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APRESENTACAO

A obra “Aspectos das Doencas Infectocontagiosas Sexualmente Transmissiveis”
aborda uma série de livros de publicagdo da Atena Editora; em seu | volume, apresenta
em seus 16 capitulos, aspectos gerais e epidemioldgicos das doengas sexualmente
transmissiveis analisados em algumas regides brasileiras.

As Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST’s) readquiriram importancia
nos ultimos anos devido ao aumento de sua incidéncia, se alastrando de modo mais
expressivo nas regidoes subdesenvolvidas. Neste sentido, houve uma ampliacéo e
intensificacdo do dialogo entre o governo e os diversos setores inerentes para criar
politicas publicas capazes de prevenir e tratar as DST’s, como o0 as hepatites virais,
sifilis e HIV/Aids.

O conhecimento dos dados epidemioldgicos regionais € fundamental para
elaboracdo das estratégias publicas dirigidas de combate e prevencéo, permitindo
assim a avaliacédo da vulnerabilidade, de comportamentos e risco dos grupos regionais.

Este volume dedicado as doencas infectocontagiosas sexualmente
transmissiveis traz um compilado de artigos com estudos dirigidos sobre Sifilis,
Hepatites e HIV, em regides brasileiras, com o intuito de ampliar o conhecimento dos
dados epidemiol6gicos, contribuindo assim para a formulacéo de politicas publicas de
apoio dirigidas as diferentes caracteristicas regionais deste pais continental.

Aobra é fruto do esforco e dedicacdo das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminagao de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma visao
geral e regional das DST’s e inspirar os leitores a contribuirem com pesquisas para a
promocao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO:Acrescenteutilizacdodasferramentas
Omicas tem mostrado uma visao mais complexa
no diagnostico e avaliagdo da infecgéo cronica
pelos virus da hepatite B (HBV) e C (HCV).
Nesta revisdo, discutimos a aplicabilidade da
metabonémica como ferramenta na avaliagéo
de pacientes infectados pelo HBV ou HCV, e seu
potencial para a descoberta de biomarcadores
que possam ajudar a orientar intervengdes
clinicas. A metabonémica fornece informacdes
sobre o0 diagnoéstico e monitorizacdo da
progresséo de doencas de forma objetiva, e
permite uma analise do perfil de metabdlitos
endogenos de forma minimamente invasiva com
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DAS HEPATITES BE C

uma unica amostra, frequentemente através
do uso da espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de
'H). O numero de pesquisas utilizando essa
estratégia vem crescendo exponencialmente,
tanto no desenvolvimento de novos métodos
quanto de novas aplicagbes. Esse crescimento
deve-se principalmente ao grande potencial
no diagnodstico de doencgas, descoberta de
novos biomarcadores e identificacdo das vias
metabdlicas alteradas devido a doencas ou
tratamentos. Assim, a metabondmica tem
sido empregada com sucesso na identificagao
e na avaliagdo da infeccédo pelo HBV, HCV e
complicagbes da doenca hepatica crbnica
viral como fibrose hepatica e carcinoma
hepatocelular. No entanto, ainda que potenciais
identificados,

principalmente envolvendo o metabolismo

biomarcadores tenham sido
energético, e de proteinas e lipidios, ainda é
necessario numero maior de estudos clinicos
portanto, que
em um futuro préximo, ocorra a utilizagao

para avalia-los. Espera-se,
dos biomarcadores identificados através da
metabondmica, e que esta seja utilizada como
ferramenta diagnostica na pratica clinica.
PALAVRAS-CHAVE:HBV,HCV,Metabonémica,
Espectroscopia de Ressonancia Magnética de
Hidrogénio-1.

ABSTRACT: The increasing use of the omics
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strategy has shown a more complex view of diagnosis and assessment of chronic
hepatitis B (HBV) and C (HCV) infection. In this review, we discuss the aplicability
of metabonomics approaches as a tool in the assessment of chronic HBV or HCV
infected patients, and its potential for biomarker discovery which may help guide
clinical interventions. Metabomics is a powerful tool that provides important information
on the diagnosis and assessment of disease progression, objectively, and allows an
analysis of endogenous metabolites profile in a minimally invasive way using a single
sample, often through proton Nuclear Magnetic Resonance ("H-NMR). Spectroscopy.
The number of studies using this strategy has witnessed exponential growth in both
methods development and applications. This growth is mostly due to the great potential
in the investigation of physiological status, diagnosing diseases, discovering new
biomarkers and identification of altered metabolic pathways due diseases or treatments.
Consequently, metabonomics has been successfully applied to identify and assess
HBV and HCV infections, and chronic viral liver disease complications, including liver
fibrosis and hepatocellular carcinoma. However, even though some biomarkers have
been identified, mainly involving energy, protein and lipid metabolism, it is still necessary
to make a larger number of clinical studies to evaluate them. Therefore, it is expected in
a near future, that the use of biomarkers identified through metabomics will occur, and
that this strategy can be used as a diagnostic tool in clinical practice.

