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RESUMO

ABORDAGEM METABOLOMICA PARA A
CARACTERIZACAO DE DIFERENTES TIPOS DE DOENCAS
HEPATICAS COLESTATICAS

A colestase hepética é caracterizada pela reducédo e/ou obstrucdo do fluxo biliar
para 0 duodeno, devido a uma disfungdo dos hepatdcitos durante a sintese ou
secrecdo da bile, levando a um ciclo de consequéncias patoldgicas. Um tipo de
doenca hepética colestatica é a Colestase Intra-hepatica Familiar Progressiva tipo
3 (PFICJ), sendo essa uma doenca hereditaria autossémica recessiva que afeta a
secrecdo, fluxo ou excrecdo de sais biliares no figado, o que resulta em um
aumento da hepatotoxicidade devido as altas concentracGes de sais biliares,
ocasionando danos hepaticos. O diagndstico tardio da PFIC3 é comum, pois o
diagndstico ocorre por meio de bidpsia hepatica, mas sO pode ser
inequivocamente obtido através de testes genéticos. Portanto, métodos
alternativos que permitam um diagnostico rapido por meio de exames de sangue
ou urina sdo atrativos e necessarios. A Colangite Esclerosante Priméaria (CEP) e a
Colangite Biliar Primaria (CBP) sdo doencas hepaticas colestaticas autoimunes
desencadeadas por uma predisposicao genética. Na CBP, a inflamacao ocorre nos
ductos biliares intra-hepaticos, enquanto na CEP, ocorre a inflamacéo nos ductos
biliares intra- e extra-hepaticos, o que pode danificar as células do figado e causar
deposicao progressiva de fibrose. CEP e CBP sendo tratadas podem evoluir para
cirrose e insuficiéncia hepética. No Brasil cerca de 58,6% dos pacientes com CEP
apresentam doenca intestinal inflamatéria e apresentam maior risco de
desenvolver cancer colorretal. O Capitulo I teve como objetivo obter uma melhor
compreensdo dos mecanismos patologicos subjacentes a CBP por meio de
analises metabol6bmicas untargeted em amostras de plasma e de urina de
individuos diagnosticados com CBP (n=30) e de um grupo controle de individuos
saudaveis (CS; n=20). Para isso, foi empregada a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-HRMS) e os dados
foram processados usando métodos estatisticos multi- e univariados. Os
resultados indicaram 47 metabolitos no plasma e 46 metabolitos na urina que
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre pacientes com CBP
e o grupo controle (CS) (p < 0,05). As alteragbes mais significativas foram
observadas em metabdlitos relacionados ao metabolismo de lipideos, como os
acidos biliares, fosfolipidios, acidos graxos e aminoacidos de cadeia ramificada.
Essas descobertas indicaram um perfil metabolomico que pode auxiliar na
identificacdo de novos e potenciais biomarcadores para 0 monitoramento da CBP
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em pacientes ja em tratamento com o acido ursodeoxicolico (UDCA). O Capitulo
Il teve como objetivo realizar a classificacdo entre os diferentes tipos de colestase
(CBP, CEP e PFIC3) em amostras de plasma e urina de pacientes em tratamento
com UDCA. Utilizando uma abordagem metabolomica untargeted, baseada em
anélises por LC-HRMS, foram identificados 134 metabdlitos nas amostras de
plasma, dos quais 92 foram considerados estatisticamente significativos (p < 0,05
e 4 <0,05). Dentre esses, foram detectadas 43 espécies lipidicas (acidos biliares,
glicerofosfolipidios, &cidos graxos e carnitinas), alem de 30 amino&cidos e 07
carboidratos. Para as amostras de urina, foram identificados um total de 76
metabdlitos, dos quais 50 foram considerados estatisticamente significativos (p <
0,05 e g < 0,05). As principais classes de metabolitos discriminantes entre as
diferentes colestases hepaticas incluiram lipidios, aminoacidos, carboidratos e
acidos organicos. Esses resultados podem auxiliar na distingéo entre as diferentes
doencas hepaticas colestaticas, contribuindo para a obtencéo de diagndsticos mais
precisos e promovendo uma medicina personalizada. Dessa forma, a identificagéo
desses metabolitos ndo apenas aprimora a compreensdo das alteracGes
bioquimicas correlacionadas com as doencas hepéticas colestaticas, mas também
promove novas oportunidades na busca por tratamentos mais eficazes e
individualizados.
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ABSTRACT

METABOLOMIC APPROACHES FOR THE
CHARACTERIZATION OF DIFFERENT TYPES OF
CHOLESTATIC LIVER DISEASES

Hepatic cholestasis is characterized by the reduction and/or obstruction of bile
flow to the duodenum due to hepatocyte dysfunction during the synthesis or
secretion of bile, leading to a cycle of pathological consequences. One type of
cholestatic liver disease is Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis type 3
(PFIC3), arecessive autosomal hereditary disease that affects the liver’s secretion,
flow, or excretion of bile salts. This can lead to increased hepatotoxicity due to
high concentrations of bile salts, causing liver damage. Late diagnosis of PFIC3
iIs common as it can only be unequivocally diagnosed through genetic tests.
Therefore, alternative diagnostic methods that allow rapid diagnosis through
blood or urine are attractive and necessary. Primary Sclerosing Cholangitis (PSC)
and Primary Biliary Cholangitis (PBC) are autoimmune cholestatic liver diseases
triggered by a genetic predisposition. In PBC, inflammation occurs in the
intrahepatic bile ducts, while in PSC, inflammation occurs in the intra- and
extrahepatic bile ducts, which can damage liver cells and cause progressive
fibrosis deposition. PBC and PSC, if not treated, can lead to cirrhosis and liver
failure. In Brazil, around 58.6% of patients with PSC have inflammatory bowel
disease and are at risk of developing colorectal cancer. Chapter | aimed to
understand better the pathological mechanisms underlying PBC through
untargeted metabolomics analyses on plasma and urine samples from individuals
diagnosed with PBC (n=30) and a control group of healthy individuals (HC;
n=20). For this, liquid chromatography coupled to high-resolution mass
spectrometry (LC-HRMS) was used, and the data were processed using multi- and
univariate statistical methods. The results showed that 47 plasma metabolites and
46 urine metabolites showed statistically significant differences between PBC and
the control group (HC) (p < 0.05). The most important changes were observed in
metabolites related to lipid metabolism, such as bile acids, phospholipids, fatty
acids, and branched-chain amino acids. These findings indicated a metabolic
profile that may aid in identifying new and potential biomarkers and monitoring
PBC already being treated with ursodeoxycholic acid (UDCA). Chapter Il aimed
to perform metabolic discrimination between the different types of cholestasis
(PBC, PSC, and PFIC3) in plasma and urine samples from patients undergoing
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treatment with UDCA. Using an untargeted metabolomics approach based on LC-
HRMS analyses, 134 plasma metabolites, out of which 92 were statistically
significant (p < 0.05 and g < 0.05). Among these, 43 lipid species (bile acids,
glycerophospholipids, fatty acids, and carnitines) were detected, in addition to 30
amino acids, and 7 carbohydrates. Considering the urine samples, 76 metabolites
were identified, of which 50 were considered statistically significant (p <0.05 and
g < 0.05). The main classes of metabolites discriminating between the different
hepatic cholestasis included lipids, amino acids, carbohydrates, and organic acids.
These results can help distinguish between cholestatic liver diseases, contributing
to more accurate diagnoses and promoting personalized medicine. In this way, the
identification of these metabolites not only improves the understanding of
biochemical alterations correlated with cholestatic liver diseases but also
promotes new opportunities in the search for more effective and individualized
treatments.
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1 Introducao

1.1 Doencas Hepaticas Colestaticas

As doencas colestaticas hepéticas sdo caracterizadas pelo reducdo
e/ou obstrucédo do fluxo biliar, devido a uma disfuncdo dos hepatocitos na sintese
ou secrecdo da bile, levando a consequéncias adversas para o funcionamento
hepatico (NGUYEN; SUNDARAM; AYOUB, 2014; SHAH; JOHN, 2023). A
bile, composta principalmente por acidos biliares, bilirrubina e fosfolipidios, é
transportada pelos ductos biliares, estabelecendo conexdes entre o figado,
duodeno, vesicula biliar, pancreas e intestino delgado (HUNDT; BASIT; JOHN,
2024). Dentre as doengas hepéticas biliares destacam-se a Colestase Intra-
Hepatica Familiar Progressiva do tipo 3 (PFIC3), uma doenca rara, genetica e que
acarreta uma disfuncdo na secrecdo da bile nos ductos biliares intra-hepaticos
(SRIVASTAVA, 2014). No contexto das colestases autoimunes, a Colangite
Biliar Priméaria (CBP) se caracteriza pela destruicdo progressiva dos ductos
biliares intra-hepaticos, desde os ramos de menor calibre até o sistema biliar de
pequenos ductos (PANDIT; SAMANT, 2023), enquanto que a Colangite
Esclerosante Primaria (CEP), promove o estreitamento dos ductos biliares intra-
e extra-hepaticos, sendo os altimos, os ductos biliares principais, levando a
obstrucdo completa do fluxo da bile (KRIGE; BORNMAN; TERBLANCHE,
2001) e aumentando a susceptibilidade ao hepatocarcinoma ou
colangiocarcinoma (SALAS-SILVA et al., 2021). O transporte hepatobiliar é
fundamental para manter a producéo da bile e promover a excrecao de substancias
endo- e exogenas. O comprometimento do fluxo biliar resulta no acimulo de
acidos biliares hidrofobicos no figado, desencadeando danos hepatocelulares e
biliares, juntamente com inflamacéo e lesbes (LI; CAl; BOYER, 2017). O dano
hepatocelular compromete a funcdo da membrana hepatocitaria, producdo de
citocinas que estimulam a acdo de fibroblastos, a deposicdo de colageno,
desenvolvimento de fibrose progressiva, cirrose, e eventual insuficiéncia hepatica
(BEUERS; WOLTERS; OUDE ELFERINK, 2023; ZENG; FAN; ZHOU, 2023).

As manifestacdes clinicas observadas em individuos diagnosticados
pela colestase cronica estdo associadas principalmente a presenca de prurido, que
pode se manifestar como o sintoma mais debilitante, exercendo uma influéncia
substancial na qualidade de vida do paciente. Em certas circunstancias, o prurido
excessivo pode até promover a intervencdo através de transplante de figado. E
crucial destacar que o prurido decorrente de transtornos hepéaticos pode ocasionar
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a erros diagndsticos, sendo esse tratado como uma condicdo dermatoldgica,
retardando o inicio do tratamento adequado (BEUERS; WOLTERS; OUDE
ELFERINK, 2023; SHAH; JOHN, 2023; THOMPSON et al., 2022).
Aproximadamente 70% a 85% dos pacientes apresentam fadiga (SIDDIQI; TADI,
2024; DYSON et al.,, 2018; KUMAR; TANDON, 2002; MILKIEWICZ,
HEATHCOTE, 2004). Além disso, ocorre uma absor¢éo insuficiente de vitaminas
lipossoliveis pelo trato gastrointestinal, especialmente vitaminas A, D, E e K
(DEGRASSI et al., 2023; SEND, 2020), proveniente da interrup¢do ou reducéo
do fluxo da bile (SCHMIDT et al., 2010). A medida que a colestase progride,
podem também surgir ictericia, caracterizada pelo amarelamento da pele e olhos,
associada a niveis elevados de bilirrubina sérica (BERK; JAVITT, 1978;
CONTRERAS-OMANA et al., 2022).

O é&cido ursodesoxicélico (UDCA), comumente conhecido como
Ursodiol, é utilizado no tratamento da colestase com o objetivo de facilitar o fluxo
da bile nos ductos biliares e no figado. Seu principal objetivo é reduzir os niveis
elevados de enzimas hepaticas, aliviar a citotoxicidade resultante do acumulo de
acidos biliares e mitigar a lesdo de colangiocitos inibindo, por fim, a apoptose
hepatocelular (ROMA et al., 2011; ZAPPATERRA et al., 2021). Alem desses
efeitos hepatoprotetores, 0 UDCA demonstrou eficacia na reducdo dos niveis
séricos de colesterol e dissolucéo de calculos biliares de colesterol (POUPON et
al., 1993). Esses resultados sdo alcancados devido ao estimulo da secrecédo e
eliminacéo da bile pelo figado, conferindo beneficios significativos na melhoria
do fluxo biliar e prevenindo o seu acumulo nos ductos biliares (ACHUFUSI,
SAFADI; MAHABADI, 2023; PAUMGARTNER; BEUERS, 2002).

