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Resumo

Objetivos: Comparar os metabdlitos urinarios dos subconjuntos de acidos organicos,
acilcarnitinas, aminoacidos correlacionados ao metabolismo energético, além da
creatinina, entre mulheres com e sem Cistite Intersticial (Cl)/Sindrome da Bexiga
Dolorosa (SBD). Métodos: O jato médio da primeira urina da manha de 20 mulheres
com Cl e 20 mulheres saudaveis (sem queixa urinaria) foi coletado e processado para
obtencdo de um filtrado da amostra. A partir deste, realizou-se a extragdo dos
metabalitos através do método de precipitagdo de proteinas, seguido da analise de
metabdlitos-alvo com Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a
Espectrometria de Massas (UHPLC-MS). A quantificagdo de cada metabdlito-alvo foi
realizada com base na curva de calibragdo externa de padrdes analiticos e avaliada
por testes estatisticos ndo-paramétricos. Resultados: As concentragdes urinarias do
acido malico, acido quinurénico, acido succinico, acido urico, creatinina e leucina
diferem para as mulheres com CI/SBD comparado as mulheres sem queixas urinarias,
sendo maior a concentragcao urinaria do acido urico para tais mulheres sintomaticas.
Conclusao: As mulheres portadoras de CI/SBD apresentam na urina uma diferenga
de metabdlitos correlacionados ao metabolismo energético, os quais podem ser
possiveis candidatos a biomarcadores para tal sindrome.

PALAVRAS-CHAVE: Cistite Intersticial, Sindrome da Bexiga Dolorosa, urina,

metabodlitos-alvo, metabolismo.
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Abstract

Objectives: To compare urinary metabolites subsets of organic acids, acylcarnitines
and amino acids, and creatinine among women with and without interstitial cystitis
(IC)/Painful Bladder Syndrome (PBS). Methods: The medium flow of the first-morning
urine from 20 women with IC and 20 healthy women (without urinary complaint) was
collection and processed to obtain a sample filtrate. From this, the metabolites were
extracted through protein precipitation method, followed by metabolites target analysis
with Ultra-Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry (UPLC-MS).
Quantification of targeted metabolites was performed based on external calibrations
curve of analytical standards and the data were evaluated by non-parametric statistical
tests. Results: Urinary concentrations of malic acid, kynurenic acid, succinic acid,
uric acid, creatinine and leucine differ for women with IC/PBS compared to women
without urinary complaints, being a higher urinary uric acid concentration for
symptomatic women. Conclusion: Women with IC/PBS have in urine a difference of
metabolites correlated with energetic metabolism which may be candidates for
biomarkers for this syndrome.

KEYWORDS: Interstitial Cystitis, Painful Bladder Syndrome, urine, target metabolites,

metabolism

Xiii



1 INTRODUCAO

A Cistite Intersticial (Cl), também conhecida por Sindrome da Bexiga Dolorosa
(SBD), € uma condig&o cronica de etiologia desconhecida, mais comum entre as
mulheres adultas.("-?) Até o momento, os critérios de diagndstico sdo baseados nos
parametros clinicos, tais como dor pélvica, urgéncia e aumento da frequéncia
miccional, além de avaliacdo de exames de urina, exame fisico, estudo urodinamico,
cistoscopia, e biopsia da bexiga e uretra.®# Entretanto, tal avaliagdo serve para
excluir ou diagnosticar outras disfungdes com sintomas semelhantes, (35 tais como
bexiga hiperativa ('3 e prolapso genital. (') Ndo ha um diagnéstico exclusivo para Cl,
pois existem variagdes de sintomas entre os pacientes ) e principalmente,
mecanismos fisiopatolégicos ndo bem elucidados para a disfungdo miccional ) e dor
pélvica. &7

De acordo com o numero populacional de 2007, estimou-se cerca de 3,3 a 7,9
milhdes de mulheres com possivel diagndstico de Cl apenas nos Estados Unidos. 58
A CI/SBD leva a efeitos adversos a qualidade de vida. Em alguns aspectos, a dor
pélvica da CI/SBD pode interferir na fungo fisica e atividade social, ('*®) ou ser ainda,
mais severa que hemodialise em doenga renal terminal. 4.51% A intensidade da dor
também pode oscilar no decorrer do tempo, mas dificilmente se resolve por completo.
® Além do mais, a dor cronica pode estar relacionada com desfechos
comportamentais e mentais. ) Convém relatar que, mulheres portadoras de CI/SBD
exibem, comumente, ansiedade e depressdo. (')

O diagnostico é realizado de acordo as diretrizes do National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK), American Urological
Association (AUA) 49 e Europen Society for the Study of Interstitial Cystitis
(ESSIC).319 Dentre os exames avaliativos, a cistoscopia € um exemplo de método
padrao utilizado para observar glomerulagdes - hemorragia da submucosa - e lesbes
vesicais na bexiga denominadas de “Ulcera’/Lesdo de Hunner, os quais s&o
considerados achados para a CI/SBD. 31912 Porém, a significAncia da presenga de
glomerulagdes nao esta clara ) e as lesdes de Hunner sdo encontradas somente em
5-10% dos casos com CI/SBD. (1?)

Evidéncias na literatura tém sugerido alteragdo epitelial da bexiga e/ou
desordens imunoldgicas decorrentes do aumento da permeabilidade urotelial e da

infiltragdo de mastocitos. ) Nesse sentido, surgiram-se hipoteses relacionadas a



perda da camada de glicosaminoglicanos (GAGs), que € o principal componente da
barreira impermeavel do urotélio, que o protege contra constituintes urinarios. (1314
Existem também outras teorias para a CI/SBD, ©19 como predisposi¢do genética,
mecanismos neurogénicos centrais e psicossomaticos, (' no entanto, o processo
fisiopatoldgico permanece ainda incerto, ndo favorecendo um diagndstico especifico
e uma uniformidade de tratamento. (4} Atualmente, o tratamento inclui uso de
medicagdes orais como antidepressivos triciclicos, anti-histaminicos e pentosano
polissulfato de sodio; e terapias intravesicais com dimetilsulféxido (DMSO), heparina
ou lidocaina; e moduladores imunolégicos; 4" os quais aliviam os sintomas, mas nao
curam a CI/SBD. ©

Nos ultimos anos, tornou-se crescente o interesse da metabolémica urinaria
para a CI/SBD. (®121516) A metabolémica trata-se de um estudo dos metabdlitos em
um sistema bioldgico, ('8 usando técnicas analiticas como a espectrometria de
massas (MS), que através da medigdo de massas moleculares, ("® proporciona a
melhor sensibilidade e seletividade na identificacdo dos metabolitos. ('":'8) Convém
relatar que a sensibilidade da MS é maior que da Ressonéancia Magnética Nuclear,
outra técnica analitica aplicada a metabolémica. © O estudo dos metabdlitos é
importante para encontrar sutis alteragcbes em vias biologicas, fornecendo
informagdes sobre as condigdes fisioldgicas anormais. ('8 De fato, os metabdlitos séo
pequenas moléculas envolvidas diretamente na atividade bioquimica das células, (19
sendo substratos e produtos de varios processos celulares, (-5 como na producéo e
armazenamento de energia, transdugdo de sinal e apoptose, regulacdo de
mecanismos epigenéticos e construgdo de proteinas. ('8 Alteragdes no nivel
metabdlico podem ser prognodstico de uma doenga, que frequentemente, esta
presente em fluidos biolégicos como a urina. ') Tal fluido pode ser obtido em grandes
quantidades, de forma nao invasiva ('’-% e com grande concentragdo de metabolitos,
(17) tais como ureia, aminoacidos, sais inorganicos, acidos organicos, creatinina,
amonia e toxinas dissolvidas em agua. %% Além disso, a urina ¢ o fluido mais proximo
da bexiga, ® o que reforgca a necessidade avaliativa deste fluido para a CI/SBD.