KEYWORDS: HBV, HCV, metabonomics, Proton Magnetic Resonance Spectroscopy.

11 INTRODUCAO

A evolucgéao subclinica da infeccdo aguda pelos virus da hepatite B (HBV) e da
hepatite C (HCV) resulta em infeccdes que geralmente s6 séo diagnosticadas quando
se tornam crénicas. Assim, o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e um
melhor entendimento das infec¢des por esses virus s&o importantes na identificacao
precoce dadoencgae naprevencao de complicacdes mais graves (IRSHAD; MANKOTIA;
IRSHAD, 2013).

Além disso, a pratica clinica atual concentra-se em um numero pequeno de
marcadores bioquimicos diretamente relacionados a fisiopatologia das doencas, e
nao consideram as interacdes das moléculas menores e 0 metaboloma como um todo
(TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017).

Alternativamente, a metabondémica, que é uma estratégia analitica que aplica
formalismos de estatistica multivariada a dados espectrais obtidos de biofluidos, permite
obter informagbes importantes sobre o diagnéstico e monitorizagcdo da progressao
de doencas de forma objetiva (DONA et al., 2014). Os primeiros trabalhos utilizando
a estratégia metabonémica datam de 1999 e inicio dos anos 2000 (LINDON et al.,
2000; NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). A estratégia permite classificar as
amostras em funcao do status bioquimico do paciente, além de indicar a variacdo na
concentracéo relativa de metabdlitos enddégenos associados a classificacéo realizada.
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Assim, & possivel caracterizar um perfil de identificacdo de forma minimamente
invasiva e utilizando uma unica amostra (BARTON et al., 2008; HOLMES et al., 2015).
Amostras de urina, soro ou plasma sdo as mais comumente utilizadas na estratégia
metabondémica (BOLLARD et al., 2005).

A metabonbémica tem sido empregada com sucesso na identificacao e no estudo
de varias doencgas infecciosas como hepatite B (HOU; DUAN, 2016), hepatite C
(GODOQY et al., 2010), coinfeccéo por esquistossomose e hepatite B ou C (GOUVEIA
et al., 2017), e complica¢des da doencga hepética cronica viral como fibrose hepatica
(BATISTA et al., 2018; EMBADE et al.,, 2016; SANDS et al., 2015), e carcinoma
hepatocelular (HCC) (LADEP et al., 2014). Esses estudos envolvem a utilizacéo de
uma técnica de espectroscopia de alta resolu¢ao, geralmente ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio-1 (RMN de 1H) ou espectrometria de massas, em conjunto com
ferramentas de analise estatistica multivariada (BARTON et al., 2008).

Embora alguns estudos em metabon6mica tenham avaliado pacientes com
hepatite B e C crénica, sugerindo possiveis vias metabolicas alteradas nestas infec¢des
e em suas complica¢des, ainda ndo existem biomarcadores uniformes, sensiveis e
especificos descritos na literatura, sendo necessario um numero maior de estudos
clinicos para avalia-los (SCHOEMAN et al., 2016; YU et al., 2017; ZHENG et al., 2017).

Neste capitulo, discute-se a relevancia da estratégia metabondémica na avaliagao
de pacientes com hepatite B e C, e seu potencial para a descoberta de biomarcadores
gue possam ajudar a orientar intervencgdes clinicas.

2 | DIAGNOSTICO E MONITORAMENTO DA INFECCAO PELO HBV E HCV

Ainfeccao pelo HBV e pelo HCV constituem causa importante de doenca hepéatica
cronica, e induzem complicagdes como cirrose e HCC (IRSHAD, 2013; SAEED, 2014)
previously called blood transmitted non-A, non-B infection, is prevalent globally and
poses a serious public health problem worldwide. The diagnosis of HCV infection
has evolved from serodetection of non-specific and low avidity anti-HCV antibodies
to detection of viral nucleic acid in serum using the polymerase chain reaction (PCR.
Estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas estejam cronicamente infectadas
pelo HBV, enquanto 80 milhdes apresentem infeccédo pelo HCV em todo o mundo
(WHO, 2017). No Brasil, a taxa de detecc¢ao dos casos confirmados de infec¢ao pelo
HBV e pelo HCV, em 2016, foi de 6,9 e 13,3 por 100.000 habitantes, respectivamente
(BRASIL, 2017).