Para individuos que apresentam uma resposta terapéutica
insatisfatoria ao UDCA, uma abordagem complementar envolve a administragdo
simultdnea de fibratos, como por exemplo o fenofibrato que é um agonista do
receptor alfa ativado por proliferador de peroxissomos (PPARa) (do inglés:
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha). PPARa desempenha um
papel crucial na homeostase do colesterol, lipidios e acidos biliares, regulando os
genes responsaveis pela sintese e transporte de acidos biliares em humanos, como
a proteina MDR3 - Proteina de Resisténcia a Multiplos Farmacos 3 (GHONEM,;
ASSIS; BOYER, 2015). A terapia com fenofibrato também auxiliar na reducéo
do prurido (SHEN et al., 2021). No entanto, o fenofibrato pode aumentar a
litogenicidade da bile, potencialmente induzindo a formacéo de calculos biliares
(BLANE, 1987; GHONEM; ASSIS; BOYER, 2015). Rifampicina e sertralina
também sdo utilizadas no tratamento do prurido (HEGADE; KENDRICK;
JONES, 2015).
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As Diretrizes de Pratica Clinica da EASL (do inglés: European
association for the study of the liver) delineiam de forma abrangente diversas
estratégias de diagndstico para doencas hepaticas colestaticas (EASL, 2009). O
processo de diagnostico da colestase hepatica geralmente envolve uma avaliacéo
dos niveis de fosfatase alcalina (ALP) e y-glutamiltranspeptidase (GGT), onde
ALP elevada (>1,5 vezes o limite superior normal) e GGT elevada (>3 vezes o
limite superior normal) servem como marcadores indicativos, embora ndo sejam
marcadores especificos para doencas colestaticas.

Niveis elevados de ALP podem indicar danos ao figado, como:
cirrose (JAISWAL et al., 2011), hepatite (HU et al., 2019) ou cancer metastatico
(SAIF; ALEXANDER; WICOX, 2005). De acordo com Lu (2022), a melhoria
das técnicas de deteccdo para acidos biliares auxiliariam no diagnostico de
distarbios relacionados a colestase hepatica, pois, alguns individuos podem
manifestar aumento de bilirrubina conjugada ou acidos biliares enquanto mantém
niveis normais de GGT. No entanto, o autor enfatiza que pacientes com doencgas
hepaticas, incluindo cirrose (ndo apenas relacionada a colestase) e hepatite
crénica, podem também apresentar niveis elevados de acido biliares séricos.

Consequentemente, a abordagem diagnostica envolve vérias etapas
de anamnese, iniciando-se com exames bioquimicos e ultrassonografia abdominal
e progredindo com colangiorressonancia por ressonancia magnética (CRM),
ecoendoscopia, colangiografia retrégada endoscépica (CRE), analise de
anticorpos antimitocondria (AMA) e antinicleo (ANA) e bidpsia hepatica e,
quando essa é inconclusiva, a anélise genética (BEUERS et al., 2014). O “Manual
de Condutas em Doencas Colestaticas e Autoimunes do Figado", da Sociedade
Brasileira de Hepatologia discute em detalnes a conduta no manejo e no
tratamento das principais doencas colestaticas (BITTENCOURT; COUTO,
2019).

Outro desafio para o diagndstico preciso de colestases hepaticas € a
dificuldade em distinguir entre diferentes tipos de colestase, como a PFIC3, CBP
e CEP, as quais apresentam varias caracteristicas clinicas e bioquimicas similares.
Neste trabalho, discutiremos os desafios diagnosticos e os perfis metabdlicos
inerentes a PFIC3, CBP e CEP.
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1.1.1 Colestase Intra-Hepatica Familiar Progressiva Tipo 3
(PFIC3)

A Colestase Intra-Hepatica Familiar Progressiva Tipo 3 (PFIC3) é
um distarbio hepético raro caracterizado por uma mutacdo no gene ABCB4,
localizado no cromossomo 7q21, responsavel pela codificacdo da glicoproteina-P
(P-gp), também conhecida como proteina de resisténcia a maultiplos
medicamentos 3 (MDR3) (ALASMARI et al., 2023; WEI et al., 2021). Essa
mutacdo também esta associada a outras condicdes, como Colelitiase Associada
a Baixos niveis de Fosfolipidios (LPAC), doenca hepatica associada a nutricdo
parenteral, colestase neonatal transitdria e colestase intra-hepatica da gravidez
(STICOVA; JIRSA, 2020).

Os hepatocitos desempenham um papel importante no transporte de
fosfolipidios para os canaliculos biliares, um processo fundamental para preservar
a integridade estrutural do sistema biliar. Os fosfolipidios presentes na bile
desempenham uma funcdo protetora importante ao formar micelas mistas com os
acidos biliares (MORITA; TERADA, 2014). Essa interacdo serve como um
escudo para os colangiocitos, protegendo-os efetivamente contra danos na
membrana hepatocitaria, induzidos pelos acidos biliares hidrofébicos. O
equilibrio delicado entre sais biliares e fosfolipidios é crucial para manter a
solubilidade do colesterol (DAVIT-SPRAUL et al., 2009). No entanto, mutagdes
no gene ABCB4 acarretam auséncia ou baixos niveis de fosfolipidios na bile que
perturbam a estabilidade das micelas, consequentemente, obstruindo os lumens
dos pequenos ductos biliares e resultando na exposicdo persistente de
colangidcitos a sais biliares hidrofobicos. Esse processo culmina no
desenvolvimento de colangite e também promove a precipitacdo de cristais de
colesterol, formando célculos biliares nos ductos biliares (PORTINCASA,
MOSCHETTA; PALASCIANO, 2002). No contexto clinico mais amplo,
aproximadamente 70% dos casos em que 0s pacientes mantém a expressdo da
proteina MDR3 e a secrecdo residual de fosfatidilcolina (PC) apresentam uma
resposta favoravel ao acido ursodesoxicolico (UDCA) (AMIRNENI et al., 2020).
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1.1.2 Colangite Biliar Priméria (CBP)

A colangite biliar primaria (CBP), anteriormente referida como
cirrose biliar primaria, é uma doenca hepética crénica que causa danos graduais
aos pequenos ductos biliares intra-hepaticos no figado, representados pelos
colangiolos. Os danos dos ductos intra-hepaticos resultam em inflamacdo
periportal, fibrose hepatica, colestase e ductopenia progressiva. Se ndo tratada, a
CBP pode levar a cirrose biliar e insuficiéncia hepética (SELMI et al., 2011).
Embora a causa exata da CBP néo seja completamente compreendida, estudos
sugerem que fatores genéticos desempenham um papel importante em seu
desenvolvimento (GULAMHUSEIN; HIRSCHFIELD, 2020; TANAKA, 2021).
Além disso, fatores ambientais, como uso de medicamentos, exposi¢do a toxinas,
tabagismo, estresse, infeccOes e dieta, podem desencadear uma resposta
autoimune em individuos com predisposicao genetica para a doenca (JOSHITA
et al., 2017; LAZARIDIS; LARUSSO, 2015). A presenca de anticorpos
antimitocondria (AMA) no sangue € um dos principais indicadores de CBP. AMA
é detectado em 90-95% dos pacientes, mas em menos de 1% dos individuos
saudaveis (YOUNOSSI et al., 2019). Outros anticorpos, como 0 anticorpo
antinuclear (ANA) com diferentes padrdes de fluorescéncia, anticorpos
anticentrémero (ACA), anticorpos nucleares multiplo (anti-MND) e anticorpos
antienvelope nuclear (ANEA), também podem ser encontrados em pacientes com
CBP (GRANITO et al., 2012; BERETTA-PICCOLI et al., 2019). Em casos de
testes para diagndstico de CBP negativos para AMA, os anticorpos anti-gp210 e
sp100 sdo considerados biomarcadores substitutos. ANA esta presente em quase
metade dos pacientes com CBP, e em alguns casos, parece estar associado a um
curso clinico mais grave e prognéstico, como insuficiéncia hepética grave e a
necessidade de transplante de figado (ALI; CAREY; LINDOR, 2014).

A CBP é uma doenca hepatica mais comum em mulheres de meia-
idade, com uma proporcao no Brasil entre mulheres e homens de 10:1, no entanto,
estd proporcdo vem diminuindo nos ultimos anos. Geralmente a CPB é
diagnosticada em individuos de 40 a 60 anos de idade e raramente € diagnosticada
em adolescentes (GALOOSIAN et al., 2020; LLEO et al., 2020; MARSCHALL
et al., 2019). Pacientes com CBP podem ser assintomaticos ou apresentar fadiga,
que € o sintoma mais comum da doenca. Outros sintomas podem incluir ictericia,
prurido, diminuicdo da densidade mineral dssea, hiperlipidemia e xantelasma. A
CBP tambem esta fortemente associada a outras doencas autoimunes, como a
Sindrome de Sjogren, tireoidite de Hashimoto e artrite reumatoide (FLOREANI
etal., 2015). A progressdo da doenca esta associada a desenvolvimento de cirrose
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hepatica, com ou sem hipertensdo portal clinicamente significativa, complicada
ou ndo com carcinoma hepatocelular, o que pode levar a uma indicacdo para
transplante de figado (JANMOHAMED; TRIVEDI, 2018; LEUNG; DEEB;
HIRSCHFIELD, 2020).

O diagnostico precoce e a intervengdo oportuna sao cruciais para o
tratamento adequado dos pacientes. A CBP geralmente € diagnosticada por trés
critérios principais: 1) a presenca de AMA > 1:40, 2) fosfatase alcalina elevada
[ALP > 1,5 vezes o limite superior normal (LSN)] e 3) achados histoldgicos
especificos nos ductos biliares (BOWLUS; GERSHWIN, 2014; LEUNG; DEEB,;
HIRSCHFIELD, 2020; LLEO et al., 2020). Embora esses critérios diagndsticos
sejam geralmente confiaveis para detectar a maioria dos pacientes com CBP, é
importante observar que alguns pacientes podem receber um resultado de teste
negativo para AMA, o que representa 5-15% dos pacientes com CBP no mundo.
Isso pode levar a um diagnostico incorreto e atrasos no recebimento do tratamento
adequado (LINDOR et al., 2019).

A CBP é uma doenca para a qual ndo ha cura, mas a progressao da
doenca para cirrose e insuficiéncia hepética pode ser prevenida ou retardada com
a administracdo de UDCA (BOWLUS; GERSHWIN, 2014). O UDCA ¢
conhecido por proteger os ductos biliares e as células epiteliais biliares contra
lesbes, alterando a concentracdo dos efeitos toxicos de acidos biliares enddgenos.
Em pacientes com CBP, o UDCA mostrou melhorar os niveis de ALP, reduzir a
bilirrubina, retardar a progresséo histologica e melhorar a sobrevida de pacientes
que sdo submetidos ao transplante de figado. Portanto, os niveis de bilirrubina e
ALP séo considerados marcadores substitutos para a progressao da doenca e a
resposta ao tratamento (LEUNG; DEEB; HIRSCHFIELD, 2020; LLEO et al.,
2020).

Para individuos que ndo respondem ao tratamento com UDCA, pode
ser administrado fibratos, como o bezafibrato, fenofibrato, pemafibrato. O
fenofibrato, por exemplo, auxilia na diminuicdo dos niveis sericos de acidos
biliares priméarios e secundarios toxicos, como o acido quenodesoxicolico
(CDCA), o éacido litocolico (LCA) e o acido desoxicélico (DCA) (GHONEM;
ASSIS; BOYER, 2015).

O &cido obeticdlico (OCA), um derivado sintético do CDCA, emerge
como uma opcao farmacoldgica quando associado no tratamento com UDCA. O
OCA atua como um agonista seletivo do receptor X farneséide (FXR)
(FIORUCCI; DI GIORGIO; DISTRUTTI, 2019). O FXR, por sua vez, é um
importante regulador das vias inflamatorias, fibroticas e metabolicas dos acidos
biliares (DE VINCENTIS et al., 2021). Aprovado para uso combinado com
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UDCA, o OCA contribui para a melhoria dos niveis de ALP, v-
glutamiltranspeptidase (GGT) e alanina aminotransferase (ALT). No entanto, é
essencial reconhecer que o OCA esta associado a efeitos adversos prevalentes,
incluindo prurido, fadiga e dor abdominal (KRUPA et al., 2024).

Se ndo tratada, a CBP pode levar a graves problemas de saude.
Assim, € importante explorar novos métodos diagndsticos para detectar a doenca
em estagios iniciais e prevenir complicacbes. Alem disso, o desenvolvimento de
novos biomarcadores pode ajudar na recolocacdo dos marcadores bioguimicos ja
existentes e levar a novas descobertas que auxiliem no desenvolvimento de novos
medicamentos, uma vez que as atuais opg¢des sdo limitadas.

Para investigar os complexos fenotipos da CBP, uma abordagem
metabol6mica untargeted baseada em cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-HRMS) foi utilizada para avaliar
0s metabolitos plasmaticos e urinarios relacionados a CBP. Ao estudar o perfil
plasmatico e urinario, buscamos identificar processos bioquimicos que poderiam
ser negligenciados se apenas um biofluido fosse estudado.

1.1.3 Colangite Esclerosante Primaria (CEP)

A Colangite Esclerosante Primaria (CEP) € uma doenca crénica
caracterizada por inflamacéo persistente, fibrose progressiva e estreitamento dos
ductos biliares intra e extra-hepaticos, levando a obstru¢do completa e perda dos
ductos biliares principais, de maior calibre (VLADUT et al., 2020). Atualmente,
h& conhecimento limitado sobre a etiologia da doenca; no entanto, fatores
genéticos e ambientais podem desempenhar um papel no desenvolvimento da
CEP (LAZARIDIS; LARUSSO, 2015).

De acordo com Park et al. (2022) a prevaléncia global da CEP varia
de 01 a 16 casos por 100.000 pessoas em todo 0 mundo. A faixa etaria média na
qual o diagndstico é frequentemente realizado varia de 30 a 40 anos, com uma
predominancia de casos em homens, com uma propor¢do de diagnosticados de
aproximadamente 2 homens para cada mulher (SONG et al., 2020).

