugar and nucleotide sugar
phosphate - - 217 - 80 -49 GC-MS  |carbohydrate conjugates | Univarida [metabolism
Carbohydrates and
Aspartylglycosamine [M+H]" | 336.14 - 0 - +33 LC-MS |carbohydrate conjugates | Univarida |NA
Dihyroxy-1H-indole Carbohydrates and
glucuronide [M+H]" | 326.0894 - 6 - +109 LC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada |[NA
Dithiothreitol - - 180 - 92 +54 GC-MS |Alcohols and polyols Univarida |Vitamin K metabolism
Glucose / Galactose /Fructose Carbohydrates and
(Hexose) * - - 103 - 95 +49 GC-MS  |carbohydrate conjugates | Univarida |[NA
Amino acids, peptides,
Glutaminylphenylalanine [M+K]" | 332.0979 - 8 - -43 LC-MS |and analogues Univarida |[NA
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Glutamyl-Hydroxyproline Amino acids, peptides, | Multivariada

(Dipeptideo) [M+H]" | 261.1091 - 2 - +47 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Tricarboxylic acids and

Glutarylcarnitine [M+H]" | 276.1452 - 4 - +54 LC-MS |derivatives Univarida |Lipid metabolism pathway
Amino acids, peptides,

Glycylproline (Dipeptide) [M+H]" | 173.0919 - 1 - +46 LC-MS |and analogues Univarida [Collagen metabolism

Histidine asparagine Amino acids, peptides,

(Dipeptide) [M+Na]'| 292.1035 - 6 - +36 LC-MS |and analogues Multivariada | NA

Hydroxykynurenine M+K]" | 263.0417 - 4 - +43 LC-MS |Carbonyl Compounds Univarida [ Tryptophan metabolism

Hydroxyprolyl-Glutamate Amino acids, peptides,

(Dipeptide) [M+H]" | 261.1091 - 4 - + 47 LC-MS |and analogues Multivariada [NA

Hydroxyprolyl-Glutamate Amino acids, peptides,

(Dipeptide) [M+H]" | 261.1091 - 4 - +47 LC-MS |and analogues Univarida |NA

Lactobionic acid - - 259 - 86 +52 GC-MS |NA Univarida [NA
Fatty acids and

Muconic acid [M+Na]'| 165.0158 - 0 - -71 LC-MS |conjugates Univarida [Benzoate degradation
Amino acids, peptides,

N6,N6-Dimethyl-L-Lysine [M+Na]'| 197.1252 - 4 - +53 LC-MS |and analogues Multivariada | Lysine degradation
Carbohydrates and

N-Acetylneuraminic acid [M+Na]'| 332.0979 - 8 - -43 LC-MS |carbohydrate conjugates | Univarida |Amino Sugar Metabolism

Beta-Alanine metabolism

Pantothenic acid - - 291 - 78 -49 GC-MS | Alcohols and polyols Univarida |Pantothenate and CoA
Fatty acids and Fatty acid metabolism

Pimelic acid - - 155 - 93 - 36 GC-MS |conjugates Univarida |[Lipid Metabolism

Poly-N-acetyllactosamine ( N-

acetylglucosamine and [M+H]" | 384.1505 - 1 - +31 LC-MS Fatty acyl glycosides Univarida |NA
Amino acids, peptides,

Prolylglycine (Dipeptide) [M+H]" | 173.0919 - 1 - +46 LC-MS |and analogues Univarida [Amino acid degradation pathways

Putrescine [M+H]" | 89.1079 - 1 - +99 LC-MS |Amines Multivariada | NA

[M+H]" | 196.0623 10 +84 Benzoic acids and

Salicyluric acid [M+K]" | 234.0160 - 2 - +72 LC-MS |derivatives Univarida [Pathways of salicylate elimination
Carbohydrates and Fructose and mannose metabolism

Sorbitol / Mannitol - - 205 - 81/94 + 60 GC-MS  |carbohydrate conjugates | Univarida [Galactose metabolism
Carbohydrates and

Tagatose - - 216 - 80 -43 GC-MS  |carbohydrate conjugates | Univarida |Galactose metabolism
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Threonine and Tyrosine
(Dipeptide)

[M+K]"

321.0825

-76

LC-MS

Amino acids, peptides,
and analogues

Univarida

NA

*Compostos indiscriminaveis pelas técnicas empregadas
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Tabela 8: Metabdlitos discriminantes entre os grupos CON x CIR e suas caracteristicas obtidas na avaliagdo metaboldémica global por GC-MS e RPLC-MS