Apesar do alto numero de infectados cronicos, devido ao inicio silencioso e a
progresséao lenta da doenca, a maioria permanece sem diagnéstico, evidenciando-se
a necessidade de politicas continuas de triagem em todo pais (WHO, 2017). Além
disso, o diagndstico preciso e precoce da infeccao permite o tratamento adequado da
doenca e tem impacto direto sobre a qualidade de vida do individuo, além de prevenir

Patologia das Doengas Capitulo 6




complicagdes (BRASIL, 2017).

Atualmente, o diagnostico da infeccao crénica por esses virus € baseado na
deteccdo de marcadores presentes no sangue ou fluido oral, e realizado através
de testes sorolégicos (ensaios imunoenzimaticos, ensaios luminescentes ou testes
rapidos imunocromatograficos), seguidos pela confirmacédo do diagndstico primario
por testes moleculares, como a quantificacé&o da carga viral, determinacéo do gendétipo
e de cepas mutantes resistentes para tratamento antiviral. A presenca de sinais de
hepatite crénica pode ser baseada em aminotransferases elevadas e confirmada pela
histologia (BRASIL, 2015; EASL, 2016, 2017; VILLAR et al., 2015)(ll.

Deve-se considerar, no entanto, o periodo de janela diagnostica para os testes
sorolbgicos disponiveis no Brasil, que varia entre 30 a 60 dias para a infeccao pelo
HBV, e entre 15 a 150 dias para o HCV (BRASIL, 2015). Contudo, a utilizacdo da
técnica de reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) possibilita uma
detecc@o mais precoce da infecado, aproximadamente 25 dias para o HBV-DNA e de
1 a 2 semanas para o HCV-RNA. Esse periodo pode ser reduzido ainda mais com a
implantacdo da Tecnologia de Amplificacédo de Acidos Nucleicos (kit NAT), disponivel
na Hemorrede nacional, cerca de 10 a 12 dias para o HBV e 11 dias para o HCV
(BRASIL, 2013).

31 A METABONOMICA

A metabondmica é definida como a medida quantitativa da resposta metabdlica
dindmica e multiparamétrica dos sistemas vivos a estimulos fisiopatoldgicos ou
modificacdes genéticas, que surgiu da aplicacdo da espectroscopia de RMN de 'H
para analisar a composi¢cado metabolica dos componentes de fluidos biolégicos, células
e tecidos (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999).

E comum, na literatura, o uso dos termos metabonémica e metabolémica
como sindénimos. No entanto, ha uma distincéo filoséfica importante entre os termos
que resulta numa diferenciacdo em relacdo a técnica utilizada para identificacao
e quantificacdo dos metabdlitos presentes no biofluido analisado. A estratégia
metabolédmica busca uma descricdo analitica das amostras biol6gicas através da
identificac&o e quantificacdo absoluta dos metabdlitos, associando-a a discriminacéo
dos grupos com status bioquimico diferentes. Nestes casos, é necessaria a utilizagdo
de uma técnica de separacado de misturas, como a cromatografia gasosa ou liquida,
associada a um sistema de deteccéo de alta sensibilidade, como a espectrometria
de massas (DUNN; ELLIS, 2005; NICHOLSON; LINDON, 2008). Por outro lado, na
metabondmica, a correlagcdo com o status bioquimico é realizada a partir da analise
do perfil de metabdlitos endbgenos, sendo obtida uma quantificacao relativa dos
metabolitos enddgenos. Assim, o método espectrométrico pode ser empregado sem
necessidade da utilizacdo de uma técnica de separacdo de misturas. A ferramenta
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espectrométrica normalmente utilizada em ensaios metabonémicos € a espectroscopia
de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio-1 (RMN de H-1), pois permite a
identificacdo dos metabdlitos e a quantificagéo relativa dos mesmos, com o minimo de
manipulacdo da amostra (DUNN; ELLIS, 2005; ROSS et al., 2007).

A metabonbémica é caracterizada ainda como uma nova area do periodo “pés-
genbmico”, a qual constitui o centro dos sistemas biolégicos em conjunto com a
genbmica, a transcriptdmica e a protedmica, constituindo em um dos campos de
pesquisa em ciéncias da vida mais ativos do mundo (YU et al., 2017).