De acordo com a literatura, a dor na bexiga e frequéncia miccional dos
portadores de CI/SBD podem estar associadas a acentuada liberagao de trifosfato de
adenosina (ATP) e apoptose no urotélio. 2?2 Sabe-se que o urotélio da bexiga é
formado por um epitélio de transigcdo, ('3 capaz de detectar e responder a estimulos



quimicos, mecanicos e térmicos liberando ATP. ¥ O ATP é fonte de energia
metabdlica para as células vivas e atua como uma molécula sinalizadora extracelular
em varios processos bioldgicos, tais como transporte ibnico, apoptose e contragéo da
bexiga. ?4 A estimulagdo de ATP também medeia a liberagéo de acetilcolinas, ?®
além de citocinas pré-inflamatérias através da ativagcéo de receptores purinérgicos.
(22,23.25) Tajs citocinas via receptores uroteliais podem contribuir com a liberacdo de
outros mediadores inflamatérios ou aminoacidos excitatorios, que podem afetar a
fungao do reflexo da micgao. (26)

A produgao central de ATP é realizada na matriz mitocondrial pela oxidagc&o de
acetil-coenzima A (acetil-CoA) em dioxido de carbono (CO2) no ciclo de acidos
tricarboxilicos (TCA), também denominado de Ciclo do Acido Citrico/ Ciclo de
Krebs.(?728) Estudo anterior propds o &cido alfa-cetoglutarico como biomarcador para
CI/SBD. Tal acido € um importante intermediario do ciclo TCA. ('® Tal ciclo consiste
em uma série de reagdes bioquimicas ?®) em que metabdlitos intermediarios - acidos
organicos - sdo fundamentais para o fluxo de carbono, ?®29% o qual produz os
equivalentes redutores dinucle6tido de nicotinamida e adenina (NADH) e dinucled6tido
de flavina adenina (FADH2), que participam da cadeia respiratoria/cadeia
transportadora de elétrons na membrana interna da mitocondria, onde ocorre a
fosforilagao oxidativa — sintese de ATP. ?%30) As reacgdes do ciclo TCA s&o catalisadas
por enzimas mitocondriais, ?82°) as quais estdo relacionadas com enzimas de outras
vias metabodlicas. O ciclo da ureia, por exemplo, esta fortemente ligado ao ciclo TCA.
(29)

O ciclo TCA também funciona como uma via biossintética, em que metabdlitos
intermediarios s&o convertidos em glicose, acidos graxos e aminoacidos nao
essenciais. ?® De modo inverso, o catabolismo de aminoacidos essenciais promove
a entrada de metabolitos intermediarios com 4 e 5 carbonos no ciclo TCA. 728 A
degradacgédo de varios aminoacidos e acidos graxos fornecem acetil-CoA para o
metabolismo oxidativo, assim como o piruvato via glicolise ?® ou via acido lactico
(lactato). ?® Além disso, os aminodacidos s&o importantes precursores de hormonios,
neurotransmissores e metabdlitos especializados, como a creatinina. ©"
Recentemente, alteragées no metabolismo de aminoacidos foram identificadas para a
CI/SBD tais como a histina, valina ® e tiramida - produto do metabolismo da

tirosina.(12)



A oxidagao de acidos graxos de cadeia longa € uma das principais vias de
entrada de acetil-CoA no ciclo TCA. 32 Esse processo ocorre quando um grupo acil é
ativado pela CoA e transferido a carnitina, formando uma acilcarnitina na membrana
externa da mitocondria. 233 Por sua vez, a acilcarnitina é transportada para
membrana interna desta organela, na qual tem acesso ao sistema [(-oxidagao
mitocondrial, e subsequente, liberagdo de acetil-CoA. 323435 O aumento da
acilcarnitina em relagdo a carnitina na urina pode indicar um desequilibrio na
homeostase mitocondrial, 3% implicando na producdo de ATP. ®2) As acilcarnitinas
também sdo usadas como marcadores da oxidagdo de acidos graxos mitocondriais,
assim como, de disturbios no metabolismo de acidos organicos. @3

Diante das reacbes e conexdes das vias metabdlicas do Ciclo TCA (Figura 1),
observe-se que desordens neste ciclo podem ocasionar doengas incomuns de alta
complexidade. ?® A partir dos achados metabdlicos para CI/SBD, e de suas
correlagdes com vias envolvidas no metabolismo energético, ainda ndo estudadas
para tal sindrome, o presente estudo buscou analisar metabdlitos-alvo (metabdlitos
pré-selecionados) dos subconjuntos acidos organicos, aminoacidos, acilcarnitinas,
além de creatinina na urina de mulheres com CI/SBD, a fim de auxiliar na

compreensao fisioldgica desta sindrome.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Comparar metabdlitos urinarios de mulheres com e sem CI/SBD.

2.2 Objetivo especifico

e Avaliar metabdlitos-alvo urinarios pertencentes aos subconjuntos de acidos
organicos, acilcarnitinas e aminoacidos, correlacionados ao metabolismo

energético, além da creatinina.



3 METODOS

3.1 Reagentes e solventes

Todos as substancias utilizadas neste estudo foram adquiridas da LiChrosolv®

(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), exceto aquelas especificadas no texto.

3.2 Populagao de estudo e coleta de amostras de urina

O estudo consistiu em coletar uma amostra urinaria de 20 mulheres portadoras
de CI/SBD (grupo experimental) e 20 mulheres saudaveis (grupo controle). Todas as
mulheres foram recrutadas por divulgacdo em rede social ou convidadas durante
consulta médica. O diagndstico das mulheres com CI/SBD foi realizado por exclusédo
apo6s avaliar a historia da paciente, exame fisico e exames de urina tipo 1, urocultura
e em alguns casos citoscopia e estudo urodinamico. O grupo controle foi composto
por mulheres sem queixas urinarias, com idade semelhante as pacientes do grupo
CI/SBD.

Aquelas que aceitaram participar voluntariamente deste estudo assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) sob o numero do parecer

0908/2016. Para participagédo neste estudo, seguiu-se os seguintes critérios:

» Critérios de inclusao:

e Grupo experimental: Mulheres com idade entre 25-65 anos, com diagnostico
clinico de cistite intersticial, sem tratamento e com sintomas bem
caracterizados ha mais de seis meses.

e Grupo controle: Mulheres saudaveis com idade entre 25-65 anos, sem queixas
urinarias.

> Critérios de exclusao:

Infecgdo urinaria, tratamento de tumor de bexiga nos ultimos 3 anos,

radioterapia pélvica, gravidez, litiase urinaria e histéria de tuberculose urinaria.



Para a coleta de amostras, o jato médio de urina da primeira micgao do dia foi
coletado em frasco estéril de 50mL, seguindo orientagbes de higienizagdo. Tais
amostras foram acondicionadas em uma caixa de isopor com gelo e transportadas

para o laboratério de pesquisa, onde foi efetuado o processamento do material.

3.2.1 Processamento das amostras de urina

As amostras de urina foram centrifugadas, em temperatura ambiente (25°C), a
4000xg por 20 minutos, a fim de remover células e detritos. O pellet foi descartado e
o sobrenadante foi transferido para um tubo de ultrafiltragdo da Amicon-15 com
membrana de 3kDa (Merck, EMD Millipore, Billerica, MA, EUA), seguido de
centrifugacédo a 4000xg por 40 minutos. O filtrado obtido foi alicotado em microtubos
de 1mL e armazenados a -20 °C para analise posterior.

3.2.2 Extracao dos metabdlitos por método de precipitacao de proteinas

Uma aliquota de 1mL de cada amostra foi descongelada, colocando-a no
agitador de tubos por 1 minuto. A precipitacédo das proteinas foi realizada na proporgéo
de 1:3, v/v, sendo 100 yL amostra: 300 pL da solu¢do Metanol/Etanol 100% (1:1, v/v),
resfriado a -20°C. Em seguida, a mistura foi homogeneizada no agitador de tubos por
1 minuto, seguindo a incubagdo em gelo por 5 minutos. Novamente, a mistura foi
levada ao agitador de tubos por alguns segundos e centrifugada a 15700xg por 20
minutos em temperatura de 4°C. Um anel branco de proteina precipitada foi formado
na superficie e 200uL abaixo disso foi retirado e transferido para um redutor de volume
- insert (Chromastore, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplado a um vial (Chromastore, S&o
Paulo, SP, Brasil). Esse método de extracdo foi desenvolvido pelo Centro de
Excelencia en Metabomica y Bioanalysis CEMBIO, Universidad San Pablo CEU,
Madrid, Espanha. Tal procedimento foi realizado na Associagédo Beneficente de Coleta
de Sangue - COLSAN, Sao Paulo, SP, Brasil.