COMPARACAQ CONTROLE X CIRURGICO

. Massa lon Mass Técnica o Abordagem . .
Metabdlito Aduto m/z error |Score | Change " Classificacao Pl Rota biologicas
(LC-MS) Analitica estatistica
(GC-MS) | (ppm)
12-Ox0-2,3-dinor-10,15-
phytodienoic acid [M+K]" | 303.1351 - 2 - +73 LC-MS |Eicosanoids Multivariada | Lipid metabolism pathway
2-(6-carboxy-3,4,5- Carbohydrates and
trihydroxyoxan-2- [M+K]" | 319.0073 - 3 - - 65 LC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada | NA
Amino acids, peptides,
2-Methylbutyryiglycine [M+K]" | 198.0524 - 2 - +141 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Tricarboxylic acids and
2-Methyicitric acid [M+K]" | 341.1505 - 3 - +75 LC-MS |derivatives Univariada |NA
Amino acids, peptides,
2-Phenylglycine [2M+H]'[ 303.1351 - 4 - +73 LC-MS |and analogues Multivariada |NA
3-(2-hydroxyphenyl)propanoic
acid [M+K]" | 205.0249 - 6 - + 258 LC-MS |Phenylpropanoic acids [ Multivariada | Phenylalanine metabolism
3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-
ylacetate M+Na | 219.1338 - 8 - -25 LC-MS |Fatty alcohol esters Multivariada | Lipid metabolism pathway
Benzoic acids and
3-Cresotinic acid [M+H]" | 153.054 - 4 - +132 LC-MS _|derivatives Univariada |NA
3-Hydroxy-3-methylglutaric Fatty acids and Multivariada [Lipid metabolism
acid (dicrotalic acid) - - 231 - 90 -43 GC-MS |conjugates Univariada |Fatty acid metabolism
3-Hydroxy-4-
methoxymandelate [M+Na]'| 221.0406 - 7 - -46 LC-MS [Methoxyphenols Multivariada |NA
1-hydroxy-4- Univariada
3-Hydroxyphenylacetate [M+H]" | 153.054 - 4 - +132 LC-MS  |unsubstituted benzenoids [ Multivariada | Tyrosine metabolism
3-Methoxy-4-
hydroxymandelate [M+Na]'| 221.0406 - 7 - - 46 LC-MS |Methoxyphenols Multivariada | Tyrosine metabolism
3-Methoxyphenylacetic acid [M+K]" | 205.0249 - 6 - + 258 LC-MS |Anisoles Multivariada | NA
-hydroxy-4-unsubstituted
3-Methoxyphenylacetic acid [M+K]" | 205.0249 - 6 - + 147 LC-MS |benzenoids Multivariada | Tyrosine metabolism
3-Methoxytyramine [M+K]" | 206.0595 - 8 - +109 LC-MS [Methoxyphenols Multivariada | Tyrosine metabolism
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3-Phenyllactic acid [M+K]" | 205.0249 - - + 258 LC-MS |Phenylpropanocic acids [ Multivariada |Phenylalanine metabolism
Amino acids, peptides,
4-acetamidobutyric acid - - 142 90 -32 GC-MS |and analogues Multivariada |Arginine and proline metabolism
4-hydroxy-2,3- Benzoic acids and N
dimethoxybenzoic acid [M+Na]" 221.0406 i i -46 LCMS | jerivatives Multivariada |NA
4-Hydroxy-3-methylbenzoic Benzoic acids and
acid [M+H]" | 153.054 - - +137 LC-MS |derivatives Multivariada | NA
+132 LC-MS  |1-hydroxy-4- Univariada
4-Hydroxyphenylacetate [M+H]" | 153.054 163 96 +84 GC-MS  |unsubstituted benzenoids [ Multivariada | Tyrosine metabolism
Organooxygen
5,6-Dihydrouridine [M+H]" | 247.093 - - + 68 LC-MS |compounds Multivariada |NA
5-Hydroxyindoleacetaldehyde | [M+H]" | 176.0707 - - +139 LC-MS  |Hydroxyindoles Multivariada | Tryptophan metabolism
Amino acids, peptides
5-Hydroxylysine [M+H]" | 163.1063 - - + 137 LC-MS |and analogues Multivariada [Lysine degradation
Purines and purine Mercaptopurine Metabolism
6-Methylmercaptopurine [M+2H]'| 84.0232 - - +39 LC-MS |derivatives Multivariada [ Pathway
Benzoic acids and
6-Methylsalicylic acid [M+H]" | 153.054 - - +137 LC-MS |derivatives Multivariada |NA
gamma-keto acids and
Alpha ketoglutaric acid - - 289 79 -49 GC-MS |derivatives Multivariada | Citrate cycle (TCA cycle)
Arabitol / Ribitol / Xylitol Carbohydrates and Multivariada
(Pentoses alcohol) * - - 103 94 +81 GC-MS |carbohydrate conjugates | Univariada |NA
Ascorbate and aldarate
Ascorbic acid - - 214 83 +55 GC-MS  |Furanones Multivariada | metabolism
Asparagine alanine / Amino acids, peptides,
Glutamine glycine (Dipeptide) |[M+Na]'| 226.0808 - - -42 LC-MS |and analogues Multivariada |NA
Amino acids, pepetides
Aspartylhydroxyproline [M+H]" | 247.093 - - +69 LC-MS |and analogues Multivariada | NA
Tricarboxylic acids and
Citric acid [M+K]" | 230.9886 - - -40 LC-MS |derivatives Multivariada | Citrate cycle (TCA cycle)
Amino acids, peptides, Glycine, serine and threonine
Cystathionine [M+H]" | 223.0742 - - +182 LC-MS |and analogues Multivariada |metabolism
Tricarboxylic acids and Cysteine and methionine
Cystine [M+H]" | 241.0308 - - + 156 LC-MS |derivatives Multivariada | metabolism
Desaminotyrosine [M+KT" | 205.0249 - - + 258 LC-MS |Phenylpropanoic acids [ Multivariada | Tyrosine metabolism
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Carbohydrates and Pentose and glucuronate

Diketogulonic acid [M+K]" | 230.9886 - - -40 LC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada |interconversions
Carbohydrates and

D-Threitol [M+Na]'| 145.0474 - - +57 LC-MS |carbohydrate conjugates [ Multivariada | D-xylose metabolism
Carbohydrates and

Erythritol - Uremia [M+Na]'| 145.0474 - - +57 LC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada | ABC transporters
Carbohydrates and

Fucose (Hexose) * - - 117 80 +55 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada | NA

-55 LC-MS |Amino acids, peptides, | Multivariada

Furoylglycine [M+Na]'| 192.0272 94 89 -51 GC-MS |and analogues Univariada |Fatty acid beta-oxidation

Galabiose -Maltose - Carbohydrates and

Trehalose (Disaccharides)* [M+Na]'| 365.1053 - - -20 LC-MS [carbohydrate conjugates [ Multivariada | Starch and sucrose metabolism
Organic oxoanionic

Gemcitabine diphosphate [M+H]" | 212.5101 - - - 56 LC-MS  |compounds Multivariada | NA

Geranyl phenylacetate [M+H]" | 273.1842 - - +80 LC-MS |Fatty alcohol esters Multivariada [Lipid metabolism pathway
Carbohydrates and Multivariada

Gluconic acid - - 205 90 -54 GC-MS |carbohydrate conjugates [ Univariada |Carbon metabolism

Glutaminylglutamic acid Amino acids, peptides,

(Dipeptide) [M+H]" | 276.1183 - - +84 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Amino acids, peptides, | Multivariada

Glutamyl-Hydroxyproline [M+H]" | 261.1091 - - +73 LC-MS |and analogues Univariada |Amino acid degradation pathways
Amino acids, peptides,

Glycylproline (Dipeptide) [M+H]" | 173.0919 - - +40 LC-MS |and analogues Univariada |NA

Hydroxyprolyl-Proline Amino acids, peptides,

(Dipeptide) [M+H]" | 229.1196 - - +72 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Fatty acids and

Hydroxyvalerylcarnitine [M+K]" | 302.1342 - - +41 LC-MS [conjugates Multivariada | Lipid metabolism pathway
Indolyl carboxylic acids

Indoleacetic acid [M+H]" | 176.0707 - - +139 LC-MS |and derivatives Univariada |NA
alpha-(1-1) linked

Leucrose - - 361 97 -50 GC-MS |disaccharide Multivariada [ NA

Maltose/ Trehalose Carbohydrates and

(Disaccharides) - - 103 96 +36 GC-MS |carbohydrate conjugates [ Multivariada | Starch and sucrose metabolism
Benzene and substituted | Multivariada