O numero de pesquisas utilizando essas estratégias vem crescendo
exponencialmente, tanto no desenvolvimento de novos métodos, quanto de novas
aplicacoes. Esse crescimento deve-se principalmente ao grande potencial na
investigacdo do estado fisiol6gico, diagnéstico de doencas, descoberta de novos
biomarcadores e identificacdo das vias metabdlicas alteradas devido a doencas
ou tratamentos (BHARTI; ROY, 2012; NAGANA GOWDA; RAFTERY, 2016)"ISSN”
: “01659936”, “abstract” : “This review illustrates the need to use nuclear magnetic
resonance (NMR.

O Gréfico 1 apresenta a evolugdo, ao longo dos anos, do numero de artigos
publicados entre janeiro de 2008 e dezembro de 2017 na base de dados PubMed,
utilizando no titulo os termos “metabonomic” OR “metabonomics” OR “metabolomic”
OR “metabolomics”. Nesse periodo foram publicados 7135 artigos, com mais artigos
publicados em 2017 (18,1%) e 2016 (16,5%). Em 2018, até o més de junho, 166
artigos foram publicados.
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Numero de artigos publicados
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Grafico 1 — Frequéncia absoluta de artigos publicados no PubMed, no periodo de 2008 a
2017, utilizando os termos de busca “metabonomic” OR “metabonomics” OR “metabolomic” OR
“metabolomics”.

Fonte: gréafico elaborado pelos autores com dados do PubMed. Acesso em 19 de junho de 2018.
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As espectrometrias de RMN e de massas séo ferramentas amplamente utilizadas,
na Quimica, para elucidacao estrutural dos compostos orgénicos. Portanto, elas séo
ideais e destacam-se na producao de dados metabdlicos multivariados (NICHOLSON
et al.,, 2002). A RMN, por ser uma técnica nao destrutiva, aplicavel a biomateriais
intactos e que proporciona informacdes relacionadas a determinagcdo das estruturas
moleculares sem a necessidade de tratamento quimico ou fisico antes das analises,
€ muitas vezes preferida em relacdo as outras ferramentas analiticas (KEUN, 2006;
NICHOLSON et al., 2002).

A presenca abundante do hidrogénio nas biomoléculas, assim como a distribuicéo
favoravel do isétopo e a sua sensibilidade magnética, faz da RMN de 1H uma escolha
preferencial para a geracao dos espectros. No entanto, outros is6topos como o 13C,
31P e 15N também podem ser utilizados (KEUN, 2006). Na analise por RMN de 1H
de uma amostra tipica de fluido biolégico, todas as espécies que contém hidrogénio,
incluindo quase todos os metabdlitos, originam sinal no espectro, desde que estejam
presentes em concentra¢cdes acima do limite de deteccéo. O espectro de RMN de
um fluido bioldgico €, portanto, a sobreposicdo dos sinais de todos os metabdlitos
presentes neste fluido (NICHOLSON; LINDON, 2008). Por outro lado, considerando
gue a agua é o principal constituinte dos fluidos biol6gicos, o espectro € dominado pelo
mesmo, exigindo o uso de técnicas que possam minimizar a intensidade desse sinal
(LENZ; WILSON, 2007).

Considerando que a metabonémica determina a resposta metabdlica de um
organismo a um estimulo fisiologico, a partir de dados espectrais de RMN, esta analise
€ iniciada com a obtencao dos espectros de RMN do biofluido, o qual contém sinais
de centenas de metabdlitos (Figura 1A). Apds esta etapa, sdo utilizadas técnicas
de reconhecimento de padrbes para analisar como 0s espectros de amostras de
individuos com a doenca diferem daqueles a partir dos individuos controles. Assim, as
amostras séo projetadas em um novo sistema de coordenadas (Figura 1B), revelando
a discriminacdo entre os grupos. Além de separar as amostras em fungéo do status
bioquimico, é preciso identificar quais variaveis estdo associadas a essa discriminacéo.
Para isso, as variaveis originais (deslocamento quimico, &) sdo projetadas no novo
sistema de coordenadas (Figura 1C), revelando quais deslocamentos sao importantes
para a discriminagdo, bem como sua concentrac&o varia no biofluido em func&o do
status bioquimico. Na sequéncia, é realizada a atribuicdo dos sinais (Figura 1D),
identificando os metabdlitos mais relevantes para a discriminag&o entre os grupos. Por
fim, uma explicacéo bioquimica € proposta para a discriminacéo observada (GROMSKI
et al., 2015; NICHOLSON; LINDON, 2008).
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Figura 1 - O processo de analise metabonémica
Fonte: Gouveia et al. (2017), adaptado.