3.2.3 Calibragao e controle de qualidade



Antes do inicio da analise, amostras de branco (BCO) foram preparadas com
os mesmos solventes utilizados na extracdo dos metabdlitos, Metanol/Etanol 100%
(1:1, v/v), para verificar possiveis impurezas e contaminagdes. Além disso, amostras
de controle de qualidade (CQ) foram preparadas com um pool das aliquotas de todas
as amostras, a fim de verificar a sensibilidade do equipamento, bem como a tendéncia
da injecdo. Ambas as solug¢des foram transferidas para o insert acoplado a um vial,

como descrito no topico acima.

3.2.4 Metabdlitos-alvo na urina

A analise de metabdlitos-alvo da urina foi realizada na COLSAN - SP, no qual

foram avaliados os seguintes subconjuntos e seus respectivos metabdlitos:

> Acidos organicos: Acido alfa-cetoglutarico (alfa-cetoglutarato), Acido lactico
(lactato), Acido malico (malato), Acido quinurénico, Acido succinico (succinato)
e Acido urico;

» Acilcarnitinas: Acetilcarnitina (C2) e Octanoilcarnitina (C8);

» Aminoacidos: Alanina (ALA), Arginina (ARG), Asparagina (ASN), Aspartato
(ASP), Cisteina (CYS), Cistina, Fenilalanina (PHE), Glicina (GLY), Glutamato
(GLU), Glutamina (GLN), Hidroxiprolina (HO-PRO), Histidina (HIS), Isoleucina
(ILE), Leucina (LEU), Lisina (LYS), Metionina (MET), Prolina (PRO), Serina
(SER), Tirosina (TYR), Treonina (THR), Triptofano (TRP) e Valina (VAL);

» Composto de degradagao: Creatinina.

3.2.4.1 Analise metabolémica por Cromatografia Liquida de Ultra Performance
acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS) com UF-Qarray™

A analise metabolémica foi realizada em um cromatégrafo liquido de ultra
performance (UHPLC) Nexera X2 com bomba LC-30AD e amostrador automatico
modelo SIL-30AC, acoplado ao espectrometro de massas (MS) LCMS-8060, da
Shimadzu Prominence LC System (Kyoto, Japan).

No sistema de cromatografia, a elui¢do foi realizada por gradiente com solvente
A composto de 100% agua ultrapura Milli-Q e 0,1% de acido férmico (Carlo Erba, Val-
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de-Reuil, Franga), e solvente B composto de 100% de acetonitrila e 0,1% de acido
férmico. A injecéo foi de 0,2uL para os metabdlitos, porém com fluxo total de 0,4
mL/min para os aminoacidos e 0,3 mL/min para as acilcarnitinas, acidos organicos e
creatinina, com temperatura da coluna estabilizada a 40°C. A coluna utilizada foi a
ultra PFP com comprimento de 100mm, didmetro interno 2,1mm e tamanho de
particula de 3um (Restek, Bellefonte, PA, EUA) para os aminoacidos, e acidos
organicos e creatinina. Logo, a coluna C18 com comprimento de 50mm, diametro
interno de 2mm e tamanho da particula de Suym (Gemini Phenomenex, Torrance,
Califérnia, EUA) foi utilizada para a analise das acilcarnitinas. Por sua vez, cada
coluna foi conectada diretamente a interface Eletrospray (ESI) do equipamento para
a ionizagao, seguido da separagao dos analitos.

Na ionizacao da fonte ESI, os parametros foram definidos com tensao da fonte
de ion spray em 4kV, gas nebulizante em 3.0L/min, gas secante em 10.0L/min e
temperatura a 250°C. A aquisi¢ao foi realizada no modo positivo (ESI+) para os
aminoacidos e acilcarnitinas, e no modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-) para os
acidos organicos e creatinina. A precisdo de massa foi de +0,1Da. Os ions foram
separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z), em um intervalo m/z de 2-
2000Da e submetidos ao analisador de massas Triplo Quadrupolo (QqQ). Os ions
precursores de interesse foram selecionados no primeiro quadrupolo (Q1), seguido da
dissociagao induzida por colisdo com Argonio (Ar). A partir disso, os ions produtos
foram selecionados no terceiro quadrupolo (Q3). Utilizou-se o Monitoramento de
Reacao Multipla (MRM), em que os compostos foram constantemente monitorados,
obtendo a transi¢cao de m/z especifica de cada analito. A transicdo de m/z monitorada
e o tempo de retengado permitiram a identificagcdo dos metabdlitos-alvo nas amostras
estudadas. A aquisicdo e o processamento de dados foram realizados pelo software
LabSolutions LCMS verséao 5.8 (Shimadzu Corporation), o qual permitiu o controle em

tempo real.

3.2.4.2 Quantificagcao dos metabdlitos-alvo por curva de calibragao externa

A quantificacdo dos metabdlitos-alvo foi realizada pela construgéo de curvas de
calibragdo externa. Para verificar a linearidade de cada curva foi necessario medir 6

pontos experimentais (sinais analiticos) de solugdes padrbes em diferentes
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concentragcdes para compara-los as concentragdes desconhecidas dos analitos. Tais
padroes foram preparados a partir de uma solugdo padrao estoque contendo a
concentragédo conhecida de cada metabadlito-alvo diluido em metanol:etanol ultrapuro
(1:1, v/v). Esta mistura foi feita a partir das solugdes de acilcarnitinas, aminoacidos,
acidos organicos e creatinina (Sigma Aldrich. St. Louis, MO, EUA). O nivel de
concentragdo de cada analito na amostra foi calculado por método dos minimos
quadrados, obtendo-se uma curva linear dentro de um limite de calibracédo de 0,95 a
7,6nM para as acilcartininas, 0,2 a 100uM para os aminoacidos e de 1 a 1000uM para
0s acidos organicos e creatinina. As concentragdes molares dos respectivos
metabalitos-alvo foram exportadas do Quantitative Browser do software LabSolutions

LCMS para o software Excel.

3.3 Analise estatistica

Os dados foram previamente organizados no software Microsoft Office Excel e
analisados no software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), verséo
18.0 (SPSS Inc Chicago, EUA). Um valor extremo da MET, PRO, HO-PRO e acido
succinico do grupo de CI/SBD foram removidos na analise estatistica por estar fora
da normalidade dos demais dados. A distribuicdo dos dados foi avaliada por
estatisticas descritivas, dentre as quais incluiram-se média, mediana, intervalo
interquartilico, dentre outros. Para comparar os metabdlitos com suas respectivas
concentragdes foram utilizados os testes ndo-paramétrico de U de Mann-Whitney para
averiguar as igualdades das medianas e W de Wilcoxon para classificar as posi¢des
(soma de postos/ranks) de cada metabdlito entre os grupos controle e CI/SBD. O nivel
de significAncia adotado foi de 5% (a=0,05), obtido a partir da estatistica

estandardizada Z (z-score).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas das participantes

O estudo foi composto por 40 mulheres voluntarias, sendo 20 mulheres com
CI/SBD com média de idade de 44,10 £ 11,72 anos (Média + DP) e 20 mulheres sem
queixas urinarias com média de idade de 39,70 £ 13,51 (Média £ DP). As mulheres
com CI/SBD apresentavam um tempo de inicio dos sintomas entre 1,5 a 18 anos, com
média de 4,9 anos.

Todas as mulheres com CI/SBD que participaram deste estudo ja realizaram
exames de urina 1, urocultura e exame fisico. Algumas mulheres (n=9) relataram
sentir dor no perineo (20%), perineo e lombar (20%), e lombar (5%), além da bexiga.
Além disso, 18 (90%) e 13 (65%) destas pacientes ja fizeram o estudo urodinamico e
a citoscopia, respectivamente.