Mandelic Acid [M+H]" | 153.054 - - +137 LC-MS |derivatives Univariada |Aminobenzoate degradation

Mannitol/Sorbitol/Galactiol/ Carbohydrates and Multivariada

Iditol (Sugars acid) * [M+K]" | 221.0406 - - -46 LC-MS [carbohydrate conjugates | Univariada |Fructose and mannose metabolism
Amino acids, peptides Cysteine and methionine

Methionine sulfoxide [M+H]" | 166.0534 - - +152 LC-MS |and analogues Multivariada | metabolism
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Ascorbate and aldarate

Myo-Inositol [M+K]" | 219.0273 - - -31 LC-MS  |Alcohols and polyols Multivariada | metabolism
N-gamma-Glutamylglutamine Amino acids, peptides,
(Dipeptide) [M+H]" | 276.1183 - - +84 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Multivariada
Pantothenic acid - - 291 77 -59 GC-MS | Alcohols and polyols Univariada [NA
Poly-N-acetyllactosamine ( N- Amino acids, peptides,
acetylglucosamine and [M+H]" | 384.1505 - - +75 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Amino acids, peptides,
Prolylglycine (Dipeptide) [M+H]" | 173.0919 - - +39 LC-MS |and analogues Univariada |NA
Putrescine [M+H]" | 89.1079 - - + 283 LC-MS |Amines Multivariada |Arginine and proline metabolism
Carbohydrates and
Ribose (Pentose) - - 103 91 +30 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada | NA
Carbohydrates and
Sorbose (Hexose) - - 319 92 -64 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada |[NA
Sorbose/Allose/Fructose/ Carbohydrates and
Glucose/Tagatose(Hexose)* | [M+K]" | 219.0273 - - -31 LC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada | NA
Benzoic acid and
Syringic acid [M+Na]'| 221.0406 - - - 46 LC-MS |derivatives Multivariada | Aminobenzoate degradation
Carbohydrates and Multivariada
Tagatose (Pentose) - - 217 80 -48 GC-MS |carbohydrate conjugates | Univariada |[NA
Organosulfonic acids Taurine and hypotaurine
Taurine [M+H]" | 126.0211 - - +99 LC-MS |and derivatives Multivariada | metabolism
Carbohydrates and Ascorbate and aldarate
Threonic acid - - 293 97 -32 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada [ metabolism
Purines and purine
Uric acid [M+Na]‘| 191.018 - - +78 LC-MS |derivatives Multivariada | Purine metabolism

*Compostos indiscriminéveis pelas técnicas empregadas
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Tabela 9: Metabdlitos discriminantes entre os grupos CLI x CIR e suas caracteristicas obtidas na avaliacdo metaboldmica global por GC-MS e RPLC-MS

COMPARACAO CLINICO X CIRURGICO

. Massa lon Mass Téecnica o Abordagem . .
Metabdlito Aduto m/z error |Score | Change ” Classificacdo Pl Rota biologicas
(LC-MS) Analitica estatistica
(GC-MS) | (ppm)
Carbohydrates and
1,5-anhydri-D-Sorbitol - - 203 - 89 +31 GC-MS  [carbohydrate conjugates | Multivariada [NA
1-Methylhistamine / 3-
Methylhistamine * [M+H]" | 126.1025 - 6 - -47 LC-MS [Amines Multivariada [Histidine metabolism
Amino acids, peptides,
2-Aminomuconic acid [M+H]" | 158.0439 - 6 - -35 LC-MS [and analogues Univariada [Tryptophan metabolism
Amino acids, peptides,
2-Methylbutyrylglycine [M+K]" | 198.0524 - 2 - +93 LC-MS |and analogues Univariada |Pathway of L- isoleucine
3-(3-Hydroxyphenyl)propanoic LC_MS Multivariada
acid [M+K]" [ 205.0249 - 6 - + 147 GC-MS |Phenol esters Univariada |Phenylalanine metabolism
1-hydroxy-2-unsubstituted
3-Hydroxyphenylacetic acid [M+H]" | 153.054 - 9 - +124 LC-MS [benzenoids Multivariada | Tyrosine metabolism
4-Hydroxy-3-methylbenzoic
acid [M+H]" | 153.054 - 9 - +124 LC-MS [Anisoles Multivariada |[NA
Benzoic acids and Multivariada [Ubiquinone and other terpenoid-
4-hydroxybenzoic acid - - 193 - 85 +96 GC-MS [derivatives Univariada |quinone biosynthesis
+124 LC-MS |1-hydroxy-2-unsubstituted Tyrosine metabolism Phenylalanine
4-hydroxyphenylacetic acid [M+H]" | 153.054 163 - 96 +112 GC-MS |benzenoids Multivariada |metabolism
-hydroxy-4-unsubstituted Tyrosine metabolism Phenylalanine
4-Methoxyphenylacetic acid [M+K]" | 205.0249 - 6 - +147 LC-MS |benzenoids Multivariada [metabolism
Amino acids, peptides,
5-Aminopentanoic acid [2M+H]'| 235.1659 - 3 - -46 LC-MS |and analogues Univariada |Lysine degradation
Benzoic acids and
5-Hydroxyindoleacetaldehyde | [M+H]" [ 176.0707 - 1 - + 96 LC-MS |derivatives Multivariada [ Tryptophan metabolism
6-Methylsalicylic acid [M+H]" | 153.054 - 9 - +124 LC-MS  [Hydroxyindoles Multivariada [NA
Purines and purine
Adenine [M+Nal'| 158.0439 - 1 - -35 LC-MS |derivatives Univariada [Purine metabolism
gamma-keto acids and
Alpha ketoglutaric acid - - 289 - 79 -47 GC-MS [derivatives Multivariada | Citrate cycle (TCA cycle)
Alpha-glucosamine 1- Carbohydrates and Amino sugar and nucleotide sugar
phosphate - - 217 - 80 +48 GC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada [metabolism
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Asparagine alanine / Amino acids, peptides
Glutamine glycine (Dipeptide) |[M+Na]'| 226.0808 - 4 - -35 LC-MS |and analogues Multivariada | Citrate cycle (TCA cycle)
Amino acids, peptides,
Beta- alanine - - 247 - 96 -36 GC-MS |and analogues Multivariada | Beta-Alanine metabolism
Carbohydrates and
Cellobiose (Disaccharides) - - 103 - 90 -46 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada |[NA
Phenylalanine metabolism Tyrosine
Desaminotyrosine [M+K]" | 205.0249 - 6 - +147 LC-MS  [Cyclic purine nucleotides | Multivariada [metabolism
D-Fucose/2-Deoxyglucose
(Hexose)* [M+Na]'| 187.0589 - 3 - + 102 LC-MS [Phenylpropanoic acids | Multivariada |NA
Carbohydrates and
D-glucose (hexose) - - 103 - 97 +30 GC-MS |carbohydrate conjugates | Multivariada |[NA
Carbohydrates and Multivariada
D-threitol - - 307 - 97 -30 GC-MS |carbohydrate conjugates | Univariada |[NA
Amino acids, peptides, | Multivariada
Furoyiglycine - - 94 - 85 - 64 GC-MS |and analogues Univariada |Fatty acid beta-oxidation
Carbohydrates and Multivariada
Gluconic acid - - 205 - 90 -39 GC-MS [carbohydrate conjugates | Univariada [Pentose phosphate pathway
Carbohydrates and
Glucuronic acid - - 319 - 85 -42 GC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada [Aminobenzoate degradation
Glutamine hydroxyproline Carbohydrates and
(Dipeptide) [M+K]" [ 298.0789 - - -31 LC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada | NA
Glycerol 1-phosphate - - 299 - 84 + 36 GC-MS  |Glycerophosphates Multivariada [Glycerolipid metabolism
Hydroxykynurenine [M+K]" | 263.0417 - 4 - - 36 LC-MS [Carbonyl compounds Univariada [Tryptophan metabolism
Indole-3-acetic-acid-O- Carbohydrates and
glucuronide [M+K]" [ 390.0621 - 9 - -40 LC-MS [carbohydrate conjugates | Univariada |NA
Indolyl carboxylic acids
Indoleacetic acid [M+H]" | 176.0707 - 1 - +96 LC-MS [and derivatives Univariada | Tryptophan metabolism
Amino acids, peptides,
L-3-Phenyllactic acid [IM+K]" | 205.0249 - 6 - + 147 LC-MS |and analogues Multivariada | Phenylalanine metabolism
Carbohydrates and
Lactobionic acid - - 259 - 86 -37 GC-MS [carbohydrate conjugates | Univariada [NA
Multivariada [Ascorbate and aldarate
L-ascorbic acid - - 214 - 83 +110 GC-MS  |Furanones Univariada [metabolism
Amino acids, peptides, Valine, leucine and isoleucine
L-Valine [2M+H]'[ 235.1659 - 3 - - 46 LC-MS [and analogues Univariada |degradation
Mandelic Acid [M+H]" | 153.054 - 9 - +124 LC-MS  [Phenylpropanoic acids | Multivariada | Aminobenzoate degradation
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Methyl (E)-2-dodecenoate [M+Na]'| 235.1659 - 4 - - 46 LC-MS [Fatty acid esters Univariada |Lipid metabolism