A CEP esta associada a outras doencas autoimunes, como a doenca
inflamatodria intestinal (DI1) e a colite ulcerativa, presente em aproximadamente
60% a 80% dos pacientes (CHAPMAN et al., 2010; POLLHEIMER et al., 2011).
O mecanismo subjacente a relacdo entre CEP e DIl ndo é totalmente claro; no
entanto, existem duas principais hipoteses. A primeira, conhecida como a hipotese
da "Homing Linfocitaria Intestinal”, a qual sugere que linfécitos ativados no
intestino, inflamado e permeavel, podem entrar na corrente sanguinea e persistir
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como células de memoria. Essas células de memoria podem induzir inflamacéo
no figado. A segunda hipétese, chamada de hipotese do "Intestino Permeéavel™,
concentra-se na associacdo entre a progressao de lesdes hepaticas e biliares e
aumento da permeabilidade intestinal. De acordo com esse conceito, metabdlitos
bacterianos do intestino, devido a permeabilidade intestinal aumentada, podem se
translocar para o figado. O figado, que esta continuamente exposto a moléculas
do microbioma intestinal, cruciais para a salude, mas também potencialmente
desempenhando um papel na patogénese de doencas hepéticas e intestinais
(GRANT et al., 2002; PALMELA et al., 2018; TSAITAS; SEMERTZIDOU;
SINAKQOS, 2014).

A CEP ¢é uma doenca silenciosa que progride lentamente,
frequentemente levando a cirrose biliar, aumento do risco de cancer e,
consequentemente, em uma alta taxa de mortalidade (VALLE; BJORNSSON;
LINDKVIST, 2011). Isso inclui o colangiocarcinoma, um tipo de cancer que afeta
os ductos biliares (SONG et al., 2020), carcinoma da vesicula biliar, cancer
pancreatico e um risco significativamente elevado de cancer colorretal,
intimamente associado a pacientes com DIl (KORNFELD; EKBOM; IHRE,
1997; MARCHIONI BEERY; VAZIRI; FOROUHAR, 2014).

A maioria dos pacientes com CEP, além do aumento das enzimas
colestaticas, apresentam aumento dos niveis de aminotransferases (1,5 vezes o
limite superior do normal) (CHAPMAN et al., 2010). O anticorpo mais estudado
em pacientes com CEP ¢ o anticorpo perinuclear contra estruturas citoplasmaticas
do neutrofilos (PANCA), um subtipo de ANA. Esse anticorpo é detectado em 26-
94% dos pacientes; no entanto, ele é inespecifico e também pode ser encontrado
em pacientes com CBP e Hepatite Autoimune (HAI) (ZEMAN; HIRSCHFIELD,
2010).

Dadas as complexidades e desafios envolvidos no diagnostico,
monitoramento e na distin¢do entre os diferentes tipos de colestase, esse trabalho
visou investigar as caracteristicas metabdlicas pertinentes a trés colestases
hepaticas. Nesse sentido, foram realizadas analises metabolémicas untargeted de
amostras de plasma e urina obtidas de pacientes diagnosticados com CBP, CEP e
PFIC3. Utilizando LC-HRMS, foram identificados metabolitos discriminantes
que podem aprimorar o conhecimento bioquimico dos diferentes tipos de
colestases e promover um monitoramento da doenca.
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1.2 Abordagens Metaboldmicas

Metabol6mica é uma area de pesquisa em expansao no ambito das
pesquisas Omicas e que concentra-se na caracterizagdo abrangente dos
metabolitos em sistemas bioldgicos (YEUNG, 2018). A importancia das analises
metabol6micas reside na sua capacidade de proporcionar uma visdo abrangente
do perfil metabdlico, acompanhada dos eventos bioquimicos relacionados as vias
metabdlicas. A metabolomica tem sido cada vez mais empregada no
monitoramento terapéutico de diversos tratamentos clinicos (PU et al., 2022;
SIDDIQA et al., 2023), como também no desenvolvimento de novos farmacos
(ALARCON-BARRERA et al., 2022; PANG; HU, 2023). Além disso, as analises
metabol6micas sdo aplicadas para analisar o impacto de mutacdes e knockdown
genético no perfil metabolico de pacientes (BENEDETTI et al., 2023;
LANZNASTER et al., 2020).

Aplicacdes metabolomicas vem crescendo em diversas areas, como
de produtos naturais (RAZZAQ et al., 2019), microorganismos (BARKAL et al.,
2016; PINU; VILLAS-BOAS, 2017; TANG, 2011), ambiental (BUNDY;
DAVEY:; VIANT, 2009; LABINE et al., 2023) e testes in vitro (ARTATI;
PREHN; ADAMSKI, 2019; CUPERLOVIC-CULF et al., 2010). Além disso, as
analises metabolémicas complementam outras abordagens Omicas, como a
gendmica, transcriptomica e protedmica (KADDURAH-DAOUK; KRISHNAN,
2009).

Demonstrando precisdo e abrangéncia singulares, a metaboldmica
torna-se uma ferramenta indispensavel para compreender o estado fisioldgico de
celulas e organismos, assim como suas respostas dindmicas a alteracdes genéticas,
ambientais, atividades cinéticas ou variagdes nos niveis enziméaticos (HOLMES,;
WILSON; NICHOLSON, 2008). Conforme descrito por WISHART (2016) a
metabolémica desempenha um papel fundamental na revelacdo das intrincadas
interacOes entre genes e 0 ambiente, preenchendo lacunas entre as informacgdes
geneticas codificadas no genoma e as influéncias externas do ambiente, possuindo
a capacidade de traduzir as mudancas observaveis no fenotipo em alteracGes
metabolicas de pequenas moléculas enddgenas, como aminodacidos, agucares,
aminas biogénicas, nucleotideos, carboidratos, lipidios e xenobidticos, os quais
indicam perfis distintos na bioquimica celular. (BAR et al., 2020; BEGER, 2013;
BURGESS; RANKIN; WEIDT, 2014; WISHART, 2016).

Essas mudancas intrinsecas, frequentemente imperceptiveis por
métodos convencionais de analise, podem ser cruciais para compreender a
adaptacdo de ceélulas e organismos a diferentes condigdes externas e vias
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metabolicas. Além disso, a metabolémica é também uma poderosa ferramenta
para identificar novos biomarcadores que levam a descoberta de novas e melhores
estratégias terapéuticas para muitas doencas graves e potencialmente fatais
(COLBURN, 2003; LV et al., 2016; MATTHEWS; HANISON; NIRMALAN,
2016).

Biomarcadores desempenham um papel versatil, ultrapassando a
funcéo diagndstica e classificatoria de doencas, mas abrangendo funcdes cruciais
de monitoramento da progressdo da doenca, identificacdo de novos alvos
terapéuticos, avaliacdo da eficacia do tratamento e medicina personalizada,
através da estratificacdo de pacientes. Além disso, biomarcadores clinicos tém se
mostrado fundamentais como biomarcadores prognosticos, possibilitando
estratégias de intervencdo precoce, antes do surgimento dos primeiros sintomas
evidentes da doenca (ARMITAGE; BARBAS, 2014; QlU et al., 2023; ROBERTS
etal., 2012; TRIVEDI; GOODACRE, 2020).

As estratégias metabolémicas estdo divididas em duas abordagens
distintas: metaboldomica global (do inglés, untargeted metabolomics) e
metabol6mica alvo (do inglés, target metabolomics). A metaboldmica untargeted
€ a andlise abrangente de todos os analitos mensuraveis em uma amostra,
incluindo espécies quimicas desconhecidas. Devido a sua natureza abrangente, a
metaboloOmica untargeted deve ser associada a uma rigorosa etapa de
processamento de dados, para reduzir os extensos conjuntos de dados, fazendo
com gue esses sejam mais gerenciaveis. A identificacdo dos features moleculares,
tipicamente um pico ou sinal (m/z) detectado que representa um composto
quimico (metabolito), requerem processamento usando bibliotecas in silico ou
investigacGes experimentais (LAZAR et al.,, 2015). As anélises envolvendo
metabolomica untargeted oferecem a oportunidade para a descoberta de novas
informacdes bioldgicas, uma vez que as analises sdo capazes de detectar features
moleculares em uma ampla faixa de m/z, com técnicas de alta sensibilidade e
especificidade.

A metaboldmica target é uma abordagem utilizada quando o interesse esta
em compreender ou quantificar um conjunto especifico de metabolitos,
associados a processos metabdlicos ou vias bioguimicas especificas (QIU et al.,
2023). Na andlise metabolémica target sdo utilizados padrdes das moléculas de
interesse, acrescidos de padrdes internos, que sdo substéncias quimicamente
idénticas e marcadas isotopicamente ou moléculas similares, as quais sdo
adicionadas as amostras para a correcdo de desvios analiticos no preparo das
mostras e decorrentes da analise (ROBERTS et al., 2012). Nesse cenario o uso de
substancias padrbes permite a quantificacdo dos metabdlitos de interesse,
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permitindo uma analise quantitativa absoluta (FIEHN, 2016), ou ainda
semiquantitativa, na qual as relacfes de abundéancia relativa entre os metabdlitos
sdo avaliadas (ROBERTS et al., 2012).

Ambas as abordagens metabolémicas target e untargeted se referem
as medidas comparativas entre grupos de amostras, permitindo a comparacéo do
metaboloma de um grupo sujeito a alteracGes (ambientais, genéticas, alimentares,
terapéutico, etc.) com um grupo de individuos ndo alterados (grupo controle).
Essas comparagdes fornecem informacdes essenciais para o entendimento do
fendtipo de um organismo, desempenhando um papel fundamental na biologia de
sistemas (IVANISEVIC; WANT, 2019)

Contudo, os principais desafios das abordagens metabol6micas
untargeted podem ser resumidos como: 1) protocolos de preparo de amostras
genericos e que, na maioria das vezes, consistem somente de procedimentos
empregando a precipitacdo de proteinas; 2) no tempo necessario para processar 0s
dados brutos gerados; 3) falta de normalizacéo inter- e intra-laboratorios para as
diferentes etapas de processamento de dados e nos softwares empregados; 4)
dificuldades na identificacdo dos features moleculares provenientes das analises
estatisticas, 0s quais sdo, na sua grande maioria, moléculas desconhecidas; 5) a
diversidade quimica entre features moleculares presentes em uma mesma
amostras, 0s quais variam de compostos de elevada a baixa polaridade; 6) a
presenca de features moleculares que diferem em abundancia, dificultando a
deteccdo daqueles features de menor intensidade de sinal, frente aos de elevada
abundéncia (BRUCE et al., 2009). O desenvolvimento continuo de bancos de
dados e ferramentas de bioinformatica é fundamental para avancar na
identificacdo de metabdlitos e na interpretacdo dos dados metabolomicos
(MINNO et al., 2022).

Na metabolOmica target os principais desafios incluem a
sensibilidade e seletividade dos métodos analiticos, a necessidade de diferentes
plataformas analiticas para uma cobertura metaboldmica abrangente, e a
padronizacéo de procedimentos operacionais. Outros desafios incluem a preciséo
e exatiddo das anélises na quantificacdo dos metabdlitos, a escolha de métodos de
separacdo adequados e a uma deteccdo eficiente dos metabdlitos a serem
quantificados. Uma analise estatistica robusta e a quantificacao precisa e acurada
dos metabdlitos nas matrizes complexas sdo essenciais para garantir a
confiabilidade dos estudos metaboldmicos. De acordo com Koal e Deigner (2010)
para superar os desafios enfrentados na quantificacdo de metabdlitos enddgenos,
devido aos seus baixos niveis de concentracdo em amostras bioldgicas, €
necessario a otimizacdo das técnicas de preparo de amostras, associadas como
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uma separacao seletiva dos analitos de interesse por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ou cromatografia gasosa (GC) e métodos sensiveis de deteccdo
como os de espectrometria de massas (MS).

A heterogeneidade fisico-quimica dos metabolitos impede a extracdo
simultdnea de todos os metabdlitos em um dnico procedimento, exigindo a
otimizacdo das condicdes de extracdo para alcancar a eficiéncia ideal para
diferentes classes de compostos, por exemplo, a extracdo de metabolitos e lipideos
da mesma amostra. Desta forma, as diferentes condicdo de extracdo e analise das
amostras por diferentes grupos de pesquisa dificultam a comparacdo direta de
dados metaboldmicos entre laboratérios, mesmo quando as plataformas de
técnicas analiticas séo idénticas (KOAL; DEIGNER, 2010)

1.3 Metabolémica Untargeted Baseada em Analises por LC-MS

1.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) representa uma
técnica analitica amplamente empregada na separacdo, identificacdo e
quantificacdo de analitos em amostras complexas (CASS, 2015). Este método tem
sido continuamente aprimorado e aplicado em diversos setores, incluindo
industrias farmacéuticas, quimica, ambiental e estudos clinicos.

Na cromatografia liquida (LC) o modo de eluicdo em fase reversa
(RPLC, do inglés: reversed-phase liquid chromatography) utiliza-se uma fase
estacionaria hidrofobica, geralmente composta por colunas C8 e C18, constituidas
por grupos octilsilano e octadecilsilano, respectivamente.