As mulheres com CI/SBD também relataram que ja tentaram os seguintes
tratamentos:

» Analgésico e antidepressivo;
Terapia intravesical com DMSO, heparina ou acido hialurénico (Cystistat);
Aplicacéo de Botox;
Remédios homeopaticos;
Fisioterapia;

YV V V VYV VY

Dieta alimentar.

4.2 Identificagcao e quantificagcao dos metabdlitos-alvo

Os metabdlitos-alvo foram selecionados e identificados pela transicao de
massa e tempo de retengéo (Tabela 1).
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Tabela 1. Metabolitos-alvo com suas respectivas transicées de massa e tempo de retengao

em modo MRM.

Metabodlitos

Transicdo de massal/carga (m/z)

fon precursor m/z

ion produto m/z

Tempo de retengao (min)

Alanina (ALA)
Arginina (ARG)
Asparagina (ASN)
Aspartato (ASP)
Cisteina (CYS)
Cistina
Fenilalanina (PHE)
Glicina (GLY)
Glutamato (GLU)
Glutamina (GLN)

Hidroxiprolina (HO-PRO)

Histidina (HIS)
Isoleucina (ILE)
Leucina (LEU)

Lisina (LYS)
Metionina (MET)
Prolina (PRO)

Serina (SER)
Tirosina (TYR)
Treonina (THR)
Triptofano (TRP)
Valina (VAL)

Acido alfa-cetoglutarico
Acido lactico

Acido malico

Acido succinico
Acido quinurénico
Acido arico
Creatinina
Acetilcarnitina (C2)
Octanoilcarnitina (C8)

90,10
175,00
133,00
134,00
122,00
240,90
165,80

76,10
147,80
147,10
132,00
156,40
132,00
132,00
147,00
150,00
116,00
106,10
181,80
120,00
205,00
118,00
145,20
89,15
133,20
117,00
189,95
166,90
114,15
207,10
291,20

44,00
70,00
74,10
74,05
59,25
73,95
120,05
30,10
84,05
41,00
68,05
110,30
44,00
30,05
84,05
61,05
70,00
60,05
91,05
74,00
188,05
72,00
100,95
42,90
114,85
73,00
88,95
124,00
42,95
85,00
85,05

0,685
0,637
0,670
0,690
0,675
0,655
3,101
0,660
0,700
0,683
0,705
0,670
1,047
1,388
0,684
1,062
0,798
0,660
1,242
0,693
3,933
0,919
1,305
1,278
1,235
1,330
4,526
1,247
1,025
0,477
2,299

Nota: min=minuto

A partir disso, as concentragdes dos metabdlitos foram quantificadas conforme

a construgao das curvas de calibragdo externa, sendo que algumas concentragdes do

acido urico excederam o limite de calibragao (>1000) e tiveram o seu valor estimado.

(Anexo 2 A e B). Os testes estatisticos permitiram comparar os valores medianos das

concentragdes de cada metabdlito entre os grupos controle e CI/SBD (Tabela 2). As

concentragbes medianas dos metabdlitos (leucina, creatinina, acido malico, acido

quinurénico, acido succinico e acido urico) que diferiram entre os grupos controle e

CI1/SBD podem ser observados junto ao intervalo interquartilico, o qual melhor explica

a disseminacdo das concentragdes do metabdlito em torno da sua concentragao

mediana (Tabela 3). Tal intervalo é a diferenca entre a mediana da metade superior

(Q3) e a mediana da metade inferior (Q1).
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Tabela 2. Valores estatisticos dos testes de U de Mann Whitney e W de Wilcoxon, e z-score com
o respectivo p-valor na comparagao da concentragdo mediana de cada metabdlito entre os

grupos controle e CI/SBD

U de Mann-

Metabdlitos Whitney Wilcoxon W V4 p-valor
Alanina (ALA) 185,00 395,00 -0,1405 0,8883
Arginina (ARG) 168,00 339,00 -0,3508 0,7257
Asparagina (ASN) 172,00 382,00 -0,7574 0,4488
Aspartato (ASP) 176,00 386,00 -0,6492 0,5162
Cisteina (CYS) 39,50 84,50 -1,0308 0,3026
Cistina 155,00 365,00 -1,2173 0,2235
Fenilalanina (PHE) 124,00 334,00 -1,4019 0,1609
Glicina (GLY) 182,00 392,00 -0,4869 0,6263
Glutamato (GLU) 132,00 342,00 -1,4033 0,1605
Glutamina (GLN) 177,00 387,00 -0,6222 0,5338
Hidroxiprolina (HO-PRO) 144,00 334,00 -0,2649 0,791
Histidina (HIS) 174,00 384,00 -0,7033 0,4819
Isoleucina (ILE) 115,00 325,00 -1,9003 0,0574
Leucina (LEU) 70,00 241,00 -2,1273 0,0334
Lisina (LYS) 186,00 396,00 -0,3787 0,7049
Metionina (MET) 97,00 287,00 -1,8212 0,0686
Prolina (PRO) 142,50 278,50 -0,3146 0,7531
Serina (SER) 185,00 395,00 -0,4058 0,6849
Tirosina (TYR) 199,00 409,00 -0,0271 0,9784
Treonina (THR) 188,00 398,00 -0,3246 0,7455
Triptofano (TRP) 186,00 396,00 -0,3787 0,7049
Valina (VAL) 167,00 377,00 -0,8927 0,3720
Acido alfa-cetoglutarico 162,00 372,00 -0,5262 0,5987
Acido lactico 163,00 373,00 -0,7586 0,4481
Acido malico 103,00 313,00 -2,6239 0,0087
Acido quinurénico 122,00 332,00 -2,1099 0,0349
Acido succinico 45,00 216,00 -3,9468 <0,0001
Acido urico 106,00 316,00 -2,5427 0,0110
Creatinina 110,00 320,00 -2,4345 0,0149
Acetilcarnitina (C2) 144,50 354,50 -1,5018 0,1331
Octanoilcarnitina (C8) 157,00 328,00 -0,4254 0,6705

Nota: p-valor<0,05; os metabdlitos em azul sédo estatisticamente diferentes entre os grupos controle

e CI/SBD

Tabela 3. Comparagao da distribuicido das concentragdes dos metabolitos que diferiram entre
os grupos controle (CONT) e CI/SBD, conforme a mediana e o intervalo interquartilico

Metabélitos Mediana Intervalo Interquartilico p-valor
Cl/SBD CONT Cl/SBD
Leucina (LEU) 25,77 14,71 32,06 18,73 0,0334
Creatinina 272,99 221,86 164,39 107,84 0,0149
Acido malico 4,85 2,68 6,88 2,93 0,0087
Acido quinurénico 105,27 79,03 41,12 53,90 0,0349
Acido succinico 17,76 8,01 20,25 5,92 <0,0001
Acido urico 726,46 1074,03 490,27 616,26 0,0110

Nota: p-valor <0,05; concentragdo em microMolar (uM)

De acordo com os dados acima, observa-se que a maioria dos acidos orgéanicos

avaliados foram diferentes para as mulheres com CI/SBD em relagdo ao grupo

controle. As concentragdes urinarias do acido malico, acido succinico e acido

quinurénico foram significativamente (p<0,05) menores no grupo de CI/SBD, exceto a



15

concentragao do acido urico, o qual foi maior para este grupo. Da mesma forma, a

leucina e creatinina demonstraram diferengas significativas, com menor concentragao

na urina das mulheres com CI/SBD. As distribuicdes destes metabolitos entre os

grupos podem ser observadas pelos graficos Boxplots, também chamado de grafico

de caixa (Figura 2).
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Figura 2. Comparacdo de boxplots das concentragoes dos metabolitos estatisticamente
diferente entre os grupos controle (CONT) e CI/SBD. Grupos comparados pelos testes U de Mann
Whitney e W de Wilcoxon
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou informagdes sobre alteragées em vias metabdlicas
associadas a produgao de energia mitocondrial para a CI/SBD. Neste estudo foram
avaliados 31 metabdlitos-alvo entre os subconjuntos de acidos organicos,
acilcarnitinas e aminoacidos, além de creatinina, que de certa forma, estdo
correlacionados ao metabolismo energético. Tais metabdlitos foram analisados na
urina de mulheres com e sem CI/SBD, a fim de obter maiores conhecimentos sobre
0s mecanismos moleculares que possam auxiliar na determinagéo da fisiopatologia e
do diagnodstico desta sindrome.