Carbohydrates and Amino sugar and nucleotide sugar
N-acetyl-D-mannosamine - - 205 - 89 -38 GC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada [metabolism

+96 LC_MS |Amino acids, peptides, Univariada |Alanine, aspartate and glutamate

N-acetyl-L-aspartic acid [M+H]" | 176.0708 116 1 81 +50 GC-MS |and analogues Multivariada | metabolism
Ribose/ Arabinose / Xylose Carbohydrates and
(Pentose)* - - 307 - 91 +114 GC-MS [carbohydrate conjugates | Multivariada [NA

Carbohydrates and
Sorbitol/ Mannitol * - - 205 - 90/94] -50 GC-MS  |carbohydrate conjugates | Univariada |Fructose and mannose metabolism

*Compostos indiscriminaveis pelas técnicas empregadas




Capitulo 5 — Interpretacao Bioldgica



93

5 - INTERPRETACAO BIOLOGICA
5.1 — Analise de via metabolémica

Uma das maneiras de estimar a importancia de um metabdlito dentro de uma rota
metabdlica é utilizar o Metabolomics Pathway Analysis (MetPA); essa analise pode ser
realizada utilizando algoritmos como, o teste exato de Fisher e o teste hipergeométrico para
realizar a analise de enriquecimento da via, que é um passo essencial para interpretacdo de
dados 6micos. Nessa etapa, determina-se o enriquecimento estatistico das vias metabdlicas,
processos bioldgicos e outras anota¢Bes funcionais na lista de metabolitos candidatos. Tais
abordagens sdo similares a abordagem utilizada em Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
878 e identifica quais vias metabolicas tém compostos que estdo super-representados e tém
perturbag0es significativas em suas concentragoes.

Apos essa analise topoldgica da via, uma métrica usada para estimar a importancia
relativa de um né em toda as suas ramificacGes € feita, tal medida se baseia em medidas de
centralidade de um metabdlito. Tal medida propde-se a determinar, de maneira quantitativa, a
posicdo de um n6 em relacdo aos outros nés na via metabdlica; isso ajuda a estimar a
importancia relativa de um determinado n6 ou papel na organizacdo da rede. Para realizar essa
medida de centralidade existem varias maneiras, uma delas é pelo método degree centrality,
que consiste em avaliar a importancia do n6 analisando a quantidade de nos a que ele é ligado,
ou seja, quanto maior o numero de nds ligados a este, maior a sua importancia na via
metabdlica® .

Por fim, o impacto da via (do inglés, Pathway Impact) é uma combinacdo dos
resultados de centralidade e enriquecimento da via. Esse parametro é calculado utilizando a
razdo entre a soma das medidas de importancia de cada um dos metabolitos correspondentes,

pela soma das medidas de importancia de todos os metabélitos em cada via®®,
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O Pathway Impact score representa uma estimativa da importancia relativa de uma
determinada via frente a uma rede metabdlica global; um valor de impact > 0,1 e -log10(p) >1
sdo comumente usados para considerar uma via metabdlica relevante®°:.,

O MetaboAnalyst foi utilizado para realizar a Pathway analysis dos compostos
identificados em cada separacdo. O método de enriquecimento utilizado foi Teste de Fisher,
teste de significancia estatistica utilizado na anélise de tabelas de contingéncia, na analise
topoldgica foi Out-degree Centrality e a biblioteca de via metabodlica selecionada foi homo
sapiens do banco de dados KEGG.

