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Introdução:
A alta mortalidade relacionada ao

tromboembolismo venoso (TEV) leva essa
condição, junto a outras doenças
cardiovasculares, à 3° maior causa de morte no
mundo, sendo que 1 a cada 4 mortes está
relacionada a ela (Hospital Alemão Oswaldo
Cruz, 2023; Lucilius, 2018).

Embora apresente uma grande
mortalidade, a doença ainda é pouco estudada
do ponto de vista metabolômico, e sua
mortalidade não está relacionada ao seu
tratamento em si, mas sim ao seu diagnóstico,
visto que sintomas do TEV são amplamente
variados e inespecíficos (Mazzolai et al., 2018).
Dessa maneira, é interessante encontrar uma
maneira assertiva de diagnosticar corretamente
e, preferencialmente, com antecedência a
presença de TEV.

Sabendo que a trombose venosa
provoca diferenças metabólicas quando
comparada com o metaboloma de uma pessoa
saudável, é possível utilizar diferentes
equipamentos e técnicas, como a ressonância
magnética, podendo criar um modelo para
diagnóstico (Cao et al., 2018). Visto isso, o
objetivo do estudo dirigido é utilizar os
espectros de RMN de 1H do soro sanguíneo
para encontrar metabólitos que diferenciam os
grupos de pacientes (TEV) e controles
saudáveis, e potencialmente encontrar os
biomarcadores para TEV.

Metodologia:

Foram recebidas, do hemocentro, em
colaboração com o projeto FAPESP
2021/11963-0, Centros de Ciência para o
Desenvolvimento: Centro de Doenças
Tromboembólicas - CDT, 90 amostras de soro
sanguíneo, sendo metade proveniente de
pessoas diagnosticadas com trombose venosa
aguda, denominado grupo de pacientes, e um
grupo controle saudável, que não apresentava
a doença estudada, sendo esses dois grupos
cautelosamente pareados em idade e gênero.

As amostras recebidas foram estocadas
em biofreezer a -80 °C até o momento da
análise, para que não houvesse uma grande
variação de metabólitos devido à degradação
das amostras.

As amostras foram descongeladas e
diluídas no solvente, usando 300 µL de soro e
300 µL de água deuterada com 0,03% m/v de
ácido trimetilsilil propanóico (TSP). Essa
mistura foi então centrifugada e adicionada a
um tubo de RMN de 5 mm (Quintero et al.,
2020). Para a análise, foi utilizado um
equipamento Bruker de 600 MHz com as
sequências de pulsos de noesy1d e CPMG
(Carr-Purcell-Meiboom Gill) que são utilizados,
respectivamente, para suprimir o sinal da água
residual presente nas amostras (HDO) e com o
filtro de T2, atenuando os sinais relacionados a
moléculas maiores, como proteínas e
lipoproteínas (lipídios). Os espectros foram
processados com a utilização do software
MestReNova, onde conseguimos ajustar a linha
de base, a fase, a apodização e o binning dos
espectros (Pontes et al., 2017). Assim, com o
tratamento dos espectros, pudemos exportar a
matriz para o site MetaboAnalyst, aplicativo
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utilizado para as análises quimiométricas. O
primeiro passo foi gerar o PLS-DA, um método
assistido de discriminação de grupos com
pré-processamento auto-escalado, usando a
faixa espectral entre δ 0 e 8ppm. Através desse
gráfico obtivemos os valores de t-student e
p-value dos picos, ou seja, dos metabólitos
mais significativos para a separação de grupos.

Com os metabólitos principais
encontrados, foram usados apenas os dados
espectrais mais importantes para a construção
da matriz dos dados para realizar uma análise
de componentes principais (PCA) apenas com
os picos de destaque, observando a qualidade
do método e dos metabólitos encontrados na
separação dos grupos e no diagnóstico correto.

Resultados e discussão:
Utilizando os dados obtidos e tratados

dos espectros CPMG de RMN de 1H foi
possível identificar 12 diferentes metabólitos.
Dentre eles, observamos lipídios e aminoácidos
alifáticos e aromáticos, como tirosina e
fenilalanina (Figura 1A). Além disso, a
sobreposição destes espectros também serviu
como uma comparação inicial dos diferentes
grupos. O uso do espectro de TOCSY (RMN
2D) possibilitou a identificação dos principais
metabólitos diferenciais (Figura 1B).

Figura 1: (A) - Sobreposição de espectros de CPMG de RMN de
1H dos grupos controle (Azul) e pacientes (Vermelho) com recorte
do pico da água. (B) - Mapa do contorno de espectro de TOCSY.