O comprimento da cadeia carbénica da fase estacionaria (C8 vs. C18)
influencia na sua hidrofobicidade, ou seja, quanto maior a area superficial, maior
as interacOes com 0s compostos de interesse. Assim, a coluna C18, de cadeia mais
longa, permite uma elui¢do mais lenta de moléculas hidrofébicas do que a coluna
C8. A diversidade quimica de fases estacionérias para serem usadas no modo
reverso de eluicdo facilita a separacdo de mistura complexas de diferentes analitos
com polaridades diversas. A fase estacionaria do tipo C18 é particularmente
interessante para analises metabolémicas, onde ha a presenca de uma variedade
de metabdlitos com diferentes polaridades.

Com relacdo a fase mével, o modo reverso de eluicdo emprega uma
fase movel (FM) com caracteristicas polares, geralmente composta por misturas
de agua (solvente fraco) e modificadores organicos (solventes fortes), como
acetonitrila (ACN) ou metanol (MEOH). Adicionalmente, pode-se fazer uso de
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aditivos, como sais para ajustar a forca iénica da FM e de acidos ou bases para o
ajuste dos valores de pH (YABRE et al., 2018).

A eluicdo gradiente é preferida em abordagens metabolémicas para
a andlise de amostras complexas contendo analitos com diferentes fatores de
retencao (k). Na eluicdo gradiente, a forca do solvente aumenta gradativamente e
promove a eluicdo inicialmente de moléculas mais hidrofilicas, seguidos pelas
moléculas de média e baixa polaridade, conforme mostrado na FIGURA 1.1.
Assim, o aumento do teor de solvente organico na fase movel promovera a eluicdo
de moléculas hidrofobicas, altamente retidas, enquanto um alto teor de agua
diminuira a retencdo dessas mesmas moléculas (NEUE, 2007).
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FIGURA 1.1 Representacdo esquematica da eluicdo de analitos no modo reverso
de eluicéo, ilustrando a interacéo seletiva de moléculas com diferentes polaridades
com uma fase estacionaria hidrofobica (adaptado de GENTILUOMO et al., 2019).

A separacdo cromatografica por RPLC, proporciona separacdes
adequadas para metabolitos de meédia e baixa polaridade, incluindo ésteres de
colesterol, &cidos biliares, diacilglicerdis, esfingomielinas, fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas, &cidos graxos, entre outros metabolitos.

Contudo, muitos dos metabdlitos consistem em pequenas moléculas
altamente polares e hidrofilicas, apresentando dificuldades significativas de
retencdo e separacdo exclusivamente com emprego da eluicdo no modo RPLC.
Dessa forma, a cromatografia liquida com o modo de separa¢do por interacéo
hidrofilica (HILIC, do inglés: hidrophilic interaction chromatography),
complementa a abordagem de separacgéo por RPLC.

O modo HILIC € a escolha mais eficiente em separar metabolitos
altamente polares, oferecendo uma cobertura mais abrangente de metabdlitos
polares que podem ser analisados, resultando em melhorias significativas na
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seletividade e reprodutibilidade das analises metabolémicas (CONTREPOIS;
JIANG; SNYDER, 2015).

O modo HILIC é definido por uma fase estaciondria com
caracteristicas hidrofilicas e uma fase mével hidrofobica (JENSEN et al., 2013).
H& uma variedade de opgdes de fases estacionérias disponiveis para modos de
interacdo do tipo HILIC, as quais abrangem desde silica tradicional até geis de
silica com modificagdes quimicas e a introducdo de diversos grupos funcionais
polares (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Entre esses grupos estdo os didis para a
separacdo de proteinas, grupos amida empregados na separacdo de peptideos,
fases poliméricas com superficie zwitteridnica e grupos cianos, dentre outros
(BUSZEWSKI; NOGA, 2012; CAVAZZINI; FELINGER, 2013).

Na separa¢ao no modo HILIC, a presenca de pequenas quantidades
de &gua na fase movel (3-5%) sdo recomendadas para propiciar a formacao e
manutencdo de uma camada de agua ao redor da fase estaciondria, que propicia a
retencdo de compostos hidrofilicos (JENSEN et al., 2013). A fase mdvel mais
comummente empregada no modo HILIC consiste em uma mistura de acetonitrila
e agua (CAVAZZINI; FELINGER, 2013). No entanto, muitas fases estacionarias
que operam no modo de separacdo HILIC requerem o uso de aditivos e do ajuste
de pH da fase mdvel. Como alternativa, sdo preferencialmente empregados
solucdes salinas de sais solGveis em solvente organico, como formiato ou acetato
de amonio, em diferentes concentracdes molares e valores de pH (MCCALLEY,
2008). O bicarbonato de aménio tambéem pode ser empregado, no entanto, sua
solubilidade em solvente orgénico é limitada.

O modo HILIC utiliza solventes organicos em porcentagens mais
elevadas na composicdo da fase movel do que o modo RPLC e, além de promover
a retencéo seletiva de moléculas com carateristicas hidrofilicas, ainda promove
um favorecimento no processo de nebulizagdo/evaporacdo dos solventes com o
emprego das fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica (API, do inglés:
atmospheric pressure ionization).

1.3.2 Espectrometria de Massas

A obtencdo de dados metaboldmicos pode ser realizada por meio da
técnica analitica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucdo (LC-HRMS). Essa abordagem implica na separacdo de substancias
presentes em amostras complexas utilizando a cromatografia liquida, seguida pela
deteccdo das moléculas pela espectrometria de massas. Na espectrometria de
massas, a fase liquida eluente da cromatografia liquida é primeiramente
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evaporada, promovendo a ionizacdo das moléculas presentes na amostra. Os ions
gerados no processo de ioniza¢do sdo separados com base em sua relagcdo entre
massa e carga (m/z), que representa a massa molecular em funcéo da carga elétrica
(GLISH; VACHET, 2003).

Existem diferentes analisadores de massa, como o analisador hibrido
quadruplo-tempo de v6o (QqTOF, do inglés: quadrupole-time of flight) e o
analisador Orbitrap, baseado em transformada de Fourier. (ZUBAREV;
MAKAROQV, 2013). Ambos se destacam pelo seu elevado poder de resolucéo de
massas e tém sido extensivamente utilizados em andlises metabolémicas
untargeted.

Conforme descrito por Allen e McWhinney (2019) o analisador
QqTOF é composto por um espectrdmetro de massas do tipo quadrupolo
associado a um tubo de tempo de v60. O quadrupolo inicial (Q1) atua como um
filtro de massas, selecionando seletivamente ions com intervalo especifico de m/z.
No guadrupolo subsequente (Q2), chamado de célula de colisdo, os ions sofrem
colises com moléculas neutras de gas nitrogénio, hélio ou argbnio, resultando na
fragmentacdo dos ions e gerando espectros de ions produtos (MS/MS). Esse
processo é conhecido como dissociacdo induzida por colisdo (CID). Ao sair da
célula de coliséo, os ions acelerados passam por um quadrupolo adicional que ira
focalizar e direcionar os ions para a regido do TOF. Os ions entram na regido do
TOF, onde sdo submetidos a um campo elétrico que os fazem os ions acelerar,
com a mesma energia cinetica, em direcdo ao detector. Como diferentes ions tém
m/z diferentes, eles levam tempos diferentes para percorrer a distancia fixa até o
detector (ALLEN; MCWHINNEY, 2019). O tempo de v60 dos ions sdo usados
para gerar um espectro de massas, relacionando a intensidade do sinal com a razéo
massa-carga (m/z), conforme mostrado na FIGURA 1.2.
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FIGURA 1.2 Representacdo esquematica de um espectrometro de massas de alta
resolucdo hibrido com analisador quadrupole time-of-flight (QqTOF) (adaptado
de STRASSER et al., 2023)

A espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI),
desenvolvida por Fenn em 1989 (FENN et al., 1989), destaca-se como uma
ferramenta essencial em laboratérios de andlise por LC-MS ou LC-HRMS (HO
et al., 2003). Conforme descrito por Pitt (2009), as amostras liquidas eluem
através de um capilar metdlico mantido com elevada voltagem (3 a 5 kV) e
temperatura e séo nebulizadas na ponta do capilar, formando um spray fino de
goticulas carregadas. Apos essa etapa, ocorre a evaporacao repetida do solvente e
a desintegracdo das gotas formadas, resultando em uma gota carregada cada vez
menor que passa por uma explosao coulémbica, gerando o analito ionizado. Como
a carga do analito ocorre por transferéncia de prétons o modo ESI produz
moléculas protonadas [M+H]* ou desprotonadas [M-H]. Como a fase movel
constituinte da separacdo cromatografica pode ter a presenca de sais, é possivel
também ocorrer a formacédo de adutos de cations no modo positivo de ionizagéo,
como exemplo: ([M+NH4]* e [M+Na]*) ou formacéo de espécies anionizadas no
modo negativo de ionizacdo, conforme exemplo ([M+HCOO] e [M+C,H30;])
(HARVEY, 2000; PITT, 2009).

O metodo de ionizacdo por ESI emerge como uma abordagem que
minimiza a fragmentacdo intramolecular das moléculas, diferenciando-se
favoravelmente de outros métodos de ionizacdo. Esta caracteristica singular
possibilita a aquisicdo de espectros no modo full MS Scan ou MS1, conferindo
uma visdo abrangente e detalhada dos ions presentes na amostra, conhecidos
como ions precursores. Todavia, para enriquecer a analise e promover a
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identificacdo de moléculas, torna-se importante conduzir experimentos MS/MS
ou MS2 (espectrometria de massas em tandem). Ou seja, dois estagios
consecutivos de analise de massas sdo realizados. No primeiro estagio, na
obtencéo dos espectros de MS1, os ions sdo selecionados com base no intervalo
de m/z. Esses ions sdo entdo submetidos a um segundo estagio (MS2) de anélise,
onde ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados. A andlise subsequente dos
fragmentos gerados no MS2 proporciona informacdes adicionais sobre a estrutura
quimica das moléculas (XIAO; ZHOU; RESSOM, 2012). Os experimentos de
fragmentacdo (MS2) visam fornecer dados adicionais sobre a estrutura quimica
dos metabolitos, facilitando a identificacdo dessas substancias quimicas em
analises metabolémicas untargeted (GAUGLITZ et al., 2022).

Os estudos metabolomicos, apesar de sua ampla aplicagao, enfrentam
desafios analiticos consideraveis. Notadamente, as amostras bioldgicas
apresentam uma complexidade intrinseca, abrangendo uma ampla variedade de
compostos com diferentes polaridades. Com isso, a riqueza de metabolitos em
amostras biologicas demanda abordagens analiticas que transcendam as
limitacdes de um unico sistema de separagdo, mesmo quando combinados com
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) (SCHWAIGER et al., 2018;
STEVENS et al., 2019).

1.3.3 Consideracdes Adicionais em Analises Metabolémicas

Além da etapa de separacéo e deteccdo dos analitos de interesse, a
extracdo de metabolitos durante o preparo das amostras para a anélise por LC-
HRMS é de igual importancia. Estratégias comuns para superar desafios de obter
extracdes eficientes e ampliar a cobertura do metaboloma, incluem etapas para
concentrar 0s extratos das amostras, com o0 emprego de evaporac¢do do solvente
seguida de ressuspensdo do material em pequeno volume de uma mistura de
solvente-agua. Adicionalmente, o desenvolvimento de procedimentos especificos
de preparo de amostras permite otimizar a etapa de preparo de amostras, assim
como, priorizar classes distintas de metabdlitos polares e ndo polares (CANUTO
et al., 2018).

Conforme reportado por Yang et al. (2013), a combinacdo de
solventes organicos como acetonitrila-metanol tem se mostrado ser eficiente na
precipitacdo de proteinas em comparado com o uso isolado de solventes
organicos, como acetonitrila, metanol ou etanol (YANG et al., 2013). Esta
abordagem, além de garantir uma eficiente precipitacdo de proteinas, também
pode ser mais eficaz na recuperacdo de moléculas hidrofobicas (YANG et al.,
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2013). A precipitacdo de proteinas também ¢ aplicada em andlises com foco na
extracdo de amostras polares. Nestes casos, existem protocolos que utilizam o
metanol frio para a etapa de precipitacao de proteinas (CRUICKSHANK-QUINN
et al., 2014). Quando ha a necessidade de remover acidos graxos, lipidios e
fosfolipidios da amostra, € possivel adicionar a etapa de extracdo em fase solida
(SPE) para eliminar compostos hidrofobicos de maneira mais eficiente
(CRUICKSHANK-QUINN et al., 2014). Ainda, o método Bligh and Dyer e o
método Folch, sdo especificos para a extracdo de lipideos e muito empregados em
extracOes de amostras biologicas para analises metabolémicas (SAINI et al.,
2021).

Assim, a combinagdo dos modos de separacdo RPLC e HILIC com
diferentes procedimentos de extracdo das amostras, visa proporcionar a analise de
uma ampla gama de compostos quimicos essenciais para experimentos de
metabolomica untargeted (SARIC et al., 2012; WAWRZYNIAK et al., 2018).

A escolha do modo de ionizagcdo também desempenha um papel
crucial nas analises metabolobmicas. Um dnico modo de ionizacgéo
(positivo/negativo) ndo € capaz de priorizar eficientemente a formacao de ions de
classes distintas de moléeculas, visto que alguns metabolitos sdo ionizados de
forma mais eficaz no modo de ionizagdo positivo, enquanto outros apresentam
maior eficiéncia no modo negativo de ionizacdo. A técnica de ionizacdo por
eletrospray (ESI) continua sendo a mais amplamente adotada, devido a sua
capacidade de ionizar uma variedade de metabodlitos de diferentes classes
quimicas, com minima fragmentacdo (SCHWAIGER et al., 2018). Diante disso,
a estratégia analitica mais eficaz envolve a condugdo de ensaios usando ESI em
ambos 0s modos de ionizacgdo, positivo (ESI+) e negativo (ESI-), combinando
diferentes abordagens cromatograficas ortogonais, como as de RPLC, associadas
as do tipo HILIC.