As Figuras 31, 32 e 33 ilustram os gréficos das analises topograficas geradas pelo

MetaboAnalyst.
CON x CIR
Galactose Metabolism
A
Glutamate Metabolism
™ ° Pantothenate and CoA Biosynthesis
/ Malate-Aspartate Shuttle
@ Histidine metabolism// Cardiolipin Biosynthesis
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Figura 31: Mapa de visualizagdo das vias metabolicas relevantes para a comparacdo CON x CIR. As cores
variam do amarelo para o vermelho conforme diferentes niveis de significancia para a analise de enriquecimento.
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Figura 32: Mapa de visualizagdo das vias metabdlicas relevantes para a comparacdo CON x CLI. As cores
variam do amarelo para o vermelho conforme diferentes niveis de significancia para a andlise de enriquecimento.
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Figura 33: Mapa de visualizacdo das vias metabolicas relevantes para a comparagdo CLI x CIR. As cores
variam do amarelo para o vermelho conforme diferentes niveis de significancia para a analise de enriquecimento.
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5.1.1 — Metabolismo Tirosina e Fenilalanina

As rotas metabolicas do metabolismo Tirosina e Fenilalanina tiveram alto Pathway
Impact tanto na comparacgéo CLI x CIR como na compara¢do CON x CIR.

Para a comparagdo CLI x CIR a rota metabdlica da Tirosina teve como metabdlitos
significativos putativamente identificados o acido 3-hidroxifenilacético, acido 4-metoxi-
fenilacético e desaminotirosina e, na comparacdo do espectro de massas por GC-MS, foi
identificado o &cido 4-hidroxifenilacético. Para a rota da Fenilalanina, os metabolitos
participantes putativamente identificados foram, desaminotirosina, &cido L-3-fenil-latico,
acido 3-(3-hidroxifenil) propanoico (ldentificado também por GC-MS), &cido 4- metoxi-
fenilacético e &cido 4-hidroxifenilacético.

Para a comparacdo CON x CIR a rota metabdlica da Tirosina teve como metabdlitos
significativos putativamente identificados acido 3-hidroxifenilacético, desaminotirosina, 3-
metoxitiramina, 4-hidroxi-3-metoxi-mandélico, 3-metoxifenilacético e, na comparacdo do
espectro de massas por GC-MS, foi identificado o &cido 4-hidroxifenilacético. Para a rota da
Fenilalanina, os metabolitos participantes putativamente identificados foram, L-3-fenil-latico,
acido 3-(2-hidroxifenil) propanoico.

A rota da Tirosina e a rota da Fenilalanina apresentam metabolitos em comuns, devido
ao fato de, as duas rotas estarem intrinsicamente ligadas entre si. Isso porque um dos produtos
da rota metabdlica da fenilalanina é a tirosina®.

Tais desarranjos do metabolismo desses dois aminoacidos podem causar doencas
renais®>%, Além disso, em casos de insuficiéncia renal cronica, ha prejuizo na conversio da
fenilalanina em tirosina e estresse oxidativo aumentado com efeitos metabolicos prejudiciais e
toxicos®.

Estudos recentes em humanos demonstraram que a producdo de tirosina a partir da

fenilalanina ocorre ndo apenas no figado, mas também nos rins®.
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O é&cido 4-hidroxifenilacético foi o que apresentou uma das maiores change (124 em
LC-MS e 112 em GC-MS). Seu aparecimento nas duas técnicas empregadas e a identificagdo
por comparagdo de espectro, com score alto (96), confirmam sua presenca discriminatoria
entre os grupos clinico e cirdrgico. Esse metabdlito é encontrado aumentado em pacientes
com nefropatia membranosa, doenca glomerular caracterizada por quantidade excessiva de
proteina na urina (proteinuria) e pela lesdo de poddcitos, células que revestem a superficie
urinéria do tufo capilar glomerular, que constituem a barreira de filtracdo glomerular,
assegurando sua permeabilidade seletiva®. A maior producdo deste metabdlito antioxidante
sugere um mecanismo de defesa contra 0 aumento do estresse oxidativo e posteriormente
excretado pela urina®’.

5.1.2 — Ciclo de Krebs

Embora o metabolismo do ciclo de Krebs, também conhecido como ciclo do citrato,
ndo apareca no grafico de Pathway Impact nas duas comparacdes deste tdpico, as duas rotas
discutidas no topico anterior tém ligacdo direta com esse ciclo.

O 4cido alfa-cetoglutarico e &cido citrico ja foram encontrados como metabdlitos
significativos em estudos associando metabdlitos ao desenvolvimento de nefropatia induzida
por contraste.%®

Estudos realizados em urinas de ratos com obstrucéo ureteral unilateral®® e pacientes
com insuficiéncia renal agudal®, também apontaram o &cido alfa-cetoglutarico e o &cido
citrico, com expressiva diminuicdo e relacionou-se essa diminuicdo da excre¢do urinaria de
intermediarios do ciclo de Krebs, ao possivel comprometimento do metabolismo oxidativo

mitocondrial, sugerindo lesdo no tdbulo proximal®®1%,
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5.1.3 — Metabolismo dos aminoagucares e nucleotideos

O metabolismo dos aminoagUcares e nucleotideos também aparecem alterados e
significativos no grafico de Pathway Impact para as comparacGes envolvendo o grupo CLI x
CIR e CON x CIR. Para a comparagdo CLI x CIR, temos a diminuicdo de N-acetil-D-
manosamina e o aumento do alfa-glucosamina 1-fosfato.

N-acetil-D-manosamina apresentou uma diminuicdo no grupo cirurgico, quando
confrontado com o grupo clinico, tendo as razdes entre o grupo cirargico e clinico (CLI x
CIR) um change de - 38. A N-acetil-D-manosamina € a molécula precursora dos acidos
sidlicos, uma familia de carboidratos complexos de nove carbonos, que apresentam variaces
no grau de substituicio e oxidagao na cadeia carbonical®:.,

Acidos sialicos estdo presentes na barreira de filtragio glomerular, unidades funcionais
dos rins, onde ocorre a filtracdo do sangue e eliminacdo de residuos metabdlitos. A reducéo
desses &cidos esté relacionada & nefropatia membranosa, doenca por lesdo minima e a perda
de nefrina, uma proteina estrutural de poddcito®.

Os poddcitos sdo células do epitélio visceral dos rins que, juntamente com os acidos
sialicos formam um importante componente da barreira de filtracdo glomerular, contribuindo
para a seletividade de tamanho e mantendo uma superficie de filtragio massiva®.