Alguns estudos tém considerado o papel neurotransmissor do ATP na bexiga
dos portadores de CI/SBD, ?'-?2) além de alteragbes urinarias de aminoacidos e acidos
organicos. %12 Ha, no entanto, falta de conhecimento sobre o impacto das disfungées
mitocondriais envolvendo metabdlitos para tal condicdo. Sabe-se que o ciclo TCA é
crucial na regulagdo da homeostase energética e metabolismo celular. % Nossos
dados sugerem um desequilibrio no ciclo TCA para as mulheres com CI/SBD, dentre
0s quais estdo os metabolitos intermediarios, acido succinico (succinato) e acido
malico (malato).

O acido succinico € formado a partir da succinil-coenzima A (succinil-CoA) pela
succinil-CoA sintetase, subsequentemente convertido em fumarato pela succinato
desidrogenase no ciclo TCA. ®7) Tal acido também pode entrar neste ciclo pela
conversao do semialdeido succinico via semialdeido succinico desidrogenase. 8 Por
sua vez, o semialdeido succinico é formado pela GABA transaminase, %38 a qual
esta associada com o ciclo da ureia. 2% Além disso, o acido succinico é um ligante
fisiolégico do receptor acoplado a proteina G-91(GPR91), atualmente chamada de
receptor do succinato 1 (SUCNR1), ¢7-3840) que compartilha alta homologia com
receptores purinérgicos P2Y e €& considerado um receptor de perturbagbes
energéticas. ®7) Entretanto, tal receptor pode estimular a liberagdo da enzima renina
nos rins, que é fundamental para o sistema renina-angiotensina, o qual regula a
pressao arterial. (36:37.38.39.40) Egse receptor pode ser uma ligagdo entre a homeostase
energética e regulagdo hemodinamica. (36)

A producao e liberacdo do acido succinico podem ser afetadas pelo balango

energético. 740 Estudos tém demonstrado uma menor concentragdo urinaria de
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acido succinico em doengas renais cronicas 4! e doencgas inflamatdrias intestinais
(Doenca de Crohn e Colite ulcerativa). Este ultimo estudo relatou que ha diminui¢ao
dos niveis de acido succinico e creatina, que € reservatorio de energia, relacionados
a alta demanda energética e rapida utilizagdo dos metabolitos. 42 Embora a creatina
nao tenha sido avaliada para CI/SBD, alteragao desta interfere no nivel da creatinina,
(43) 0 que pode justificar também o declinio deste metabdlito urinario para as mulheres
com CI/SBD.

Alteragcdes metabdlicas em torno do acido succinico podem influenciar os niveis
de succinil-CoA. Uma das vias de entrada da succinil-CoA no ciclo TCA é através da
propionil-CoA, que quando elevada pode provocar anormalidades metabdlicas
secundarias, inibindo etapas do ciclo da ureia e da gliconeogénese. (3 Alteragbes
enzimaticas mitocondriais também podem gerar mudangas no nivel de metabdlitos
intermediarios. (°3840) Enzimas do ciclo TCA estdo suscetiveis a mutacdo que
conduzem doengas, ?*-3®) incluindo estresse oxidativo e hipoxia. 38 A succinato
desidrogenase, conhecida por complexo I, é dependente de oxigénio para a sua
manutengdo eletroquimica. @72 Baixas tensdes de oxigénio levam a inibicdo da
succinato desidrogenase, que implica no aumento de acido succinico intracelular, ©7)
o qual indiretamente esta relacionado com a elevagdo da propionil-CoA.%®) Sucessivas
diminuicdes e aumentos de oxigénio causam lesdes mitocondriais, as quais podem
ser controladas pelo metabolismo anaerdbico de metabdlitos especificos do ciclo TCA,
(38-40-44) como &acido succinico @840 e Acido alfa-cetoglutarico (alfa-cetogluarato/2-
oxoglurato). (40:44)

Convém relatar que pesquisadores tém revelado um aumento da concentragao
urinaria do acido alfa-cetoglutarico em mulheres com CI/SBD, (-12-29) correlacionando-
0 a supressao da proliferagdo das células epiteliais da bexiga. ('22%) Porém, o nosso
estudo ndo encontrou alteragao significativa do nivel urinario deste para CI, e nem
mesmo dos seus precursores glutamato e glutamina. De modo geral, o alfa-
cetoglutarico contribui para a oxidagdo dos aminoacidos, além de reagir diretamente
com o peréxido de hidrogénio para formagao do acido succinico. 4% Segundo Rustin
et al., % a excregdo urinaria normal do &cido alfa-cetoglutarico é indicativa de que
parte do ciclo TCA esta metabolizando o piruvato.

O acido malico é outro importante metabdlito intermediario do ciclo TCA,
formado a partir do fumarato. ?® Esse acido participa do sistema malato/aspartato
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transportando elétrons dos equivalentes redutores, como NADH, do citosol a
membrana mitocondrial interna. “8) O acido malico também é utilizado como molécula
unica de combustivel para acelerar o ciclo TCA, sendo fonte de piruvato e
oxaloacetato, os quais sao catalisados pela enzima malica e malato desidrogenase
respectivamente. ?® De acordo com a literatura, a deficiéncia no catabolismo do acido
malico pode estar envolvida com bactérias, como a Streptococcus agalactiae, “#7)
presente na cistite aguda, bacteriuria assintomatica (4’-48) e pielonefrite.“8) Um estudo
demonstrou que cepas de Streptococcus agalactiae causadoras da cistite aguda
crescem muito pouco na urina, em comparagao as Streptococcus agalactiae
causadoras da bacteriluria assintomatica. #7) Porém, tais bactérias uropatogénicas séo
capazes de invadir as células uroteliais e modular as respostas imunes do hospedeiro
na bexiga. “"48) Embora pouco elucidado as diferengas do crescimento na urina, “7)
pesquisadores acreditam que algumas linhagens de Streptococcus agalactiae utilizam
o acido malico através da enzima malica para gerar piruvato, e consequentemente,
sobreviver em pH mais baixo. 4749

Atualmente, ha auséncia de infecgao bacteriana para CI/SBD, no entanto, ndo
esta descartado a possibilidade de existir uma contribuicdo destes agentes para tal
condigdo. (1959 A dor pélvica da CI/SBD ja esteve associada a alteragdo da microbiota
intestinal, em que houve aumento da bactéria Eggerthella lenta. ') Apesar de ser
parte do microbioma humano normal, tal bactéria € considerada um patégeno com
histérico de dificil identificacdo fenotipica. %2 Sabe-se que o metaboloma da
microbiota intestinal interage com o metaboloma do hospedeiro, mas tal interagao
ainda é pouco elucidada. 3

Em outros aspectos, a CI/SBD humana é similar com a CI/SBD felina. O urotélio
de gatos com CI/SBD apresentam redugcdo dos pequenos proteoglicanos ricos em
leucina, que sao formados por uma proteina central ligada a um ou dois
glicosaminoglicanos (GAGs). ®* Evidéncias histopatologicas tém demonstrado uma
deficiéncia da camada de GAGs na mucosa da bexiga humana com CI/SBD. (13:22.54)
Tal camada sofre alteracdo devido a apoptose que libera ATP, o qual estimula
receptores purinérgicos P2, que consequentemente, aumentam a ativagado nervosa
da bexiga. 2 Assim como na CI/SBD, estudos identificaram um menor nivel urinario
de leucina e acido quinurénico durante a evolugdo da fibrose hepatica, os quais
afetavam o ciclo TCA. %% A leucina é aminoacido de cadeia ramificada com oxidagao
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terminal através do acetoacetato para acetil-CoA, com subsequente oxidagao no ciclo
TCA.829 Segundo Ravena et al., ®® a leucina é capaz de melhorar o estresse
energético reduzindo indiretamente a fosforilagdo da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK), que € uma proteina que estimula processos
catabdlicos, como a glicose, que atuam contra a restricdo de energia.