Legenda: (A) aquisicdo e processamento do espectro; (B) técnicas de reconhecimento de padrées para
separacdo dos grupos; (C) grafico de loadings; (D) identificagdo dos sinais individuais e determinagédo da
estrutura dos metabalitos.

A andlise estatistica dos espectros é realizada através de técnicas nao
supervisionadas, como a Analise de Componentes Principais (PCA), e de técnicas
supervisionadas, como Analise de Discriminantes Lineares (LDA), Analise
Discriminantes por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) (NICHOLSON et al., 2002)
e Analise de Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA)
(BYLESJO et al., 2006)evaluated by cDNA microarray technology, have been reported
for the National Cancer Institute (NCI. Estas andlises permitem a identificacdo de
mudancas no perfil de metabdlitos endégenos dos fluidos biolégicos, quando expostos
a agentes quimicos, habitos alimentares ou estados patol6gicos (NICHOLSON et al.,
2002).

Métodos como a PCA sdo denominados técnicas ndo supervisionadas, visto
gque nédo é necessario conhecimento, a priori, da classe das amostras. A PCA é
frequentemente a primeira etapa na analise de dados, pois busca encontrar padrdes
naturais de agrupamento entre as amostras, através de uma analise exploratéria.
Com a obtencdo de novas variaveis, as componentes principais (PCs), é possivel
reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados e, portanto, preservando 0 maximo
de informacgdes relevantes do conjunto de dados original (GROMSKI et al., 2015).
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A reducdo da dimensionalidade do conjunto de dados acaba por permitir extrair a
informacao desejada usando um numero reduzido de amostras, umavez que a variancia
no conjunto de dados é reunida em poucas variaveis, permitindo selecionar as de
interesse. Por isso, 0 nUmero de amostras utilizados nos ensaios metabonémicos, em
geral, é reduzido, quando comparado aos ensaios clinicos comumente encontrados
na literatura. A Tabela 1 apresenta o numero de amostras utilizadas nos trabalhos que
fizeram uso da estratégia metabonémica. (EMBADE et al., 2016; SARFARAZ et al.,
2016; WEI et al., 2012)metabolic profiling of serum samples from patients with HCC
(n=40.

Por sua vez, os métodos supervisionados como LDA, PLS-DA e OPLS-DA usam
informacdes de classe para maximizar a separagao entre 0s grupos, sendo capazes
de predizer a que classe uma amostra desconhecida pertence (NICHOLSON et al.,
2002). Na PLS-DA, busca-se a relacdo entre as variaveis dependentes (Y) e as
variaveis independentes (X), e a obtencao de variaveis latentes que explicam a maxima
correlacéo entre os dados e a informagdo de classes das amostras (BALLABIO;
CONSONNI, 2013). Para uma melhor interpretacéo dos dados, é possivel utilizar um
filtro de correcéao de sinal ortogonal no modelo PLS, permitindo assim, que OPLS-DA
separe a variancia preditiva da nao preditiva (ortogonal) (WORLEY; POWERS, 2015).

Além disso, essas técnicas fornecem varios parametros estatisticos, como os
loading weights, ou pesos, que indicam a contribuicdo de cada variavel, os escores
denominados de importancia da variavel para a projecao (VIP) e os coeficientes
de determinacao (R?) e de predicdo dos modelos (Q?), que podem ser usados para
identificar as variaveis mais importantes para o0 modelo e a qualidade da classificacéo
e predicédo (GROMSKI et al., 2015).

41 METABONOMICA BASEADA EM RMN DE 'H NA AVALIACAO DAS HEPATITES
BEC

Varios estudos buscaram estabelecer um perfil metabdlico como uma abordagem
valiosa na caracterizacao de doencgas e na identificacao de biomarcadores do estado
fisiologico e patoldgico dos individuos (BARTON et al., 2008). Para investigar como
a estratégia metabonémica € empregada no estudo das hepatites B e C, utilizamos
a base de dados PubMed, considerando os trabalhos publicados entre janeiro de
2008 e junho 2018. Foram utilizados os seguintes argumentos de busca nos titulos:
“‘metabonomic” OR “metabonomics” OR “metabolomic” OR “metabolomics” OR
“metabolic phenotyping” OR “metabolic characterization” OR “metabolite profiling” OR
“‘NMR” AND “hepatites”. Isto resultou em 57 artigos.

Na sequéncia, foram selecionados apenas os artigos que avaliaram a utilizagao
da metabondémica baseada em RMN de 'H na avaliagdo da infeccéo pelo HBV ou
HCV em amostras de sangue ou urina, e foram excluidos os artigos de reviséo, os
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que utilizaram outros métodos de analise que nao a espectroscopia de RMN de 'H, os
que avaliaram outras doencas, farmacos ou estrutura viral, e os que utilizaram modelo
animal ou in vitro, resultando em 8 artigos (Figura 2).