O 4cido sialico mais abundante existente em eucariotos, e principalmente nos
mamiferos, é o &cido N-acetilneuraminico, sendo o precursor de todos os outros acidos
sidlicos, tanto que frequentemente é referido simplesmente como acido sialico. A sintese
desse acido ¢ iniciada e regulada pela enzima GNE. Tal enzima ja foi relacionada em estudos
de desordem urinaria 103104,

A suplementacdo de N-acetil-D-Manosamina, administrada em camundongos com

deficiéncia em GNE, ja demonstrou eficiéncia no tratamento de proteindria, podocitopatia
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(lesdo glomerular é causada por alteracdes intrinsecas e/ou extrinsecas nos poddcitos) e
hipoalilagio de glicanos glomerulares®,
5.1.4 — Metabolismo da beta-alanina

A pouca discrepancia entre os grupos CON x CLI, além de ndo gerar dados na
comparagdo multivariada em andlises de GC-MS, também apresentou uma Unica rota
metabdlica no grafico de Pathway Impact, o da beta-alanina, também encontrado na
comparacdo CLI x CIR. J& foi reportada a significancia da beta-alanina em pacientes que
desenvolveram nefropatia induzida por contraste®®.
5.1.5 — Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato

O metabolismo da alanina, aspartato e glutamato apresentou alto Pathway Impact na
comparacdo CON x CIR. O metabdlito que se destaca nessa rota ¢ o acido N-acetil-L-
aspartico, putativamente identificado em LC-MS e identificado por comparagdo espectral em
GC-MS com score 81. O acido aspartico esta associado ao estresse oxidativo e condicBes
inflamatdrias em ratos com doenca renal cronical®. E um seu aumento ja foi verificado em
ratos com faléncia renal crénica. Também é um possivel biomarcador sérico de nefropatia

diabétical®®.
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6 — CONCLUSAO
6.1 — Concluséo

O estudo foi bem-sucedido em encontrar um painel de metabélitos que discriminassem
0s grupos cirdrgico, clinico e controle, utilizando a abordagem metabolémica com
multiplataforma de analise. Isso demonstra a poderosa aplicabilidade dessa area de estudo
multidisciplinar. O tratamento das amostras para a extracdo do maior nimero de metabdlitos,
pensando em uma analise global (untarget) para GC-MS, foram estudados e otimizados para
as condicdes laboratoriais e amostral, demonstrando que as condig¢des estudadas (tempo e
temperatura das reac@es) influenciam no nimero de metabolitos extraidos e identificados. A
condicgéo otimizada foi utilizada para o preparo de amostra por GC-MS.

Ao utilizar duas técnicas de separacdo podemos encontrar metabdlitos de naturezas
distintas e encontrar distingdo nas trés comparacdes, 0 que nao seria possivel utilizando
apenas GC-MS. Isso demostra a complementariedade das técnicas, principalmente em uma
analise global.

Verificaram-se perturbacdes similares nas vias metabolicas nas comparagdes CON x
CIR e CLI x CIR. Principalmente no metabolismo da fenilalanina, tirosina, aminoagucares e
nucleotideos.

Os metabdlitos que discriminaram os grupos CLI x CIR foram: 4cido 3-
hidroxifenilacético, acido 4-metoxi-fenilacético, acido 4-hidroxifenilacético,
desaminotirosina, acido alfa-cetoglutarico, &cido citrico, N-acetil-D-manosamina, alfa-
glucosamina 1-fosfato, beta-alanina e o acido N-acetil-L-aspartico. Ap6s futuros estudos
metabdlitos poderdo ser biomarcadores na indicacdo do tratamento de estenose de JUP em
criancas.

A utilizacdo da curva ROC fortalece a confiabilidade no conjunto de metabdlitos

encontrados como possiveis biomarcadores.
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Os resultados demonstram um comprometimento, tanto na func¢do tubular quanto na
glomerular, principalmente de barreira, observados pela diminuicdo dos acidos siélicos,
importantes na barreira da membrana basal, e alta alteracdo do acido 4-hidroxifenilacético.
Esses resultados sugerem que a perda da funcdo renal estd relacionada ao comecgo das
alteracGes das proteinas de barreira da filtragdo glomerular, causada principalmente por danos
aos podacitos, fundamentais para a estrutura da filtracéo

Esses resultados demonstram que a metaboldmica pode auxiliar na tomada de decisao,
de pacientes com estenose de JUP, para qual tratamento prosseguir ap6s a identificacdo da

obstrucdo, impedindo o0 encaminhamento cirdrgico desnecessario.

6.2 — Perspectivas

Os metabdlitos discriminantes encontrados na comparacao entre o grupo de criancas
submetidas a pieloplastia e com acompanhamento clinico, comparacdo de maior desafio, pode
auxiliar na tomada de decisdo. Porém sdo necessarios futuros estudos, com preparo de novas
amostras e repeticdo dos experimentos de metabolémica, para a realizacdo de validagéo
bioldgica desses metabdlitos por meio de uma anélise alvo, utilizando, por exemplo, adi¢ao de
padrdo ou espectrometria de massas MS/MS.

A indicacdo de lesdo glomerular fornece fortes evidéncias para se iniciar um estudo
com foco na compreensdo do mecanismo de lesdo na barreira de filtragdo glomerular e,
consequentemente, a perda da funcdo renal. Tais estudos também podem ser enriquecidos
verificando-se a correlacdo entre os dados clinicos de proteiniria com a concentracdo dos

metabdlitos discriminadores encontrados pelo presente estudo
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Anexo 1: Carta de aprovacdo no comité de ética.

e USP - HOSPITAL DAS
. CLINICAS DA FACULDADE DE W
' M MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titule dtPﬁquisn:AUALIM;hﬂ 005 BIOMARCADORES. URINARIOS MO CONTROLE DO
TRATAMEMNTO DE ESTEMOSE DE JUNGAD URETEROPELVICA EM CRIANGAS

Pesquisador: ROBERTO IGLESIAS LOPES

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: G2235816.8.0000.0068

Instituigao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Madicina da USP
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 2942 820

Apresentacio do Projeto:

Estudo de prospectivo em uma coore de participantes com diagnéstico de estenose de jungao uretero-
pélvica (JUP) confirmado por exames de imagem (US ou TC ou UE) demonstrande hidronefrose sem
dilatagao ureteral, cintilografia renal com DTPA evidenciando padrao chstrutivo, para avaliar o valor de
marcadores urinarios (NGAL, MMPZ, MMFZ, TIMP, KIM-1 & MMP12 no acompanhamento clinico &
evolugao destes participantes

Estardo envolvidos no estude 80 paricipantes, a saber: 30 submetidos a intervengao cirlrgica; 20 em
acompanhamento clinico @ 30 controles sem estenose de jungao uretero-palvica.