Outro aspecto critico nas analises metabolomicas esta relacionado a
alta produtividade do conjuntos de dados brutos e a necessaria conversao desses
dados em matrizes menores para o0 processamento estatistico (GOWDA et al.,
2014; LAZAR et al., 2015). Existem softwares para processar 0os dados brutos,
gerando uma matriz em 3D que relaciona m/z, tempo de retencdo (tR) e a
intensidades dos ions detectados. Durante o processo de extracdo, deconvolugéo
e alinhamento dos picos, a matriz de dados em 3D passa a ser 2D, relacionando-
se 0 par m/z-tr com a intensidade dos ions. Diferentes softwares executam essa
geracdo de matrizes de dados, como Profile Analysis® (Bruker), Compound
Discovery™ (Thermo Scientific), Progenesis QI (Waters Corporation) e
MassHunter Profiler (Agilent Tecnologies). Antes da anélise estatistica, varias
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etapas de pré-processamento das matrizes de dados sdo necessarias para extrair
informacdes significativas. Métodos Uteis de pré-processamento incluem
principalmente normalizacdo e dimensionamento, podendo ser utilizados de
forma isolada ou em combinacio. E crucial destacar que a reprodutibilidade do
sistema de LC-HRMS é uma preocupacdo, e, portanto, amostras designadas de
controles de qualidade (QCs) sdo indispensaveis nos experimentos para monitorar
variagoes instrumentais.
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2 Objetivos

O objetivo central deste trabalho consistiu em aplicar estratégias
metabolémica untargeted por LC-HRMS em amostras de plasma e urina de
pacientes submetidos a tratamentos com acido ursodesoxicolico (UDCA), para
identificar perfis e alteracdes metabdlicas de doencas hepéticas colestaticas,
nomeadamente, Colestase Intra-Hepatica Familiar Progressiva tipo 3 (PFIC3),
Colangite Biliar Priméria (CBP) e Colangite Esclerosante Primaria (CEP).

2.1 Objetivos Especificos

I) Avaliar a colangite biliar priméaria (CBP) em relagdo a um grupo controle, com
0 intuito de identificar metabolitos que possam contribuir para o entendimento
das alteragcdes bioquimicas e 0 monitoramento do distirbio hepatico colestatico
em paciente em tratamento com UDCA,;

I1) Investigar e diferenciar amostras de pacientes com diferentes tipos de doencas
colestaticas hepéticas, PFIC3, CBP e CEP, com o propdsito de identificar
metabolitos discriminantes entre os trés grupos de doencas hepaticas colestéaticas,
visando aprimorar 0s processos diagnosticos, prognésticos e de monitoramento
dos pacientes;

[11) Identificar rotas bioquimicas ou processos biologicos vinculados as alteracdes
metabdlicas, proporcionando uma melhor compreenséo das bases fisiopatologicas
subjacentes as doencas colestaticas hepaticas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Generalidades

Os experimentos foram realizados no laboratorio SEPARARE
(Nucleo de Pesquisa em Cromatografia) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Os reagentes e solventes utilizados no preparo das amostras e
analises por LC-HRMS incluiram metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e etanol
de alta pureza cromatografica (HPLC), adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Acido férmico de grau LC-MS e acetato de L-leucina-encefalina
anidra foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Agua deionizada foi
produzida utilizando um Sistema Milli-Q (Millipore, Séo Paulo, Brasil).

Para o preparo de amostras, foram utilizadas micropipetas Gilson
(Gilson, Estados Unidos) e/ou Eppendorf ((Eppendorf, Alemanha), um agitador
vortex MS3 basic (IKA, Alemanha) e centrifuga refrigerada 5415R (Eppendorf®,
Alemanha).

3.2 Casuistica e Coleta de Amostras

Este estudo foi conduzido em estrita conformidade com os principios
estabelecidos na Declaragdo de Helsinque e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Séo Paulo, Brasil (protocolo: 3.728.710, aprovado em 27 de
novembro de 2019). Todos os participantes receberam informacgdes sobre a
pesquisa e forneceram consentimento, mediante assinatura de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice V). As amostras
biologicas de plasma e urina dos pacientes com Colestase Intra-Hepatica
Progressiva Familiar tipo 3 (PFIC3), Colangite Biliar Primaria (CBP) e Colangite
Esclerosante Priméaria (CEP), foram coletadas pela enfermeira Celina Teixeira
Prado, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo, Clinica de Gastroenterologia. A selecdo e monitoramento dos
pacientes foram realizados pelo Prof. Dr. Eduardo Luiz Rachid Cancado. O grupo
controle consistiu em individuos saudaveis e as amostras biolégicas foram
coletadas na Universidade Federal de S&o Carlos.

Dado o carater de doencas raras, ndo foram empregados célculos
estatisticos para determinar o tamanho da amostra (n). Desta forma, estabeleceu-
se a inclusdo minima de 30 participantes por grupo, conforme critérios
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predefinidos de inclusdo e exclusdo. No total, foram coletadas amostras de 97
pacientes diagnosticados com PFIC-3, CBP e CEP. Adicionalmente, 35
voluntarios sem diagnéstico de doenca hepatica foram incluidos como grupo
controle. As amostras de plasma e urina foram coletadas no Ambulatdrio Central
do Hospital das Clinicas de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2020 a
junho de 2021.

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram baseados nos padrdes de
diagnostico estabelecidos pela European Association for the Study of the Liver
(EASL) e pela American Association for the Study of Liver Disease (AASLD),
conforme delineado por (BOWLUS et al., 2023).

3.3 Critérios de Inclusdo
3.3.1 Pacientes Diagnosticados com PFIC3

e Niveis de fosfatase alcalina (ALP) elevado;
e Bidpsia hepatica com Imunohistoquimica feita para MDR3;

3.3.2 Pacientes Diagnosticados com CBP

e Niveis de fosfatase alcalina (ALP) elevado;

e Presenca de anticorpo antimitocondrial (AMA) no soro, em concentragoes
acima de 1:40.

e A EASL recomenda que o diagndstico de CBP, quando o resultado ¢
negativo para AMA, pode ser feito em individuos com colestase e
imunofluorescéncia especifica de ANA (pontos nucleares ou aros
perinucleares) ou resultados positivos por imunoensaios para anticorpos
spl00 e gp210.

e Biopsia hepatica;
3.3.3 Pacientes Diagnosticados com CEP

e Niveis de fosfatase alcalina (ALP) elevado;

e Colangioressonancia e colangiografia retrograda endoscopica;
e biodpsia hepatica;

¢ doenca inflamatoéria intestinal
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3.4 Critérios de Exclusao

Foram adotados como critérios de exclusdo 0s seguintes casos:
pacientes sem diagnostico confirmado de doenca colestética, individuos com
idade inferior a 18 anos, aqueles que faziam uso de alcool, drogas ilicitas ou
medicacdes hepatotdxicas, bem como aqueles que se recusaram a fornecer
amostras para fins de pesquisa académica.

3.5 Coleta das Amostras

Foram coletadas amostras de plasma e urina de quatro grupos de
participantes. Conforme as predisposicOes de sexo estabelecidas, o grupo CBP era
predominantemente feminino (100%), incluindo 30 pacientes com idades entre 37
e 81 anos; o grupo PFIC3 foi composto por 37 pacientes (idades entre 19 e 62
anos), incluindo 7 homens e 30 mulheres; o grupo CEP incluiu 35 pacientes
(idades entre 20 e 75 anos), com 18 homens e 17 mulheres; e o0 grupo controle de
individuos saudaveis (CS) incluiu 38 participantes, sendo 20 mulheres e 18
homens, com idades entre 21 e 66 anos.

Os pacientes diagnosticados com PFIC3, CBP e CEP fazem
tratamento continuo com acido ursodesoxicolico (UDCA), com a dose
comumente ajustada entre 12 e 16 mg/kg de peso corporal por dia, dividida em
duas administracdes diarias.

Os participantes nos grupos CBP, PFIC3, CEP e CS foram
submetidos a um periodo de jejum de 12 horas com acesso a dgua. Amostras de
sangue foram coletadas em tubos vacutainer de 5 mL com EDTA e passaram por
centrifugacdo a 3.500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente para obtencéo
das amostras de plasma. As amostras de plasma coletadas foram cuidadosamente
transferidas para cryovials e armazenadas a -80°C até serem preparadas para
analise metabolémica. Amostras de urina foram coletadas em frascos estéreis,
depois de descartar o primeiro jato de urina, e igualmente preservadas a -80°C
para andlises futuras.
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3.6 Preparo de Amostras de Plasma e Urina

3.6.1 Plasma

As amostras de plasma foram descongeladas em banho de gelo e
homogeneizadas em vortex por 15 segundos. Em seguida, foram transferidos 150
uL de cada amostra de plasma para tubos de centrifugagao (1.5 mL), seguido pela
adi¢ao de 450 puL de metanol gelado (na proporc¢éo de 1:3 v/v plasma:MeOH) para
a precipitacdo de proteinas. Os tubos de centrifugacdo foram agitados durante 30
segundos em vortex e, em seguida, a mistura foi mantida a -20°C por 5 min. Apos
esse periodo, foram homogeneizadas novamente durante 20 segundos e
centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, foram
transferidas aliquotas de 200 pL do sobrenadante para novos tubos de
microcentrifuga, e adicionados 20 pL do padrédo interno (L-leucina-encefalina
acetato anidra a 5 mmol L) em cada amostra.

Amostras de qualidade do branco (QB) foram preparadas
substituindo o volume da amostra de plasma por 150 pL. de 4gua Milli-Q e
seguindo 0 mesmo procedimento adotado para as amostras de plasma. A amostra
de controle de qualidade (QC) foi preparada apds a etapa de precipitacdo das
proteinas. Para isso, foram misturas aliquotas de 15 uL. do sobrenadante de cada
amostra individual dos pacientes e dos individuos saudaveis (n=132) a um tubo
de centrifugacdo de 5 mL. A mistura final foi homogeneizada em vortex por 10
segundos. Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C para posterior analise
por LC-HRMS.

3.6.2 Urina

As amostras de urina foram descongeladas em banho de gelo e
submetidas a uma homogeneizacdo por vortex de 2 minutos, seguida por
centrifugagdo a 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Aliquotas de 100 uLL de urina
de cada amostra foram transferidas para tubos de centrifugacdo (1.5 mL), onde
foram adicionados 300 pL de uma solucdo gelada de etanol/metanol (1:1 v/v). A
mistura resultante foi armazenada a -20°C por 5 minutos e depois submetida a
centrifugacdo a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Em seguida, 20 puL do padréao
interno (L-leucina-encefalina acetato anidra em agua deionizada a 5 mmol. L)
foi adicionado as amostras de urina antes da analise. Posteriormente, aliquotas de
20 pL foram transferidas para novos tubos de microcentrifuga e diluidas com agua
Milli-Q (1:10). Amostras de qualidade do branco (QB) foram preparadas
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substituindo o volume da amostra de urina por 100 uL de agua Milli-Q, e seguindo
0 mesmo procedimento adotado para as amostras de urina. A amostra de QC foi
preparada seguindo o mesmo procedimento adotado para a amostra QC de
plasma.

3.7 Analise por Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometro de Massas de Alta Resolucdo (LC-HRMYS)

As analises metabolémicas foram conduzidas usando um sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) Agilent 1290 Infinity Il
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), composto por uma bomba binaria
(G7120A), um autoinjetor (G7129B) e um compartimento de coluna (G7116B —
1290), ) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugédo com analisador
hibrido do tipo quadrupolo - tempo de voo (QqTOF), modelo Impact HD (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), com uma fonte de ionizacdo por eletrospray
operando no modo positivo (ESI+) ou no modo negativo (ESI-). A aquisicdo e
processamento dos dados foi realizada utilizando o software Data Analysis® 4.2
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha) e o Profile Analysis® 2.1 (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha).

3.7.1 Separacdo Cromatografica no Modo Reverso de Eluicdo
(RPLC)

A separacdo de metabdlitos no plasma e na urina foram realizadas
por cromatografia liquida no modo reverso de elui¢cdo (RPLC) usando uma coluna
Zorbax Eclipse XDB C18 (100 x 3,0 mm i.d.; 3,5 um) da Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, EUA). A duracdo total da analise cromatografica foi de 30
minutos, empregando o seguinte gradiente: 0 minutos, 1% B; 0-3,0 minutos, 1-
2% B; 3-10 minutos, 2-30% B; 10-15 minutos, 30-50% B; 15-18 minutos, 50-
80% B; 18-20 minutos, 80-90% B; 20-22 minutos, 90-95% B; 22-26 minutos, 95-
99% B; 26,01-28 minutos, 99% B, para limpeza da coluna, e 28,01-30 minutos e
1% B, para recondicionamento da coluna. A fase movel para separa¢des no modo
RPLC consistiu em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos com
0,1% de &cido férmico.