Total de artigos encontrados
n=57

" Excluidos (n=49)

.

Artigos de revisao (n=3)

L

Métodos diferentes de RMN de 'H (n=17)

Hepatite nao causada por HBV ou HCV (n=9)

Analise de farmacos antivirais (n=6)

k4

Analise da estrutura viral (n=11)

Modelo animal ou in vitro (n=3)

L J

8 artigos analisados

Figura 2 - Fluxograma de selecao dos artigos no banco de dados PubMed, no periodo de 2008
a 2018, utilizando os termos de busca “metabonomic” OR “metabonomics” OR “metabolomic”
OR “metabolomics” AND “viral hepatitis” AND “NMR”.

Fonte: Fluxograma elaborado pelos autores com dados do PubMed. Acesso em 19 de junho de 2018.

Além dos 8 artigos encontrados no PubMed, 2 foram acrescentados por serem
relevantes ao tema (EMBADE et al., 2016; ZHENG et al., 2017), conforme a Tabela 1.
Em relacéo a infeccéo pelo HBV e pelo HCV, existem alguns estudos sobre a utilizacéo
da metabondémica na avaliagdo da hepatite B e C crénica, e suas complica¢cbes, como
a fibrose hepatica e HCC, buscando encontrar novos biomarcadores sensiveis e
especificos, principalmente envolvendo o metabolismo energético e de proteinas e
lipidios (EMBADE et al., 2016; SANDS et al., 2015; YU et al., 2017; ZHENG et al.,
2017). No entanto, ainda néo existem biomarcadores uniformes determinados, sendo
necessario um numero maior de estudos clinicos para avalia-los (YU et al., 2017).
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Parametros

Autor (ano) Amostra Infeccao de avaliagéo Metabdlitos
. S: 94%
Godoy et al. (2010) Urina (66 HCV versuscon- g g70, Nao investigado
amostras) troles saudaveis A- 959
. (o]
HBV com cirro- Maiores niveis de glicose
se compensada R2: 0,941 e lactato, e niveis mais
versus controles Q%: 0,836  baixos de lipidios e coli-
saudaveis na em cirrGticos
Maiores niveis de piruva-
Qi et al. (2012) Soro (90 to, fenilalanina, succina-
amostras) HBV com cirrose R2: 0.784 to, lisina, histidina, alani-
descompensada Q2: 0,598 na, glutamina, glutamato
versus compen- A: 8’5°/ e creatinina, € menores
sada "®Y7° niveis de LDL, VLDL e
acetona em cirréticos
compensados
Niveis aumentados de
. Soro (62 S: 80% colina e valina, e niveis
Weietal. (2012) amostras) HCV versus HCC E:71% reduzidos de creatinina
em HCC
. Niveis aumentados de
l:g\s/i Cr?i:‘?cggrg fenilalanina e tirosina, e
versug controles AUC: 0,81 niveis reduzidos de ala-
saudaveis nina e LDL em pacientes
Plasma com fibrose significativa
Sands et al. (2015) (113 Altos niveis de citrato, fe-
amostras) HCV com fibrose nilanalina, VLDL e tirosi-
avancada versus . na, e menores niveis de
controles sauda- AUC: 0,89 creatina, LDL e fosfatidil-
veis colina em pacientes com
fibrose avancada
Niveis reduzidos de co-
lina acetoacetato, LDL,
HDL glutamina e histi-
i R2: 0,8 dina, e altos niveis de
Embade et al. (2016) Soro (57 HCV semfibrose . /'s bl glicose e citrato
amostras) versus cirrose AUC- 0.922  em cirroticos
Altos niveis de creatinina
e creatina no grupo sem
fibrose
Maiores niveis de histi-
. dina, metionina, tirosina,
:\/Cavn C:c?; f‘l/zl;cs’ii R?: 0,673 dimetilxantina, cafeina, e
fibroge sianifica- Q?: 0,285 niveis reduzidos de as-
tivag AUC: 0,86 paragina, glutamina, cre-
atinina, glicina e treonina
Soro (45 em fibrose avancada
.
Sarfaraz et al. (2016) amostras) Niveis aumentados de
HCV com ativida- dimetilxantina, cafeina,
. 5. metilsuccinato, tirosina,
de necroinflama- R2: 0,405 citrato e histidina. e me.
téria moderada/ Q%0,102 o T
] nores niveis de creatina,
avancada versus  AUC: 0,73 S .
leve n-acetilglicina e adenosi-
na em necroinflamacao
moderada/ avangada
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Plasma S:71%
(71 amos- E: 50% Né&o investigado
tras) . A: 62%
Soro (73 l:(e;\r/ng(c)ir;rgggo/- S: 59%
Gabbani et al. (2017) E: 53% N&o investigado
amostras) avancgada versus A 56%
cirrose S. -
. 1 71%
Urina(578 E: 30% N&o investigado
amostras) A 50%
Monoinfeccao Maiores niveis de HDL
Soro (40 HBV ou HCV R2:98,1%  no grupo de monoinfec-
Gouveia et al. (2017) amostras) versus coinfeccao Q2% 97,5%  tados e maiores niveis
HBV ou HCV e A: 100% de lactato no grupo de
esquistossomose coinfectados
Altos niveis de histidi-
HBV versus con- R2?: 0,61 na sérica e de citrato no
s 0 troles saudaveis Q2% 0,50 grupo de infectados pelo
Zheng et al. (2017) arr?c!(;tﬁas) HBV
HBV sem fibrose R 058 fioo NVeIS de acelo,
. 5 ormato, piruvato e gluta-
versus cirrose Q% 0,41 . o
mina em cirroticos
gg e Cr?i:‘ri]cgz\r/(;- S: 97,6%
. E: 92,6% N&o investigado
T A:95,7%
significativa
. Soro (69 HCV com fibrose S: 96,4%
Batista et al. (2018) amostras) avancada versus E: 95,1% N&o investigado
nao avangada A:95,7%
HCV com cirro- S: 100%
Se versus nao E: 98,0% N&o investigado
cirréticos A: 98,6%