Em setembro de 2018, os pesquisadores solicitam a mudanga da coleta de urina nos controles e justificam
“Durante o processe de solicitagio de financamente junte a FAPESP foi solicitado como revisdo que nao
fossa coletado urina do grupo controle atravas de sonda de alivio, O que possivelmenie seria realizado no
mesma ato anestésico de criangas submetidas a corregao cirdrgica de criptorquidia ou fimose, em caso de
néo conseguir realizar a coleta por micgie espontidnea ou saco coletor destas pacientes, Deste modo, estes
packentes s0 serdo Incluidos no esledo se concordarem em participar e em caso de sucesso na colela de
urina ambulatorial através de saco coletor ou micgdo espontanea. Para conseguir alingir o ndmero
esperade de pacientes do grupo contrele fei firmade uma parceria com o ambulatarie de puericultura do
Institute da Crianga do HCFMUSP |, E pacientes deste ambulatério serdo convidados a participar da
pesquisa alraviés da coleta de urina por micgio espontanea ou saco coletor. Deste moda, fol adicionade um
TCLE para

Enderego: Fua Ovidic Pires de Campes, 225 5° andar

Bairro: Carquera Casar CEP: p& 402010
UF: 5P Municipio: SA0 PAULD
Telefone: [1112661-T505 Fax: [11)2661-T585 E-mail: cappesq.adm@he.m.usp.be
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rups controle Fol apenas retitase ¢ parkgrale que dizia o diagndstics da crianga que tada parte 8o grups
controle de modo & se adequar a este "novo” grupo controle”.

Objetive da Pesquisa:

Obpetve pormang

Avakar o papal 3o Bomarcadonss WNENos No ScoMBEnhaments am ciantas com astencss e JUP.
Obpativos secundlinios:

Estabslecer valores de releréncia para dosagem windria de bomarcadonss para populaciio padisirica em
OSSO MeIo.

Correlacionar biomarcadores urindrios com recuperaglo da funglo renal apds desobstruclo em
participantas com estencse de JUP & em participantes sem obstruglio funcional, em comparagho com
mélodos convencionais (DMSA, OTPA).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para 08 participanies 580 minimos & incluem o desconforto durante a coleta de urina. Nio haverd
beneficios diretos para os participantes, mas o resultado dos exames poders ser mMulo (2 para estabelecer
prolocoice de seguimento pars e crsncas com estences de JUP.

O risco dos parkcipantes ndo s alera com & emenda,

Comentarios & Considersgdes sobre a Pesquiss:

Pesquisa multo (4l para ¢ seguments e intervenglies nos parlicipantes com estencse de JUP. Nio houve
steracio do prolocoio de pesquisa. excelo na forma de coletar a urina dos cortroles. e a colets de urina por
5800 coielar & Ge risoo minimg

Congideracdes sobre o8 Termos de apresentagio obrigatiria:

TCLE para confroles, am linguagem dara & adequads pars &8 modiScagies que inio ooomer.
Recomendagdes:

N&o his.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

Estudo de prospectivo &m Uma coofe dé panicipantss com diagndstico de estencss de jun¢lo uretero-
paivica (JUP) confirmads por axames de imadem (US ou TC ou UE) demonstrands hidronefrose sam
dilatacBo ureteral, cintilogralia renal com DTPA evidenciando padrio obstruthvo,

Enderapo:  Flua Owvico Pires do Campos, 206 5% ander

Badre:  Corquaira Cossr CEP: 05405000
UF: 5P Municlpla: SAD PALLD
Tobebome: |11,2661.T585 Fam: (1106677565 E-mall: cEppesd aam &N fmoue br
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para avaliar 0 valor de marcadores uringrios (NGAL, MMP2, MMPS, TIMP, KIM-1 ¢ MMP12 no
acompanhamento dinico e evoluglio destes panticipantes. As modificagdes que constam da emenda niio
alteram O risco dos participantes @ niio h& impedimentos 6licos para a sua aprovagso.
Consideragdes Finals a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[~ Tipo Documento AQUvO Postagen AUtor Skuagho |
ormaghes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS_122271] 18/08/2018 ACeN0
1 E1L 123:1&

/ Temos de ‘&E?umw'ém 18/08/2018 |AOBEATO Aceio
Assentmento / 103901 |IGLESIAS LOPES
Justificativa de
% reposta pal 2000272017 |ROBERTO Aceilo

1&%@
[Projeto Detalnado / | 1exio_tese 0ocx 28/01/2017 ACeio
Brochua 142504 |IGLESIAS LOPES
m« TCLE_controwe. docx 2800172017 |ROBERTO Acello
Assentmento / 142342 |IGLESIAS LOPES
Justifcativa de
%ma TCLE_cinico.0ocx 2800172017 |ROBERTO Aceilo
Assentmento / 142332 |IGLESIAS LOPES
Justificativa de
¥ TR T I e T T SR TROBERTO r—
Assentmento / 142318 |IGLESIAS LOPES
Justifcativa de
ﬁ% CadastroOnLine145610.pdl 2271172016 |ROBERTO )
[Foha 0s Rosto Foha_oe_Rostro pdl 21/10/2016 ACelo
s [ResETe
Outros Brochura cocx 160272016 Acelo
1551:11 [IGLESIAS LOPES
Situagdo do Parecer:
Aprovaso
Necessita Apreciagio da CONEP:
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Telefone: (11)2861.7585 Fax: (110681.7585 Emal: Ca0000q M ENC fm o br
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Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PADOS DA PESQUISA

TITULO DA PESQUISA:

“AVALIAGCAO DOS BIOMARCADORES URINARIOS NO CONTROLE DO TRATAMENTO DE
ESTENOSE DE JUNGAO URETEROPELVICA EM CRIANGAS *

PESQUISADOR PRINCIPAL: Marcos Figueiredo Mello @ Paulo Renato Marcelo Moscard,

DEPARTAMENTOANSTITUTO: Departamento de Cirurgla, Clinica urclégica do Instituto Central do Hospital
das Clinicas da FMUSP

O (a) sanhor (a) e seu fiho estio sendo convidados a particpar de um estudo clinico para avaliar uma doenga que
afeta os rins, chamada Estenose de Jungo Utstaropdlvich. Essa doenga consiste em um estreitamento na saida
de urina do rim, 0 que causa dilatacio do sistema colelor de wrina. Esse é um problema geraimente adquirido
durante o desenvolvimenio das criangas dentro do Ulero das mdes de t forma que 3 maicria das pesscas
portadoras j& nascermn com 18l doenga. Esse entupimento para 2 salds de urina pode machucar e destruir o rim se
ndo tratada. Alguns pacientes necessitam de corregdo cinirgca e oulros ndo.