Durante a limpeza da coluna, a valvula de 6 caminhos foi empregada
para direcionar a vazdo da fase movel para o descarte, enquanto a solucéo de
calibracdo (formiato de sédio 1 mmol.L* em ACN) era inserida na fonte de
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ionizacdo. Essa etapa possibilita a aquisicdo de ions de referéncia para a
calibracdo de massas em cada analise.

3.7.2 Separacao Cromatografica no Modo HILIC de Eluicéo

A cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC) foi empregada para
a analise de compostos polares, usando uma coluna Agilent Infinity Poroshell 120
HILIC (100,0 x 2,2 mm i.d.; 1,9 um) da Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA. A duracéo total da anélise cromatografica para o modo de elui¢cdo HILIC
foi de 22 minutos, seguindo o seguinte gradiente: 0 minutos, 99% B; 0-3,0
minutos, 99-98% B; 3-10 minutos, 98-80% B; 10-18 minutos, 80-50% B; 18-18,5
minutos, 50-1% B; 18,5-20 minutos, 1% B; 20-20,1 minutos, 1-99% B; 20,1-22
minutos, 99% B; para recondicionamento da coluna.

A fase mdvel para as analises no modo HILIC de separacédo foi
composta por 0,1 mmol/L de formiato de amonio (pH = 3) (solvente A) e
acetonitrila (solvente B). Em ambas as analises (RPLC e HILIC), o volume de
injecao para plasma foi de 5 pL e para urina foi de 1 pL.. As colunas RPLC foram
mantidas a 40°C, e a coluna HILIC foi mantida a 30°C. Durante as analises, 0
autoinjetor foi mantido a 15°C. Durante a limpeza da coluna, a valvula de 6
caminhos redirecionou o fluxo da fase movel para o descarte, a0 mesmo tempo
em que possibilitou a infusdo da solucdo de calibracdo (formiato de sodio 1
mmol.L* em ACN) na fonte de ionizacédo. Essa etapa viabiliza a aquisicéo de fons
de referéncia para a calibracdo de massas em cada analise.

Antes das andlises, € crucial realizar a injecdo de amostras de branco,
comumente preparadas utilizando o mesmo solvente utilizado no processo de
precipitacdo de proteinas, conhecidas como amostras (QB). Em seguida, antes do
inicio da injecdo das amostras biologicas, séo injetadas amostras de controle de
qualidade (QC) para condicionar a coluna cromatografica. Essa etapa €
fundamental para garantir a consisténcia e a precisdo dos resultados ao longo do
experimento. As amostras QC s&o entdo intercaladas com as amostras dos dois
grupos de estudo, sendo que as injecdes dos grupos em estudo sao randomizadas.
Esse procedimento é essencial para evitar erros analiticos e garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos nas analises metabolomicas.
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3.8 Parametros para a Aquisicao de Dados no sistema LC-
HRMS

A aquisigéo de dados foi realizada utilizando um espectrometro de
massas de alta resolucdo (HRMS) equipado com um analisador de massas
quadrupolo tempo de vb6o (QTOF), modelo Impact HD QTOF™ (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha). Este instrumento possui uma interface
eletrospray (ESI), operando nos modos de ionizagdo positivo ou negativo. Os
dados foram coletados e armazenados no modo de aquisicdo centroide.
Inicialmente, os espectros de massas foram obtidos no modo de ionizagéo positiva
(ESI+), seguido pela coleta de dados no modo de ionizacdo negativa (ESI-).

Os parametros previamente otimizados para 0 modo de separacao
RPLC foram: voltagem do capilar de +4.0 e -3.0 KV para 0s modos de ionizagéao
positivo e negativo, respectivamente; potencial do cone de transferéncia (end
plate offset) 500 V; gas nebulizador (N>) 4 bar; vazao do gas de secagem (N_) 8
L.mint; energia da célula de colisdo 5 eV e intervalo de varredura completa MS
(full MS scan) de m/z 50-1300.

Para analises no modo de separacdo HILIC os parametros utilizados
foram: voltagem capilar de +4.5 kV e -3.0 kV para os modos positivo e negativo,
respectivamente; potencial do cone de transferéncia (end platte offset) 450 V; gas
nebulizador 4 bar; temperatura do gas de secagem (N;) 180 °C; vazédo do gas de
secagem (N) 8 L.min; e intervalo de varredura completa MS (full MS scan) de
m/z 50-1300.

O modo MS/MS de aquisicdo dependente de dados (DDA) utilizou
parametros dinamicos com radiofrequéncia de colisdo (RF) variando de 200,0 a
550,0 Vpp; tempo de transferéncia de ions de 50,0 a 90,0 us; com temporizacao
de 50,0% em cada; RF 1 e RF 2 do funil foram de 250,0 e 150,0 Vpp,
respectivamente. A RF do hexapolo foi de 50,0 Vpp e a energia do quadrupolo
foi de 5,0 eV com armazenamento de ions pre-pulso de 6,0 ps. A energia do
quadrupolo e a energia da célula de colisdo foram ambas mantidas fixas em 5eV
(empregadas somente para deslocamento dos ions). Os parametros utilizados para
acionar a fragmentacdo MS/MS foram de velocidade de aquisicdo de 2,0 Hz para
fons de baixa intensidade (10.000 contagem/por soma de 1.000 ions) e 4,0 Hz para
ions de alta intensidade (100.000 contagens/por soma de 1.000 ions), utilizando
um tempo total de ciclo de 3 s. A intensidade absoluta foi de 1.491 contagens (302
contagens/por soma de 1.000 ions), com excluséo ativa de 1 espectro e liberacdo
apos 0,90 min. A aquisicdo no modo full MS scan foi ajustada a uma velocidade
de aquisicdo de 2,0 Hz. A energia de colisdo utilizada para fragmentagéo de ions
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foi programada para variar de 250,0 a 100,0% do valor fixo de 20 eV inicialmente
definido, com o seguinte intervalo de isolamento: m/z 100, 200 e 300, com largura
do pico de 4 e para m/z 700 e 1000, uma largura do pico de 6. A calibracdo interna
do espectrometro de massas foi realizada com a infusdo de formiato de s6dio em
acetonitrila (1 mmol.L?), utilizando um modelo de regressdo quadratica de
calibracéo de alta precisdao (HPC). A solugéo de calibragéo foi injetada no final
de cada andlise e todos os espectros foram recalibrados antes do processamento
dos dados. Os dados foram adquiridos utilizando o Qtof Control Software v3.4 e
os dados brutos foram processados com o Brucker Data Analysis v4.3, ambos da
Brucker (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

3.9 Processamento de Dados

Os dados brutos das analises por LC-HRMS foram processados
utilizando os softwares Data Analysis v4.3 e Profile Analysis v2.1 (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha). Para gerar a matriz de dados (bucket list) foi
utilizado o algoritmo Find Molecular features selecionando-se 0s seguintes
parametros:

1) Limite sinal/ruido (S/N) = 2 - O limite S/N definido como 2 ¢é usado
para determinar a significancia do sinal em relacdo ao ruido instrumental. Sinais
com uma razdo S/N abaixo desse limite foram considerados como ruido e,
portanto, ndo foram incluidos na lista de features moleculares extraidos;

I1) Limite de coeficiente de correlacdo = 0.2 - Espectros com um
coeficiente de correlagdo abaixo desse limite podem ser considerados
suficientemente distintos para serem tratados como um novo feature molecular.

[11) Aquisicdo minima de espectros (scans) = 10 espectros — Esse
pardmetro determina o ndmero minimo de espectros consecutivos necessarios
para que um sinal seja considerado um pico valido e, portanto, um feature
molecular.

IV) Largura de suavizagdo ou smoothing = 1 - O smoothing é uma
técnica usada para reduzir variacdes indesejadas nos dados brutos. Uma largura
de suavizacéo de 1 indica que a suavizacao aplicada é leve ou ausente.

V) Intervalo de massa - m/z 50 a 1300;

V1) Filtro — Value count of bucket > 70 % - O filtro especifica que 0s
"buckets ou molecular features" que possuem uma contagem de dados igual ou
superior a 70% sdo mantidos na andlise, enquanto aqueles com mais de 30% de
dados ausentes sdo excluidos.
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Apols obter a matriz de dados com os features moleculares
classificados com relacdo ao valor par m/z-tempo de retencdo (tR) versus
intensidade do sinal (count) para cada uma das amostras analisadas, procedeu-se
com o processamento de dados, o qual incluiu na etapa de pré-processamento:

1) Subtracao das amostras Branco (QB) - os features moleculares que
apresentaram intensidade de sinais superiores a 5% das intensidades dos sinais
obtidas para as amostras QB foram mantidos. Caso contrario, esses features
moleculares sdo considerados como impurezas e/ou contaminantes do sistema de
analise ou do processo do preparo das amostras e sdo removidos das analises
posteriores.

I1) Imputacdo de dados ausentes (missing values) — Os features
moleculares que possuiam dados ausentes superiores a 30% nas amostras de QC
foram excluidos da matriz de dados. Para features moleculares nos quais os dados
ausentes foram < 30%, os dados ausentes foram imputados usando o algoritmo k-
Nearest Neighbors (KNN) utilizando o software MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca) (DI GUIDA et al., 2016).

I11) Coeficiente de variacdo (CV) — Esta etapa pode ser realizada apés
a etapa de normalizacdo por LOWESS que sera abordada nas secdes 3.9.1.1 e
3.9.1.2. Nesta etapa calcula-se o coeficiente de variagdo para cada feature
molecular utilizando as amostras dos QC. O CV é uma medida estatistica que
expressa a variabilidade relativa em relacdo a média de um conjunto de dados. A
férmula para calcular o coeficiente de variagdo (CV) esta representada na Equacéo
1:

__ Desvpad(fyQQC) B N
CVroc = aamasac X 100% (Equagdo 1)

Onde:

Desvpad € o desvio padrdo das amostras de controle de qualidade
(QC=30) para cada feature molecular;

Média das amostras de controle de qualidade (QC=30) para cada
feature molecular.

O resultado € expresso em porcentagem, representando a variagdo
relativa em relacdo a media.

As amostras de QC (n=30) foram usadas para calcular o coeficiente
de variacdo (CV), com um valor maximo definido em <25% (DUNN et al., 2012;
VISWANATHAN et al.,, 2007). Neste caso, features moleculares que
apresentaram um CV > 25% foram removidos da matriz de dados.
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3.9.1 Identificacdo Putativa dos Metabdlitos

A identificacdo putativa dos metabolitos descritos no Capitulo | foi
realizada utilizando bibliotecas externas de espectros, incluindo LipidMaps
(http://www.lipidmaps.org/), Human Metabolome Database
(http://mvww.hmdb.ca/metabolites) e MONA - Mass Bank North America
(https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), todas estruturadas como arquivos de dados
(.sdf). Para a identificacdo putativa dos metabdlitos descritos no Capitulo I1, além
das bibliotecas externas, foram também utilizadas o Progenesis™ QI v2.4 (Waters
Corporation™ © Nonlinear Dynamics, Newcastle, Reino Unido), com base nos
dados de LC-HRMS. Os espectros foram adquiridos no modo de varredura MS
completa (do inglés: full MS scan), com aquisi¢do dependente de dados (DDA,
do inglés: data-dependent acquisition) para obter os dados de MS/MS.

Durante a aquisi¢do dos dados de LC-HRMS, diferentes niveis de
energia foram aplicados para obter informacdes necessarias para a identificacéo
dos metabolitos. Para os espectros MS1, que fornecem informacdes sobre os ions
precursores, 0s espectros foram adquiridos sem fragmentacdo. Um erro de massa
< 5 ppm foi considerado para a identificar a massa exata dos ions precursores. Os
ions fragmentos (MS/MS) obtidos em alta energia (a rampa de energia variou de
20-60 eV) foram avaliados com uma tolerancia de erro de massa < 10 ppm.

Para aumentar o numero de correspondéncias de fragmentos e
permitir a compatibilidade do PQI (Progenesis™ QI) com bibliotecas externas,
foi utilizado uma ferramenta gratuita chamada "SDF2PQI", desenvolvida por
(SANCHES et al., 2023).

Além disso, scores de identificacdo foram atribuidos com base em
fatores como exatiddo de massa exata, perfil de fragmentacdo e similaridade de
isOtopos. Esses critérios rigorosos desempenharam um papel fundamental na
aceitacdo ou rejeicdo da anotacdo de uma molécula, garantindo uma identificacéo
precisa e confiavel (XIAO; ZHOU; RESSOM, 2012).

3.9.2.Normalizacao dos Dados

3.9.2.1 Método de Normalizacdo dos Dados - Amostras de Plasma

Para lidar com as complexidades de grandes conjuntos de dados
metabol6micos untargeted baseados em LC-HRMS, foi realizada uma correcéo
de lote (do inglés, batch correction) nas amostras de plasma por meio da regresséao
polinomial local (software LOWESS/Spline Normalization v1.1), (FAN et al.,
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2019). Segundo DUNN et al., (2011) o ajustes das curvas LOWESS combina a
simplicidade da regressao classica de minimos quadrados lineares com a
flexibilidade da regressdo ndo linear, ajustando modelos simples a subconjuntos
localizados dos dados para construir uma funcdo que descreve a parte
deterministica da variagdo nos dados, ponto a ponto (DUNN et al., 2011).