Tabela 1 — Estudos relevantes em metabon6émica no periodo de 2010 a 2018, utilizando
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para a avaliagéo pacientes
com infeccao pelo HBV ou HCV, e os principais metabdlitos identificados no soro.

Fonte: Tabela elaborada pelos autores com dados do PubMed. Acesso em 19 de junho de 2018. Legenda: A:

acuracia; AUC: area sob a curva ROC; E: especificidade; HBV: virus da hepatite B; HCV: virus da hepatite C;

HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina de muito baixa
densidade; Q?: coeficiente de predicdo do modelo; R2: coeficiente de determinagéo do modelo; S: sensibilidade.

Ao avaliar o diagnostico da infeccéo pelo HBV e HCV, utilizando a metabonémica
baseada em RMN de 1H para diagnéstico da infec¢do pelo virus da hepatite C em
amostras de urina, foi possivel desenvolver um modelo capaz de diferenciar pacientes
infectados pelo HCV de individuos nao infectados (imunes para hepatite B) com
sensibilidade de 94% e especificidade de 97% (p<0,0001) (GODOQY et al., 2010).
Observou-se neste estudo, no entanto, que os niveis das enzimas hepaticas (AST,
ALT e GGT) foram maiores no grupo dos infectados pelo HCV, visto que os individuos
deste grupo estavam infectados por um virus hepatotropico, o que poderia estar
discriminando um grupo do outro. E desta forma, o modelo metabonémico poderia
nao estar necessariamente identificando os pacientes com infeccéo pelo HCV, mas
sim aqueles com alteragdes enzimaticas.

A espectroscopia de RMN de 1H também foi utilizada para diferenciar pacientes
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coinfectados pelo HBV ou HCV e fibrose periportal por esquistossomose mansénica
de pacientes monoinfectados pelo HBV ou HCV. O modelo construido a partir
da PLS-DA mostrou acuréacia, valores de R2 e Q2 iguais a 100%, 98,1% e 97,5%,
respectivamente. Observou-se ainda que 0s niveis séricos de lactato foram maiores
no grupo de coinfectados, enquanto os sinais atribuidos ao HDL foram mais intensos
no grupo de monoinfectados, mostrando potencial como ferramenta diagnostica em
areas endémicas de S. mansoni (GOUVEIA et al., 2017).

Em relagéo a analise das anormalidades induzidas no metabolismo dos acidos
nucleicos pela proteina X do virus da hepatite B (HBx) utilizando RMN de 1H, Yue et al.
identificaram que o HBx induz inicialmente dano do DNA e, em seguida, interrompe o
metabolismo dos acidos nucleicos, que por sua vez bloqueia o reparo do DNA e induz
a ocorréncia de HCC (YUE et al., 2016).