O acido quinurénico tem capacidade de influenciar parametros respiratorios
mitocondriais, descritos até entdo, para o cérebro coracdo e figado. Para o coracgao,
por exemplo, estudos indicaram que o aumento da sintese de acido quinurénico pode
ser capaz de reduzir a sintese de ATP. 7) Esse acido € um metabdlito chave do
catabolismo do triptofano via quinurenina, ®%-5") além de ser um importante antagonista
dos receptores de aminoacidos excitatorios, ?657) os quais podem ser liberados por
citocinas via expresséo de receptores em células uroteliais. ?6) Além disso, o acido
quinurénico € um antioxidante endogeno, que elimina os radicais hidroxila e
peroxinitrito. ©°) Tal acido é também um ligante do receptor acoplado a proteina G-35
(GPR35), que inibe o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ©®® liberado por
macrofagos em condigbes inflamatorias. (459 Assim, pesquisadores acreditam que o
acido quinurénico atua como um anti-inflamatério. ®% Convém relatar que o nosso
estudo ndo encontrou alteragdo significativa do triptofano para a CI/SBD, mas
alteragdes plasmaticas deste foram evidenciadas em gatos com CI/SBD, 8 no
entanto, sem descrigdo do seu papel fisiopatoldgico.

Estudos tém confirmado a presenga de macréfagos 9 e mastécitos no urotélio
de pacientes com CI/SBD. (959 Os macrofagos englobam os restos celulares e
degradam o acido desoxirribonucleico (DNA), produzindo acido drico. (69
Pesquisadores revelaram que a concentragdo aumentada do acido urico pode gerar
um estresse oxidativo mitocondrial, resultando na inibigdo de processos no ciclo TCA,
além de levar a formagao de calculos na bexiga. % Nossos dados demonstraram um
aumento significativo da concentracdo de acido urico na urina das mulheres com
CI/SBD. O acido urico é o composto final do catabolismo de purinas, as quais
contribuem com a modulagdo do metabolismo energético e transdugdo de sinal. ¢V A
elevacdo da concentracdo do acido urico também pode estar combinada com a
degradacgdo de ATP durante o metabolismo da frutose, 2-63-64) em que o monofosfato
de adenosina (AMP) gerado entra na via de degradagao da purina por ativagao da
AMP desaminase, causando a sintese de acido urico. 2 Outros pesquisadores
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relataram que a producdo excessiva de creatinina também resulta no aumento da
degradacgao de S-adenosilmetionina e ATP, seguido do aumento da concentragdo do
acido urico. 3 Porém, como relatado anteriormente, ndo houve aumento da creatinina
urinaria para a CI/SBD.

E relevante relatar que existe uma dificuldade de se normalizar niveis das
amostras, em razdo das diferengas fisiologicas entre individuos estudados.
Comumente as amostras sao normalizadas a partir da creatinina, mas suposi¢ao
sobre a secrecao deste metabdlito € constante e ainda pode variar conforme a
resposta a doenca. 6566 Da mesma forma que outros pesquisadores, (¢6) optamos em
nao normalizar as amostras por creatinina e sim pela uniformidade de diluicdo, pois
como visto, esse metabdlito também foi avaliado para a CI/SBD.

Varios estudos propuseram uma proporcionalidade constante entre o nivel de
creatinina e a quantidade de tecido corporal. “3 Porém, alteragbes no nivel de
creatinina em fluidos bioldgicos sdo indicativos de disfungbes renais. “3.67.68) A
creatinina € produto final do metabolismo da creatina, “3-6") que é importante no
fornecimento de energia ao musculo, ¢7) além de ser um componente do metabolismo
da arginina que faz parte do ciclo da ureia. Assim, alteragdes neste ciclo interferem no
metabolismo da creatina. €9

Bactérias e fungos, bem como bactérias da microbiota, sdo capazes de
degradar tanto a creatina como a creatinina na urina e nas fezes. “3) Em insuficiéncia
renal, o crescimento bacteriano no intestino delgado leva a alta concentragdo de
metilaminas toxicas e ao alto consumo de creatinina nas fezes. (%8 Pesquisadores
demonstraram in vitro que o processo de ciclizacdo da creatina para creatinina é
dependente de pH e temperatura, sendo que a creatinina é beneficiada pela
temperatura alta e solugdes acidas. “3 Ressalta-se que o acido Urico € mais favoravel
em meio alcalino. ™ Esses fatos nos remetem a reflexdo sobre as bactérias
dependentes de pH alcalino associadas a degradagao do acido malico, como citado
anteriormente. Entretanto, uma coorte maior deve ser avaliada para validar possiveis
biomarcadores ou modelo.

Em suma, o nosso estudo sugere que a CI/SBD esta associada a desordem no
metabolismo energético, envolvendo metabdlitos relacionados e inter-relacionados
com o ciclo TCA (Figura 3). Os achados fortalecem evidéncias da literatura sobre a

capacidade sensorial do urotélio e proporcionam uma reflexdo sobre uma possivel
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relagdo com outras doengas, bactérias uropatogénicas e microbiota intestinal, além
dos processos enzimaticos deste ciclo envolvidos em outras vias metabdlicas.
Maiores estudos ainda sdo necessarios para a compreensdo da fisiopatologia da
CI/SBD, que no futuro, permitira obter um diagnostico especifico.
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metabolitos que diferem na urina de mulheres com CI/SBD comparados ao grupo controle.
Fonte: Adaptado de Rustin et al.,, (1997). Nota: A seta em vermelho para baixo=menor
concentracao e seta em vermelho para cima=maior concentragao
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6 CONCLUSAO

Quando comparado as mulheres assintomaticas, as mulheres portadoras de
CI/SBD apresentam na urina uma diferengca de metabdlitos correlacionados ao
metabolismo energético. Tais metabdlitos podem ser candidatos a biomarcadores
para a CI/SBD, no entanto, maiores estudos moleculares ainda sao necessarios para
a validagdo destes, bem como para o conhecimento de outras vias biologicas
relacionadas com estes metabalitos. A metaboldbmica também se mostrou uma 6tima
ferramenta para o estudo da CI/SBD, assim como foi relevante a praticidade do
meétodo ndo invasivo usando a urina. Contudo, o estudo proporcionou a obtencgao de
informagdes moleculares que podem auxiliar na compreensao da fisiopatologia da

CI/SBD e no futuro, no diagnostico e tratamento desta sindrome.
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Anexos

Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisadores Responsaveis: Prof. Dr. Fernando Gongalves de Almeida, Camila
Gonzaga da Silva e Leticia Siqueira de Sa Barretto.

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Departamento de Cirurgia/
Disciplina de Urologia da Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP.

A Sra./Srta esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa intitulado como
“Perfil metabolémico urinario de mulheres com cistite intersticial”’. Trata-se de um estudo
sobre cistite Intersticial/ Sindrome da Bexiga Dolorosa (CI/SBD), que é uma doenga muito
comum em mulheres e de etiologia desconhecida, sendo uma patogénese cronica de dificil
tratamento. No entanto, a descoberta de biomarcadores na urina, como de metabolitos,
podem ser relevantes a pesquisa e ao diagnostico da tal doenga, uma vez que podem indicar
alteragdes no funcionamento do metabolismo. Assim, o objetivo desse estudo é avaliar o perfil
dos metabdlitos da urina de mulheres com e sem cistite intersticial (Cl), a fim de compara-los
para estabelecer meios que possam ajudar no diagnostico e tratamento dos individuos com
cistite intersticial.

Para isso, a Sra/Srta que aceitar participar desse estudo precisara coletar o jato médio
com 50mL da primeira urina do dia, em frasco transparente concedido pelo pesquisador. A
amostra de urina coletada sera processada, e seus metabolitos serdo extraidos e analisados
por uma técnica analitica molecular.

Esse projeto contara com a participagdo de 40 mulheres, as quais devem ter entre 25
- 65 anos, sendo 20 mulheres saudaveis, sem queixas urinarias, e 20 mulheres com sintomas
de cistite intersticial ja diagnosticada. Aquelas que apresentarem infecgao urinaria, tratamento
de tumor de bexiga nos ultimos 3 anos, radioterapia pélvica, gravidez, litiase urinaria e histéria
de tuberculose urinaria ndo poderdo participar desse estudo. Convém relatar que o
procedimento da coleta de urina podera |he ocasionar um risco minimo como um leve
desconforto ao manusear o frasco.