A etapa de normalizacdo é crucial na metabolémica untargeted para
corrigir erros sistematicos entre diferentes amostras, sendo esses decorrentes da
ordem de injecdo de cada amostra ao longo da sequéncia analitica, impactando a
precisdo das medidas. O método LOWESS/Spline ¢ uma técnica flexivel e
adaptativa que se ajusta bem a padrdes complexos nos dados. O método basico
envolve o uso de amostras de QCs, que é uma mistura de todas as amostras
bioldgicas que compde 0s grupos em estudo e que sao injetadas intercaladas a
cada 10-12 amostras em estudo, ao longo da sequéncia de aquisi¢ao de dados. As
amostras de QC sdo empregadas como amostras referéncia para a normalizagédo
(FAN et al., 2019). No entanto, esse método também possui limitagcbes uma vez
que considera, principalmente, a ordem em que as amostras sdo injetadas no
instrumento, assumindo que 0s erros sistematicos estdo principalmente
relacionados a efeitos de lote e sequéncia de aquisi¢do de dados, ndo considerando
os erros de medicdo entre metabolitos com diferentes propriedades fisico-
quimicas (KLOUWER et al., 2017).

3.9.2.2 Método de Normalizacdo de Dados para as Amostras de
Urina - Pacientes Grupo CBP

A urina é uma fonte biologica de interesse consideravel devido a sua
coleta ndo invasiva e abundancia em volume (GAGNEBIN et al., 2017).
Entretanto, € importante notar que a concentracdo urindria pode variar
naturalmente devido a diversos fatores, como ingestdo de agua, dieta e uso de
medicamentos. Essa variacdo pode afetar a diluicdo das amostras, potencialmente
levando a interpretacdes incorretas em estudos metabolomicos (DIETERLE et al.,
2006).

Existem varias estratégias de normalizacéo para mitigar os efeitos da
variacdo na diluicdo entre amostras de urina. Um metodo comumente empregado
é a normalizacdo pela concentracao de creatinina. De acordo com Li et al., (2022)
isso se deve ao fato de que a concentracdo plasmatica da creatinina costuma
permanecer relativamente constante sendo evidenciada pela taxa de filtracdo
glomerular (TFG). Com isso, a creatinina é livremente filtrada pelos rins, sendo
excretada sem sofrer reabsorcéo (LI et al., 2022). No entanto, essa abordagem é
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bastante restrita e pode introduzir imprecisdes nas medicOes, uma vez que a
excrecao de creatinina pode variar dependendo de diversos fatores, como a idade,
etnia, sexo, massa muscular, indice de massa corporal (IMC), dieta e doencas
renais (BARR et al.,, 2005; HAYS; AYLWARD; BLOUNT, 2015; ROSEN
VOLLMAR et al., 2019).

Outras estratégias empregadas para a correcdo da diluicdo da urina
nas analises metaboldmicas incluem a normalizacdo por meio de um padréo
interno ou composto de referéncia (como a creatinina), a gravidade especifica ou
a osmolalidade.

A gravidade especifica, por exemplo, é calculada com relacéo entre
a massa de um determinado volume de urina e a massa do mesmo volume de agua.
No entanto, conforme observado por MERVANT et al. (2021), esse parametro
ndo € preciso devido a sua susceptibilidade a erros de medicdo, especialmente
devido a presenca de moléculas de maior massa molecular na amostra
(MERVANT etal., 2021). A osmolalidade, por sua vez, representa a concentracdo
total de solutos urinarios, sendo considerada uma abordagem mais confiavel.
Entretanto, uma desvantagem associada a esse método € a necessidade de
equipamentos especificos para sua medicdo (MERVANT et al., 2021).

Assim, técnicas de normalizacdo pos-aquisicdo de dados, que ndo
exigem procedimentos experimentais adicionais, tém sido amplamente
empregadas (NAM et al., 2020). Um dos métodos empregados é o MSTUS (do
inglés: MS Total Useful Signal), que se baseia na soma da intensidade total dos
componentes comuns a todas as amostras (WARRACK et al., 2009). No entanto,
JACOB et al. (2014) evidenciaram que essa técnica pressupde que o numero de
metabdlitos que aumentam e/ou diminuem é relativamente equivalente entre todas
as amostras em estudo, estabelecendo uma conexéo entre os features moleculares
identificados. No entanto, o autor destaca que essa condicdo nem sempre €
atendida em todos os estudos (JACOB et al., 2014).

Por fim, a Normalizacdo pelo Quociente Probabilistico - PQN (do
inglés: Probabilistic Quotient Normalization) é um método que considera que 0s
efeitos de diluicdo impactam todos os sinais metabdlicos (EMWAS et al., 2018).
De acordo com EMWAS et al. (2018), este método se fundamenta no célculo do
quociente entre a variavel de teste e a variavel da amostra de referéncia
(selecionada pelo usuério), em que a mediana de todos os quocientes é estimada.
Em seguida, todas as varidveis de teste sdo divididas pelo quociente mediano. O
controle de qualidade (QC) mediano pode ser empregado como referéncia nessas
situacdes (GAGNEBIN et al., 2017).
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Além da normalizacdo associada a concentracdo natural da urina é
imprescindivel também avaliar a estabilidade instrumental com a injecédo regular
de amostras de controle de qualidade (QC) ao longo das analises experimentais.
Etapas de pré-processamento de dados podem ser empregados para mitigar a
variabilidade analitica e erros sistematicos, a0 mesmo tempo em gue preservam a
variabilidade biologica inerente as amostras do estudo (DUNN et al., 2012).

Dessa forma, as analises conduzidas com amostras de urina foram
normalizadas utilizando o software Noreva 2.0 (http://idrblab.cn/noreva/), onde
empregou-se a normalizacdo por correcdo robusta de sinal LOESS (do inglés:
Locally Estimated Scatterplot Smoothing) baseada em controle de qualidade QC-
RLSC (do inglés: Quality Control-Based Robust LOESS signal correction).
Segundo GAGNEBIN et al.,, (2017) esse método emprega uma curva de
suavizacao especifica, utilizando a técnica de grafico de dispersdo ponderada
localmente (LOESS), derivada para cada caracteristica observada nas amostras de
QC. Essas curvas sdo empregadas para avaliar qualquer desvio temporal em
relacdo a ordem de processamento, utilizando os dados das amostras de QC
(GAGNEBIN et al., 2017). E, para normalizar a concentra¢do da urina, foi
empregado o método PQN de normalizacgdo no software MetaboAnalyst
(http://www.metaboanalyst.ca).

Apos a etapa de normalizacgéo, foi realizado o escalonamento por
pareto, onde se emprega a raiz quadrada do desvio padrdo do feature molecular
como fator de escala para atenuar o impacto de grandes variacbes nos sinais
analiticos (ERIKSSON et al., 2004). Ou seja, reduz-se a importancia de valores
muito intensos frente aqueles de baixa intensidade, enquanto mantem todos os
sinais mais proximos da medida original (VAN DEN BERG et al., 2006).

A avaliacdo da qualidade dos dados obtidos pelas analises de LC-
HRMS apds a etapa de pré-processamento e normalizacdo foram conduzidas por
emprego de analises multivariadas. Nesse caso, inicialmente utilizou-se 0 método
da Analise de Componentes Principais (PCA), conforme discutido por
Broadhurst, et al., (2018). A PCA é uma técnica que visa reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados, projetando uma representacdo que
descreve a maxima variancia ortogonal nos dados, como explicado por
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016). Ao avaliar a qualidade do conjunto de dados,
observamos se as amostras QCs estdo agrupadas em compara¢do com a variagao
total na projecdo dos dados das demais amostras analisadas, conforme mostrado
no Apéndice Ill. Notavelmente, o agrupamento dos QCs indica que a
variabilidade instrumental é menor do que a variabilidade bioldgica
(BROADHURST et al., 2018)
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3.10 Analises Estatisticas

Analise discriminante de quadrados parciais (PLS-DA) foram
utilizadas para realizar analises estatisticas multivariadas e interpretacdo dos
dados metabolomicos baseados em LC-HRMS. O modelo PLS-DA foi
estabelecido para descrever os metabdlitos discriminantes entre 0s grupos
experimentais obtidos das analises RPLC e HILIC nos modos de ionizacdo ESI
(+/-). Features Moleculares com um score de importancia variavel na projecao
(VIP) > 1.0 foram considerados os mais importantes para a classificagdo entre
grupos CBP e CS. Para garantir a qualidade e robustez do modelo e evitar
overfitting dos dados, 0 modelo foi validado usando testes de permutacéo (mil
permutacdes) e validacdo cruzada de deixar um de fora (LOOCYV, do inglés: leave
one out cross-validation) para identificar os metabolitos que podem distinguir
entre os grupos CBP e CS. As areas sob as curvas (AUC, do inglés: area under
the curve) das curvas ROC foram usadas para determinar a eficacia diagndstica
dos metabdlitos importantes. PLS-DA e as curvas ROC foram obtidas com o
software online MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca).

Com base nos metabolitos retidos pelo score VIP > 1.0, foi realizada
uma analise estatistica univariada com o software RStudio versédo 4.3.0. Antes da
analise univariada, os testes de Levene e Shapiro-Wilk foram utilizados para
verificar a normalidade da distribuicdo dos dados e as pressuposicdes de
homogeneidade de variancia, respectivamente.

Em situacdes em que a distribuicdo de dados provenientes da anélise
das amostras de plasma ou urina ndo apresentava distribui¢cdo normal (p > 0,05),
uma transformacdo Box-Cox foi utilizada para converter dados ndo normais em
uma distribuicdo normal para serem posteriormente utilizados com testes
estatisticos paramétricos (BLUM; ELGENDI; MENON, 2022). A transformacéo
de Box-Cox € utilizada para encontrar uma transformacao adequada da variavel
dependente que a torne mais proxima da normalidade e avaliar a
homoscedasticidade dos dados. Este método é bastante Gtil em modelos de
regressao linear, onde a normalidade e homocedasticidade dos residuos séo
pressupostos importantes (AZEVEDO; ANDRADE JUNIOR; FERNANDES,
2016). A transformacéo de Box-Cox foi aplicada usando o software SPSS 25.0
(Chicago, Illinois, EUA). Em seguida, o teste de t-Student (teste parametrico) ou
0 teste de Mann-Whitney (teste ndo-paramétrico) foram conduzidos levando em
consideracdo a distribuicdo dos dados e a homogeneidade das variancias,
garantindo assim uma abordagem estatistica robusta para investigar as diferencas
metabolicas entre os grupos em estudo.
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Para avaliar o potencial impacto do fator idade entre os grupos
estudados (CBP versus CS e PFIC3 versus CBP versus CEP), foram realizadas
analises estatisticas empregando-se a andlise de covariancia (ANCOVA),
utilizando o software SPSS 25.0 (Chicago, Illinois, EUA) (Apéndice I). A anélise
de covariancia (ANCOVA) € uma técnica estatistica derivada da analise de
variancia (ANOVA) e da andlise de regressdo. Este método € utilizado para
averiguar se uma variavel em estudo pode ser explicada por fatores adicionais
(covariaveis) além das variaveis dependentes (KHAMMAR; YARAHMADI;
MADADIZADEH, 2020).

O fold-change (FC) foi expresso como regulacdo positiva
(aumentada) quando [valores médios FC = CBP/CS] > 1,5 ou regulacdo negativa
(diminuida) quando [valores médios FC = 1/ (valores médios CBP/CS)]. Assim,
foram considerados impactantes os metabolitos que apresentaram um intervalo de
FC > 1,5 No entanto, é importante observar que alguns metabdlitos mostraram um
valor de p < 0,05, mas seus valores correspondentes de FC ndo estavam dentro
dessa faixa de regulacdo positiva ou negativa, ndo sendo, portanto, variagdes
Impactantes nas rotas bioquimicas.

O teste de correlacdo de Pearson (r) foi aplicado para investigar
possiveis correlacbes entre os metabdlitos alterados em amostras de plasma e
urina que apresentaram VIP scores > 1. Dessa forma, quando existe correlagéo
positiva, valores de r proximos a +1, as variaveis aumentam e/ou diminuem juntas
numa mesma direcdo; se a correlacdo é negativa, valores de r préximos a -1, as
variaveis variam inversamente uma em relacéo a outra; ja valores de r proximos
a 0, sugerem auséncia de correlacdo linear entre as variaveis do estudo. Os
metabdlitos foram putativamente anotados com base nos valores de massa exata
e nos padrdes de fragmentacdo espectral usando o HMDB (https://hmdb.ca/) e o
MassBank (https://massbank.us/). Os metabdlitos anotados foram empregados na
analise de vias metabdlicas usando a ferramenta de Andlise de Pathway
(MetaboAnalyst 5.0) pela base de dados KEGG (do inglés: Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes).

Para o capitulo Il, foi adicionalmente conduzida uma analise para
determinar se as caracteristicas moleculares identificadas podem estar associadas
ao género. O grupo CBP era 100% feminino, e o grupo PFIC tinha uma alta
prevaléncia de pacientes do sexo feminino (81,09%). Em contraste, o grupo CEP
tinha 48,58% de individuos do sexo feminino e o grupo controle 52,63%, sendo
esse ultimo com uma distribuicdo mais equilibrada entre homens e mulheres.
Dado que o estudo visa diferenciar doencas colestaticas com emprego de amostras
de plasma e urina, foi realizada uma anélise de covariancia para avaliar se 0
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género tem um efeito nessas doencas. Neste caso, como 0 género é uma variavel
categorica, foi empregada uma ANOVA de dois fatores, empregando os géneros
(masculino e feminino) e a presenca ou auséncia de doencas colestaticas.