Essas informagdes estlo sendo fomedidas para sua parficipagio voluntiria nests pesquisa, que visa estudar
componentes na unna de pacientes com enfupimento Nas vias urndras para descobrr se tais elementos podem
audar 3 determingr o grau de soffimento nos rins e sinda avaliar 8 necessidade de crurgia o a resposta 3o
ratamento crlrgico. Para a realizagho do projelo é necessdrio coletar urina para que 3 mesma sefa estudada e
tais elementos, chamados Rigrarsadonns, sejam dosados.

Caso o (8) senhor (a) ou o representante legal concorde em participar do estudo, dados da sua histdria clinica e
aiguns resultados de exames laboraforias sero colelados do prontudrio médico. Apds ler sido indicado sua
drurgia para correcio do estreitamento da junclo Unieropélica, serdo coleladss gualro amostras de wrina ao
longo do seu ratamento, todas em consuitas agendadas realizadas no ambulatério de Urclogia do Instituto Central
do HC-FMUSP. A primeira coleta serd realizada na consulta emn que serdo solcitados os exames pré-operatdrios
para agendamenio da dirurgia. A segunda coleta serd obltida 1 més apés a crurgia, a segunda com 3 meses e a
tercera apés 6 meses, Essas colelas serdo feitas no ambulatdrio e seriio avaladas em nossos laboratérios,

Rutnce 8o saeto de Sy reagu rabvel

Termo de Consentimentoc Livre ¢ Esclarecido ~ versdo marga/2015
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tais colslas nio irde inlerfery no seu iralaments (de seu flho), que serd realizado por meio de UMa crurgia que &
conhecids como pilaplastia, que consiste na desenlupimento da saida de urina pelo rim. Antes da realizacho da
dirurgia serdo cohidos exames de sangue por pungio de veia do anlebrago, serd realizads ulrassoncgrafia e
cirtlografa renal Seu fibo serd anda avalado pela equpe da anesiesia.

As coletas adicionais de urina ndo oferecem nenhum nsco e nem acarrelard nenhum prejulzo a sua salde (de seu
filho). Além disso, esza pesquisa ndo mudard em nada o seu ratamanto ou o8 resultados da cirurgia (de sau filho),
pois nbo serd testado nenhum medicamento e nenbum iralamento novo. Caso haja necessidade, além do
alendimenio, o participanie da pesquisa lém dirato & inderizacho por eventos adversos relaconados dretamente
4 pesquisa (resolucdo 4662012 do Corsalha Nacional de Salde)

Bao hd benelicic dreto para o paricipanie de estuda. O (2) serhce [3) esiard conirbuindo para a pesquisa e para
meihor entendimento de uma doenca que pode levar a lesdes imeversiveis aos rins de muilas pessocas.

O acompanhamento do pacients incluido no profocolo de pesquisa serd semehanie a quaiquer oulro atendido na
divisho com seguiments ambulatonal mesms HO enceframents 6/ou a Nlermupcho da pesquisa

Mio hi despesas pessoais para o (a) senhor (a) em qualguer fase do estudo. incluinds exames & consuliss.
Também ndo hi compersagio financeira relacionada & sua parficipagio. E garantida a iberdade da retirada de
consentimento a gualquer momenio e deixar de pariciper do estudo, sem qualquer prejulzo & continuidade de seu
ratamento na Instituicio.

As infermagbes oblidas seriio analisadas em conjunio com a outros pacientes, o sendo divuigada a identificacio
de nenhum pacienie. E o (a) senhor (a) ém o direflo de sar mantido abualizado scbre os resultados parciais das
pesgusas & poderd ver o resullado dos mesmos a qualguer momento. O pesguEador & sua eguipe estio
compromelidos a ullizar os dados & o material colelado soments para esla pesguisa.

O particpants recebard uma via do termo de consanlimenio.

Fsrcs B sepiio 3 pelgese Su resporslve

Fugtr:m o) paegu e
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Antes de concordar em perticiper, & importants que o (8) senhor (a) leia & entenda iodas as explicactes que estio
a sequir sobre os procedimentos, os beneficios potenciais e os riscos envolvidos na participacdo na pesquisa. Por
favor, pega para qualquer pessca da equipe do estudo que explique qualquer palrvra cu informacio que ndo seja
entendida de manaira bem clara. No assine este termo de corsentimento a niio ser que o (a) senhor (a) tenha
$do a cportunidade de fazer perguntas e de recober respostas que esdarecam lodas as suas dividas. Se escolher
assnat e participer, voob assinard duas opias deste documento e uma delas serd enfregue 8 voob.

Em qualquer etapa do estudo, vooh terd acesso aos profissionais responsdveis pels pesquisa para esclarecimento
de eventuais dividas. O principal investigador ¢ o Dr. Marcos Figueredo Mello e que pode ser encontrado no
endorego Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 455 - Pinheros, Sio Paulo-SP. CEP 05.403-000. Telefone(s): 2661-
7980 gmpll: marcos meliofdhe. fm usp br. Se vood tiver alguma consideraco ou divida scbre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comitd de Elica em Pesquisa (CEP) ~ Rua Ovidio Pires de Campos, 225 ~ 5° andar - o)
(11)2661-7585, 26611548, (11) 2661-1549, E-mail: cappesq adm@ihe fm._usp be

Acredito ler sido suficientemente informado a respeito das informagbes que il ou que foram lidas para mim
descrevendo © estudo "AVAUACAO DOS BIOMARCADORES URNARIOS NO CONTROLE DO
TRATAMENTO DE ESTENOSE DE JUNCAO URETEROPELVICA EM CRIANGAS".

Eu,

responsdvel pelo(a) menor,

deaut com o Dr. Marcos Figueiredo Mello e/ou Dr. Paulo Renato Marcelo Moscardi sobre a8 minha decsdo em
participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais =50 cs propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realzados, seus desconforios o riscos, as garantias de confidenclidade e de esclarecmentos permanentes. Ficou
daro também que minha participacdo ¢ isents de despesas e que tenho garanta do acesso a tratamento hosplalar

quando necessério.

Concordo volurtariamente em participar desle estudo e poderel retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou projulzo ou perda de qualguer beneficio que eu posss ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do pacenta'representante legal

Assinatura do responsivel pelo estudo. Osta L 1

Termo de Consentimento Livre o Esclarecido ~ versio marga2015
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DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO PARTICIPANTE DA

OU RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N* : SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: .._...J.... ).
ENDERECO N° APTO: oo
BARRO: CIDADE
cEP: TELEFONE: DDD(....... )
2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA de parentesco, utor, curador efc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE : SEXO: Mo Fo
DATANASCIMENTO.: ... /... ...
ENDERECO: N APTO.
BARRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDO ( )
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