Análise estatística:
Para a análise, foi transferida a matriz

dos dados obtidos dos espectro de CPMG no
formato .csv e foi então feita a análise
estatística assistida (PLS-DA) (Figura 2A), que
teve o principal objetivo de observar os valores
de t-student e p-value para identificar os sinais,
portanto metabólitos, estatisticamente
significativos e também aqueles que mais
contribuíram para a diferenciação dos perfis
metabólicos dos dois grupos. Dentre os
metabólitos em destaque, observamos
fenilalanina, alanina, glicose, glutamina,
histidina, leucina, isoleucina, tirosina e valina, e
pudemos observar a variação na concentração
de cada um desses aminoácidos através do
boxplot apresentado na Figura 2B.

Figura 2: (A) - PLS-DA de 2 componentes das amostras de soro
entre pacientes com trombose (vermelho) e grupo controle (azul).
(B) - Boxplot da concentração dos aminoácidos significativos dos
grupos de controle saudável (azul) e de pacientes (vermelho) .

Através do gráfico apresentado na
Figura 2B observamos as diferentes
concentrações de cada aminoácido entre o
grupo de pacientes e o grupo saudável. Dessa
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maneira, é importante entender e buscar
possíveis correlações entre as variações nas
concentrações dos aminoácidos com a
trombose.

Os aminoácidos de cadeia ramificada
(BCAAs), embora ainda não estejam
diretamente relacionados à trombose, têm seu
metabolismo associado à regulação do
funcionamento das plaquetas, responsáveis
pela coagulação, podendo estar relacionadas
ao risco de trombose (Xu et al., 2020). É
possível que exista então uma associação de
menores concentrações de BCAAs (leucina,
isoleucina e valina) - como as encontradas no
soro do grupo com trombose - com o risco de
TEV.

A presença da trombose já foi
anteriormente relacionada à perturbação no
ciclo do ácido cítrico, podendo ser
correlacionada às menores concentrações de
valina e glutamina encontradas no soro
sanguíneo dos portadores de TEV (Sung et al.,
2018).

Outra variação que pudemos observar
nos metabólitos presentes no soro é a
diminuição da glicose no soro trombótico. Essa
diminuição está associada a processos
anaeróbios. A trombose nos permite hipotetizar
a baixa oxigenação dos tecidos, que faz com
que as células realizem a fermentação lática do
piruvato formado através da glicólise. Essa
baixa na oxigenação pode ser entendida tanto
pelo estresse no corpo gerado pela
enfermidade, quanto pelo bloqueio físico com
formação do coágulo, evitando a oxigenação
ideal dos tecidos (Franczyk et al., 2021).

Usando os metabólitos identificados nos
espectros, foi formada uma nova matriz de
dados, onde apenas os buckets (ou bins) dos
aminoácidos destacados para a separação dos
grupos foi mantida. Com essa nova matriz foi
realizada a análise de PCA dos grupos, um
método de separação não assistido (Figura 3).

Figura 3: PCA de 2 componentes das amostras de soro de
sangue de pacientes com trombose (vermelho) e grupo controle
(azul) usando os buckets (ou bins) dos metabólitos de destaque.

O gráfico de PCA indica que houve uma
separação dos grupos a partir das variáveis que
foram selecionadas, mas precisamos entender
se o método utilizado é válido e assertivo. Para
isso, precisamos observar os valores de Q2, R2

e da acurácia gerados no modelo de PLS-DA,
que estão apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de acurácia, R2 e Q2 de acordo com o número
de componentes utilizados na análise multivariada.

Medição 1 Comp 2 Comp 3 Comp 4 Comp 5 Comp

Acurácia 0,785 0,92417 0,9875 0,9875 0,975

R2 0,41488 0,83627 0,89298 0,91792 0,94429

Q2 0,3219 0,73339 0,78286 0,80158 0,80127

1 Comp a 5 Comp: número de componentes.

Como podemos observar, foram obtidos
valores satisfatórios para as 3 variáveis
destacadas com valores acima de 80% para Q2

e acima de 90% para R2 e acurácia, quando
observamos o uso de 4 componentes. O valor
de R2 se refere à qualidade do fitting dos dados
e Q2 é a capacidade preditiva do método
utilizado.

Conclusões
Destarte, com todos os dados e

resultados apresentados acima percebemos
que foi possível identificar metabólitos
discriminatórios entre os grupos e entender
suas possíveis variações em relação à
condição estudada. Além disso, foi possível
criar um modelo de separação satisfatório, ou
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seja, aquele que apresentou valores altos de
Q2, R2 e acurácia.
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