Para a avaliacdo de complicagbes da hepatite C cronica, como a fibrose hepética
utilizando a RMN de 1H e os formalismos LDA e PLS-DA, Batista et al. construiram
modelos metabondmicos capazes de predizer fibrose significativa, avancada e
cirrose em pacientes com hepatite C. Foram observados valores de sensibilidade e
especificidade acima de 95%, incluindo a zona cinza do APRI e FIB-4, mostrando-
se promissora como marcador ndo invasivo de fibrose hepatica nesses pacientes
(BATISTA et al., 2018).

Sarfaraz et al. além do estagio de fibrose, avaliaram também a atividade
necroinflamatoéria em pacientes infectados pelo HCV, com area sob a curva ROC de
0,86 para discriminagcéo de fibrose avancada e fibrose significativa, e de 0,73 para
atividade necroinflamatoria moderada a avancada e atividade leve (SARFARAZ et al.,
2016).

Quando comparado o tipo de amostra bioldgica utilizada para analise do estagio
de fibrose em pacientes com hepatite C cronica utilizando RMN de 1H, Gabbani
et al. identificaram melhor sensibilidade utilizando plasma e urina (71%), melhor
especificidade com soro (54%), e maior acuracia com plasma (62%) (GABBANI et al.,
2017).

Ainda em relagéo a avalia¢do da fibrose hepatica utilizando a RMN de 1H, Sands
et al. construiram modelos metabonémicos por OPLS-DA comparando pacientes
com hepatite C crénica e controles saudaveis, utilizando classificacdo de fibrose por
METAVIR e indice ELF como padrao de referéncia. Os autores demonstraram que foi
possivel discriminar pacientes sem fibrose daqueles com fibrose moderada e daqueles
com fibrose avangada. Pacientes com fibrose significativa e avangada apresentaram
maiores de niveis de atividade das enzimas ALT e AST, maiores niveis de citrato,
tirosina e fenilalanina e metionina, e menores niveis de creatina, LDL, fosfatidilcolina e
N-acetil-a1-acido-glicoproteina (SANDS et al., 2015).

De forma semelhante, Embade et al. foram capazes de distinguir pacientes com
e sem fibrose hepatica induzida pelo HCV, através da espectroscopia de RMN de 1H.
Os autores demonstraram que pacientes cirréticos apresentaram maiores de niveis
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de atividade das enzimas ALT, AST e GGT, e identificaram a colina, o acetoacetato e
as lipoproteinas de baixa densidade como biomarcadores discriminantes informativos
para predizer cirrose nestes pacientes, o que representa uma potencial aplicacao
diagnoéstica para a espectroscopia de RMN (EMBADE et al., 2016).

Em relacdo ao carcinoma hepatocelular, Ladep et al. utilizaram a RMN de 1H
em amostras de urina de individuos com HCC decorrentes da infeccdo pelo HBV, no
oeste da Africa, para determinar o perfil de metabélitos desses pacientes. As analises
permitiram diferenciar individuos com HCC de individuos com cirrose relacionada ao
HBV (sensibilidade de 84%, especificidade de 64%), com doenca hepatica crbnica
nao cirrética (sensibilidade de 84% e especificidade de 96%) e de controles saudaveis
(sensibilidade de 87% e especificidade de 75%). Observou-se ainda maiores de niveis
de atividade da enzima ALT em pacientes com HCC, e que as mudancas associadas
aos metabdlitos dimetilglicina, 1-metilnicotinamida, metionina, acetilcarnitina,
2-oxoglutarato, colina e creatina, se mostraram mais Uteis no diagnostico do HCC
quando comparadas a dosagem da alfa feto proteina no soro (LADEP et al., 2014).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Namaioriadasvezes, porsetrataremdeinfec¢cdes frequentemente assintomaticas,
individuos infectados pelos virus das hepatites B e C sdo diagnosticados apenas na
fase crbnica, ou quando comecam a surgir complicagcdes decorrentes da doenca.
Nesse contexto, destaca-se a importancia da utilizacdo de estratégias minimamente
invasivas como a metabonémica para um diagnoéstico mais rapido, tanto na descoberta
de biomarcadores, quanto na compreenséo sistémica das causas subjacentes das
doencas, utilizando uma unica amostra de soro, plasma ou urina.

Alémdisso, diferentemente dos testes de dosagens de marcadores convencionais,
0S quais sao realizados de forma isolada, a metabonémica permite discriminar e
identificar esses marcadores em conjunto com os demais metabdlitos endégenos. Dessa
forma, espera-se que em um futuro proximo, ocorra a utilizagdo dos biomarcadores
descobertos através da metabondmica, e que esta seja incorporada como ferramenta
diagndstica na pratica clinica.
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