A sua participacado nessa pesquisa é voluntaria e, embora tenha assinado o presente
termo, a Sra/Srta pode retirar o seu consentimento e deixar de participar a qualquer momento,
sem penalizagao alguma ou prejuizo a continuidade da pesquisa. Além disso, todos os dados
obtidos ao seu respeito, assim como o material coletado s6 serao utilizados neste estudo.

A Sra./Srta. ndo recebera nenhuma compensacido financeira relacionada a sua
participacao neste estudo, tampouco arcara com qualquer despesa. Todas as informagdes ao
seu respeito serdo analisadas em conjunto com as de outras voluntarias, ndo sendo divulgado
a sua identificagdo, nem a das demais participantes, em nenhum momento, ou seja, seréo
mantidos o sigilo e a privacidade.



Antes de assinar o presente termo ou em qualquer momento, lhe sera permitido sanar
todas as duvidas a respeito de sua participagao e ou outros assuntos relacionados a pesquisa.

Para ter acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa, a Sra./Srta pode
contatar o principal investigador, que € a Camila Gonzaga da Silva, podendo ser encontrada
no enderego Rua Embau, 231, telefone: (11) 98687-3315. Se Sra./Srta tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 -1° andar -cj 14, (11) 5571-1062, FAX: (11) 5539-
7162 —E-mail:cepunifesp@unifesp.br.

Esse termo foi elaborado em duas vias devidamente assinadas, sendo que uma ficara
com a Sra./Srta e a outra conosco.

Declaragao do participante:

Eu, , portadora do
documento de identidade n° , declaro ter sido suficientemente
informada a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo “Perfil metabolémico urinario de mulheres com cistite intersticial”. Os propédsitos do
estudo ficaram claros para mim, assim como os procedimentos a serem realizados, 0s seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e os demais esclarecimentos. Eu
entendo também que a minha participacao é isenta de despesas. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo.

Data: / /

Nome da participante da pesquisa Assinatura

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria, o Consentimentos Livre e
Esclarecido desta participante da pesquisa (ou representante legal) para a participagao neste
estudo. Declaro ainda que me comprometo a cumpri todos os termos aqui descritos.

Data: / /

Pesquisador Principal Assinatura



ANEXO 2. Concentragoes dos metabolitos para os grupos controle (CONT) e CI/SBD

A)

GRUPO ASN ASP GLU PRO HIS ARG THR TRP CYsS VAL  CISTINA ALA GLN HO-PRO LEU ILE SER GLY PHE MET TYR LYS

Cl/SBD 26,172 35,834 10,405 0,569 33,896 7,441 32,523 26,657 - 13,958 14,194 76,032 98,540 1,095 9,929 14,882 103,911 37,897 19,813 2,777 39,790 101,011
Cl/SBD 24,501 41,108 13,305 3,162 17,557 6,475 23,220 11,484 - 16,958 6,546 53,289 59,556 2,214 6,591 13,855 72,108 9,886 8,739 2,849 19,547 55,143
Cl/SBD 38,821 46,015 15,113 1,128 26,947 5460 65413 79,050 - 29,862 15,620 136,745 201,617 1,208 25,203 22,648 175543 63,492 62,477 7,445 125,476 205,330
Cl/SBD 33,665 38,009 8,080 0,572 41,146 4,767 37,754 20,924 - 32,900 12,786 70,390 97,528 1,797 4,168 23,751 108,921 46,293 14,198 3,786 30,993 103,967
Cl/SBD 15,416 37,249 5922 0,348 11,964 4,582 14,987 14,341 - 85623 4,744 36,887 60,929 1,125 - 18,652 46,583 29,928 12,498 2,819 28,566 51,398
Cl/SBD 26,151 45,343 14,489 0,566 22,589 4,817 29,315 59,584 - 26,146 5,506 65,068 162,139 1,100 15,477 14,225 67,183 26,927 45,199 226,380 84,899 145,269
Cl/SBD 44,964 42,513 15,754 1,734 22,111 5211 53,705 37,927 - 23,016 10,513 166,108 186,212 3,860 11,620 9,730 126,638 80,231 29,120 6,176 68,411 166,593
Cl/SBD 42,508 39,051 14,239 1,419 24,203 5,107 50,894 34,905 - 21,222 10,783 150,948 173,770 3,810 10,064 19,464 116,633 75,389 27,687 5420 67,648 160,836
Cl/SBD 143,474 42,370 34,669 84,177 30,991 8,715 114,236 31,982 - 47,7112 24,204 269,895 324,785 102,909 34,553 48,658 235207 69,438 43,200 6,005 96,342 329,316
Cl/SBD 65,957 46,214 45,400 1,364 84,793 6,246 110,588 182,726 1,659 55,285 23,778 231,819 279,767 1,926 92,099 17,436 199,985 45729 128,411 17,431 170,086 309,318
Cl/SBD 16,149 39,634 5,501 0,405 11,913 4,976 17,287 15,552 - 11,862 5,541 19,666 46,300 1,309 3,131 16,965 75,642 11,021 10,352 3,722 25,663 44,517
Cl/SBD 126,609 51,386 28,486 1,487 74,309 6,743 256,823 155,646 5,165 53,500 28,921 485,723 487,447 2,679 - 29,833 461,368 145,204 93,009 16,172 167,857 528,158
Cl/SBD 32,077 46,999 12,505 1,513 25,174 4,344 50,791 47,451 1,398 26,408 7,677 93,371 133,781 1,784 16,476 16,229 72,249 26,275 50,839 6,139 122,990 133,904
Cl/SBD 58,400 48,844 20,198 1,608 47,615 4,907 101,188 62,828 2,041 27,999 16,003 172,270 279,937 1,676 13,943 20,447 229,646 182,739 39,129 6,733 66,913 259,993
Cl/SBD 90,927 56,591 16,669 1,346 33,483 4,126 113,429 58,688 1,173 28,329 11,283 165,156 176,939 4,792 29,929 6,955 165,518 18,210 43,610 6,207 54,672 157,206
Cl/SBD 31,032 46,378 17,793 0,887 31,977 3,855 43,832 54,343 4,117 31,975 9,090 115,115 252,051 2,322 18,608 23,653 113,947 22,362 42,382 7,581 66,251 241,592
Cl/SBD 36,938 36,054 10,795 1,389 20,740 5,699 47,517 12,950 - 9,586 12,392 66,430 105,162 2,323 2,939 11,588 157,094 88,126 9,548 3,165 32,141 95,399
Cl/SBD 47,423 37,754 15,901 0,824 22,747 5,403 35,047 26,738 1,341 18,209 19,093 122,215 147,728 2,561 6,590 15,665 148,370 89,690 20,434 2,875 28,990 141,003
Cl/SBD 76,170 47,603 20,302 1,402 48,097 5,951 105,607 89,482 3,221 39,376 10,060 517,950 253,734 5,701 17,488 33,702 324,247 378,216 72,321 9,867 118,728 233,470
Cl/SBD 49,698 48,215 36,909 1,344 50,777 5239 67,068 44,667 1,108 36,015 19,226 139,632 320,707 1,858 25,677 39,212 200,983 92,075 48,865 8,207 60,622 305,160
CONT 33,462 32,635 12,570 0,592 21,292 6,753 37,793 24,135 - 15,867 10,666 56,565 99,531 1,420 4,555 19,847 103,390 26,841 12,751 3,438 9,627 83,088
CONT 51,505 45,516 25284 0,768 30,524 4,910 73,219 38,281 2,096 24,085 19,347 100,699 235,066 1,958 12,813 30,285 156,817 27,959 28,372 7,632 47,219 223,390
CONT 3,943 9,168 1,735 - 11,314 3,482 3,644 5,279 - 3,463 3,488 3,990 15,120 - - 10,639 13,227 4,585 - - 9,164 9,559
CONT 42,954 48,004 18,096 1,250 23,208 4,285 55,892 51,354 1,701 34,519 12,403 172,697 205,008 1,695 25,058 24,446 128,268 48,529 51,248 8,653 95,103 185,049
CONT 35,559 47,908 14,608 1,402 19,921 4,630 57,916 43,992 - 30,937 6,878 142,069 153,966 1,853 22,447 23,024 83,802 39,696 42,652 6,891 64,681 138,708
CONT 1,653 3,712 - - 7,428 - 2,842 4,788 - 2,322 0,000 5,522 8,928 - - 7,268 3,777 3,368 - - 8,945 6,903
CONT 7,435 11,991 2,143 - 21,540 4,149 8,042 7,052 - 3,154 2,270 9,073 18,480 - - - 15,428 7,882 0,001 - 11,269 17,863
CONT 58,429 49,456 22,591 0,676 53,039 5,626 61,704 55,092 2,051 49,522 29,078 82,702 299,797 1,985 25,282 19,060 228,843 111,895 53,551 5812 73,882 301,895
CONT 71,809 56,220 29,474 1,604 70,670 7,500 87,509 165,046 4,608 69,064 34,386 195,266 382,156 2,399 52,009 51,658 225,271 61,202 141,640 13,037 269,442 387,473
CONT 64,668 46,115 31,112 1,000 56,877 4,647 62,428 83,314 3,510 40,620 30,736 119,726 194,576 2,330 27,569 45,047 244,454 33,956 65,182 9,415 105,823 208,774
CONT 41,304 41,653 17,128 0,673 42,180 6,539 37,726 21,086 - 15,606 13,334 72,340 102,116 1,340 14,058 21,013 142,476 67,687 18,647 4,069 29,046 107,078
CONT 104,986 45,999 42,098 1,176 90,811 5,490 117,976 163,384 3,384 70,890 20,129 182,890 516,163 2,608 114,675 86,433 221,860 56,878 115,276 14,615 159,404 504,521
CONT 48,469 52,270 11,801 0,613 40,251 6,348 55,864 43,463 1,521 19,094 70,831 119,276 151,085 1,330 - 22,069 115430 46,833 27,951 3,924 77,940 138,061
CONT 152,123 54,876 29,931 1,138 79,863 6,449 119,987 94,950 2,657 47,986 20,441 283,951 521,079 6,672 43,737 8,844 428,435 144,997 61,389 9,621 113,817 518,705
CONT 185,776 61,349 36,692 1,801 136,025 6,256 176,826 250,582 3,046 77,478 34,394 391,600 659,707 11,488 106,609 87,826 328,699 147,037 148,475 13,647 452,806 701,963
CONT 93,858 48,002 27,384 1,451 59,700 4,500 89,725 82,489 1,380 40,882 11,440 281,599 324,817 2,973 35836 47,095 192,822 87,528 58,859 8,539 139,542 320,750
CONT 2,036 2,470 - - 5,608 - 2,626 4,397 - 2,486 0,001 - 10,870 - - - 5,976 2,077 - - 8,322 6,682
CONT 68,125 57,653 26,171 1,094 54,571 5,279 73,522 175,776 1,659 66,094 19,785 288,866 280,372 1,498 - 37,960 201,756 61,821 107,614 10,813 177,510 280,629
CONT 40,774 42,112 15,165 1,309 27,675 4,061 61,429 42,054 2,999 38,917 14,706 100,361 195,767 1,870 8,245 24,755 174,024 74,098 35,603 5,540 55,525 190,650
CONT 81,398 45,674 37,271 1,388 27,670 4,860 79,875 42,041 - 39,385 26,701 158,271 271,731 1,618 26,258 22,518 354,207 105,424 43,241 6,407 52,334 239,343

Nota: Concentragdo em microMolar (uM)



B)

GRUPO CREATININA ACIDO ALFA-CETOGLUTARICO ACIDO LACTICO ACIDO MALICO ACIDO SUCCINICO ACIDO URICO ACIDO QUINURENICO  C2 c8
Cl/SBD 330,739 7,330 50,691 3,172 7,032 1.086,918 78,192 0,421 -
Cl/SBD 170,288 9,271 243,623 1,123 -0,807 926,647 40,530 0,690 0,272
Cl/SBD 269,778 - 5,444 2,073 7,686 571,161 140,871 0,733 0,875
Cl/SBD 145,067 6,957 17,619 1,930 2,662 908,262 53,486 0,744 0,449
Cl/SBD 94,959 1,999 32,391 1,381 4,680 612,966 19,320 0,633 0,356
Cl/SBD 150,385 16,174 46,149 2,670 8,948 1.272,143 54,376 0,677 -
Cl/SBD 243,480 - - 1,271 8,335 1.489,148 68,920 0,693 0,578
Cl/SBD 220,886 7,753 40,884 1,240 9,194 1.459,741 67,972 0,748 0,617
Cl/SBD 229,364 10,623 349,464 9,600 6,031 1.200,865 51,536 0,571 0,611
Cl/SBD 548,687 23,271 35,364 2,697 12,800 1.511,168 254,979 0,636 2,606
Cl/SBD 116,995 4,156 6,554 1,479 - 808,786 80,044 0,799 0,286
Cl/SBD 233,175 64,736 79,579 6,601 463,230 1.307,451 96,660 0,583 0,562
Cl/SBD 282,495 23,476 56,139 7,667 1,806 1.440,854 88,476 0,597 0,466
Cl/SBD 181,823 32,678 14,171 4,491 13,215 1.061,149 79,865 0,657 0,896
Cl/SBD 236,577 33,792 35,122 2,412 1,906 1.499,604 96,860 0,727 0,563
Cl/SBD 181,757 70,314 39,404 3,384 7,575 462,956 116,913 0,710 0,799
Cl/SBD 84,705 4,034 35,226 1,037 8,346 785,390 55,675 0,645 0,330
Cl/SBD 222,826 3,613 30,652 3,869 8,650 1.282,586 36,399 0,639 0,590
Cl/SBD 208,863 156,198 84,778 12,585 22,744 443,042 111,197 0,647 0,504
Cl/SBD 428,262 76,127 32,161 3,840 20,441 857,176 131,180 0,677 0,937
CONT 239,843 7,411 28,759 1,590 10,162 681,083 34,151 0,799 0,324
CONT 460,556 12,271 30,481 2,192 7,896 1.201,629 98,011 0,859 0,567
CONT 400,626 6,760 42,399 5,969 16,724 1.173,549 96,812 0,414 -
CONT 316,952 21,318 28,092 5,143 9,991 1.247,605 97,784 0,748 0,960
CONT 294,382 15,037 19,247 4,517 38,967 1.081,666 106,238 0,734 0,684
CONT 182,402 6,253 325,814 21,848 72,515 918,218 102,729 0,656 0,296
CONT 309,432 6,621 85,587 2,681 18,790 707,963 104,310 0,666 1,182
CONT 179,761 4,131 3,876 3,704 16,335 524,864 93,973 0,804 0,600
CONT 459,106 31,161 49,824 11,893 37,550 274,644 186,653 0,704 1,257
CONT 557,518 4,515 57,064 4,553 30,880 555,045 108,486 0,712 0,493
CONT 205,100 4,728 40,463 2,728 8,982 1.003,916 68,707 0,757 0,347
CONT 580,914 7,614 31,651 9,937 30,560 607,267 172,976 0,633 0,624
CONT 143,443 15,023 32,447 2,481 8,589 1.026,761 45,517 0,633 0,320
CONT 249,166 9,248 6,753 5,192 16,066 532,951 149,207 0,752 0,959
CONT 333,212 24,346 1,935 13,998 32,286 191,545 187,416 0,685 0,826
CONT 251,606 18,757 49,910 4,453 23,246 744,958 118,362 0,680 0,587
CONT 224,028 40,591 59,784 3,492 11,713 831,203 49,267 0,690 0,634
CONT 238,625 19,311 35,951 5,307 20,287 499,497 135,881 0,637 0,296
CONT 233,740 57,805 20,815 14,226 13,556 530,056 121,012 0,769 0,446
CONT 361,522 23,395 31,161 9,402 27,298 766,320 135,583 0,631 0,628

Nota: Concentragdo em microMolar (uM) para a creatinina e acidos organicos e em nanoMolar (nM) para acilcartinitinas.