Posteriormente, foi realizada uma analise estatistica univariada
usando o software R versdo 4.3.0. ANOVA e testes post-hoc usando o método de
Tukey. Este método realiza comparagdo pairwise entre 0S grupos e compara as
diferencas nas médias de todos os pares de grupos e verifica se essas diferencas
séo estatisticamente significativas (p < 0.05), ajustando os intervalos de confianca
para controlar o erro global entre as comparacdes pairwise (IBM
DOCUMENTATION, 2023). Os resultados foram filtrados para reter apenas
valores estatisticamente significativos (p < 0,05 e q < 0,05). O fold-change (FC)
também foi usado para quantificar o quanto a caracteristica € diferente entre o0s
grupos, considerando-se 0s mesmos critérios descritos acima.

Para a analise multivariada do Capitulo Il, conduzidas no
MetaboAnalyst 5.0, foi realizada a Analise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) para investigar a separacdo e agrupamento de grupos. Para
validar o modelo PLS-DA, empregamos duas abordagens distintas: a validacéo
cruzada (especificamente, 0 método de CV 5-folds) e um teste de permutacdo. A
validacéo cruzada garante a robustez e generalizagdo do modelo, enquanto o teste
de permutacdo envolve a randomizacdo dos dados para avaliar a significancia
estatistica dos resultados (BATURYNSKA; MARTINSEN, 2021). Para avaliar a
qualidade do modelo PLS-DA, foi analisado: R2, representando a proporcéo de
variabilidade dos dados explicada pelo modelo, e Q2, quantificando a capacidade
preditiva do modelo. Além disso, identificamos os metabolitos que contribuiram
significativamente para a projecdo, conforme indicado por um valor de
Importancia Variavel na Projecao (VIP) > 1,0. Esta anélise estatistica envolveu a
normalizacdo dos conjuntos de dados usando 0 método de Pareto. Essas anélises
foram conduzidas usando o MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/),
(DAHABIYEH et al., 2023).
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Capitulo |

Investigacao Metabolomica Untargeted da
Colangite Biliar Primaria por LC-HRMS
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4 Resultados e Discussao

O Capitulo I envolveu a analise de 30 pacientes diagnosticados com
CBP, em tratamento no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Séao
Paulo, comparados a um grupo controle controle saudavel (CS) composto por 20
individuos. As amostras de plasma e urina coletadas foram submetidas a analises
por cromatografia liquida com separacdo no modo RPLC e no modo HILIC de
eluicdo e deteccdo nos modos positivo e negativo (ESI+ e ESI-), permitindo uma
cobertura metabolica abrangente. Cromatogramas de ions totais (TIC)
representativos para as amostras de urina estdo ilustrados na FIGURA 4.1. Os
espectros dos ions deconvoluidos das analises RPLC e HILIC nas modalidades
ESI (+/-) das amostras de plasma e urina estdo representados nas FIGURA 4.2 e
FIGURA 4.3, respectivamente.
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FIGURA 4.1 Cromatogramas de ions totais (TIC) das amostras de urina obtidos
por LC-HRMS.
(A) Amostras de voluntarios dos grupos CS (mm) e CBP (mm) analisadas no modo
RPLC ESI (+).
(B) Amostras de urina dos grupos CS (mm) e CBP (mm) analisadas no modo

HILIC ESI (+).
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FIGURA 4.2 Espectros dos ions totais deconvoluidos das amostras de plasma
obtidas pelas analises LC-HRMS. (A) RPLC (ESI +); (B) RPLC (ESI -); (C)
HILIC (ESI +); (D) HILIC (ESI -).
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FIGURA 4 3 Espectros dos fons totais deconvolwdos das amostras de urina
obtidas pelas analises LC-HRMS. (A) RPLC (ESI +); (B) RPLC (ESI -); (C)
HILIC (ESI +); (D) HILIC (ESI -).
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Os metabdlitos foram putativamente identificados com base na
massa exata e nos padrdes de fragmentacdo espectral utilizando as bases de dados
HMDB e MassBank em comparagdo com 0S espectros obtidos
experimentalmente, conforme mostrado na FIGURA 4.4.

As analises de metabolémica untargeted, fundamentado em LC-
HRMS/MS, resultou na identificacdo de 47 metabolitos estatisticamente
significativos nas amostras de plasma de individuos com CBP e de 46 metabolitos
significativos nas amostras de urina (p < 0,05).

ntens. | -MS2{528.2655), 20.0-50.0€V, 11.1min #1778
1044 528.2647
+*

.| Espectro Experimental

FIGURA 4.4 Representacdo da identificacdo do acido glicoquenodeoxicolico
(GCDCA) em amostras de plasma, através da comparacdo entre o espectro
experimental obtido nas analises LC-HRMS e o espectro de massas teodrico
disponivel nas bibliotecas online.

Os modelos PLS-DA baseados nos conjuntos de dados das amostras
de plasma e nas amostras de urina indicaram uma diferenciacdo confiavel entre
0s grupos (CBP e CS). A robustez do modelo PLS-DA foi validada por testes de
permutacéo (p < 0,001) e a qualidade do modelo multivariado foi avaliada pelos
coeficientes de correlacdo (R2) e coeficiente de predicdo (Q2) do modelo. Para as
amostras de plasma foram alcancados valores de Q2(Y) = 0,887, R2(Y) = 0,905,
R2(cum) = 0,979 e Q2 (cum) = 0,793, conforme mostrado na FIGURA 4.5. Para
as amostras de urina foram obtidos valores de Q2 = 0,716, R2Y = 0,762, R2(cum)
= 0,945 (cum) e Q2(cum) = 0,732, conforme mostrado na FIGURA 4.6.
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FIGURA 4.5 Anélise multivariada de metaboldmica untargeted usando PLS-DA
para amostras de plasma. (A) Histograma do resultado dos testes de permutacéo.
(B) Graficos de barras das medidas de desempenho (precisdo, R2 e Q2), com
diferentes nimeros de componentes. *Indica os melhores valores das medidas de
desempenho que foram selecionadas (Q2). Parametros da modelagem para
amostras de plasma, Q2 = 0,887, R2Y =0,905, R2X = 0,979 (cum) e p < 0,001.
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FIGURA 4.6 Anélise multivariada de metaboldmica untargeted usando PLS-DA
para amostras de urina. (A) Histograma do resultado dos testes de permutacao.
(B) Gréficos de barras das medidas de desempenho (precisdo, R2 e Q2) usando
diferentes nUmeros de componentes. *Indica os melhores valores das medidas de
desempenho que foram selecionadas (Q2). Pardmetros de modelagem para
amostras de urina, Q2 = 0,709, R2Y = 0,757, R2(cum) = 0,943 (cum), Q2(cum)
=0,693 e p<0,001.

O modelo PLS-DA mostrado na FIGURA 4.7 (A-B) para as amostras
de plasma e urina, respectivamente, foi usado como medida de desempenho para
discriminar entre os grupos CBP e CS e estabelecer um modelo diagnostico. Com
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base no VIP score > 1, o PLS-DA revelou 15 metabdlitos no plasma, sendo esses:
histidina, LPC(16:0), LPC(18:2), glutamilserina, sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA-S), aspartil-hidroxiprolina, pseudouridina,
LPC(18:1), alilcisteina, PC(16:0/16:0), acido lactico, acetilcarnitina, LPC(P-16:0)
ou LPC(0-16:1), acido glicodeoxicdlico (GDCA) e &cido glicoquenodesoxicélico
(GCDCA), conforme mostrado na FIGURA 4.8.

Para as amostras de urina, com base no VIP score > 1, foram
destacados 15 metabdlitos, sendo esses: etil-lisina, leucina, 3-metil-histidina,
glicodeoxicolato 3-glicuronideo (GCDCA 3-glicuronideo), isoleucina, beta-
(pirazol-1-il)-alanina, urocanato, dimetilarginina, serina, 6-ceto-
decanoilcarnitina, prolina, pseudouridina, acido glicodeoxicolico (GDCA), acido
glicolitocélico (GLCA) e 2-octaoilcarnitina (FIGURA 4.9) como principais
metabolitos no fator de classificacdo. Esses metabolitos evidenciaram niveis
alterados de diferentes classes de compostos, constituidos por acidos biliares
especificos, fosfolipidios, acidos graxos, aminoéacidos e carnitinas no plasma ou
na urina.
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FIGURA 4.7 Gréficos de dispersdo de scores com base nos modelos PLS-DA da
analise multivariada e nos modos de ionizacdo ESI(+) e ESI(-) obtidas das
analises LC-HRMS/MS. (A) Amostras de plasma (n=50) entre os grupos CBP e
CS; (B) Amostras de urina (n=50) entre os grupos CBP e CS. Grupo CBP (mm) e
0 grupo CS (mm).
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FIGURA 4.8 VIP scores obtidos a partir do modelo PLS-DA provenientes das
anéalises das amostras de plasma. As caixas coloridas indicam se a concentracao
do metabolito esta aumentada (mm) ou diminuida (=) em comparagdo ao grupo
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FIGURA 4.9 VIP scores obtidos a partir do modelo PLS-DA provenientes das
analises das amostras de urina. As caixas coloridas indicam se a concentracédo do
metabdlito presente no grupo CBP estd aumentada (mm) ou diminuida (=) em

comparacao ao grupo CS.
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Para avaliar a precisdo da capacidade preditiva, 0 método PLS-DA
foi empregado para obter a area sob a curva (AUC) com base nas curvas
caracteristicas de operacdo do receptor (ROC). Essas curvas foram geradas
usando desempenho de validacdo cruzada de Monte Carlo (MCCV, do inglés:
Monte Carlo cross validation). A curva ROC serviu como medida de desempenho
do teste, ou seja, para indicar a eficacia do diagndstico entre individuos com CBP
e do grupo CS. Isso ajudou a estabelecer um ponto de corte diagnostico para
amostras de plasma e urina (FIGURA 4.10A e FIGURA 4.10B), respectivamente.
Em uma curva ROC, o0 eixo x representa a taxa de falsos positivos (1 -
especificidade), enquanto o eixo y representa a taxa de verdadeiros positivos
(sensibilidade) conforme observado na TABELA 4.1. Uma curva ROC ideal se
aproxima do canto superior esquerdo do grafico, onde a sensibilidade é alta e a
taxa de falsos positivos € baixa, indicando um excelente desempenho do modelo.

Observou-se que as curvas ROC apresentaram um bom desempenho
preditivo, com AUC variando de 0,999 (IC 95%: 0,993-1) para a discriminacéo
de metabolitos presentes nas amostras de plasma (FIGURA 4.10A) e de 0,979 (IC
95%: 0,952-1) para discriminacdo de metabadlitos urinarios (FIGURA 4.10B). De
acordo com os resultados obtidos, 08 metabolitos apresentaram um bom
desempenho preditivo em plasma e 07 metabolitos em amostras de urina. Esses
metabolitos, obtiveram um AUC > 0,907, uma ampla faixa de sensibilidade (50,0
—96,7%) e especificidade (85,0 - 100%), conforme mostrado na TABELA 4.1. O
estudo avaliou a precisdo diagnoéstica de metabolitos individuais usando as curvas
ROC (FIGURA 4.10A-B). Os resultados mostraram que acidos biliares como o
sulfato de glicoguenodeoxicolico (GCDCA  3-sulfato), sulfato de
glicoursodeoxicolato (GUDCA  3-sulfato) e o 3-glicuronideo de
glicoquenodeoxicdlico (GCDCA 3-glicuronideo), juntamente com aminoacidos e
fosfolipidios, tiveram um impacto significativo na precisdo diagnostica. O
intervalo de confianga (CI) para essas descobertas foi de 95%.
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FIGURA 4.10 Curvas ROC pelo método estatistico multivariado no ponto de
corte ideal definido pela distancia minima para o canto superior esquerdo. (A)
Modelo otimizado gerou AUC de 0,999 (IC 95%: 0,993-1) a partir de amostras
de plasma. (B) Modelo otimizado gerou AUC de 0,979 (IC 95%: 0,952—1) a partir

de amostras de urina.

TABELA 4.1 Modelos de previsdo a partir da regressdo logistica e analise da
curva ROC dos metabdlitos individuais em amostras de plasma e urina (AUC) >

0,907.
Metabolito AUC 95% ClI Sensibilidade Especificidade Matriz
Glutamilserina 0.993 0971-1 0.967 (0.9-1) 0.9 (0.774-1) Plasma
GCDCA 3-sulfato 0.992 0.970-1 0.848(0.758-0.955) 1(1-1) Urine
GUDCA 3-sulfato 0.972 0.913-1 0.567(0.433-0.751) 1(1-1) Plasma
GDCA 0.972 0.915-1 0.6 (0.483-0.767) 1(1-1) Plasma
LPC(18:2) 0.971 0.915-1 0.967 (0.9-1) 0.85(0.7-0.976) Plasma
LPC(16:0) 0.967 0.888 -1 1(1-1) 0.85 (0.7-1) Plasma
Histidina 0.955 0.859 -1 0.933 (0.849-1) 0.95 (0.85-1) Plasma
B-(Pirazol-1-yl)-alanina 0.941 0.858 - 1 0.788(0.636-0.909) 1(1-1) Urine
3-metil-histidina 0.938 0.860-0.985 0.818(0.667-0.939)  0.95(0.824-1) Urine
1-metil-adenosina 0.936 0.841-0.987 0.818(0.681-0.939)  0.85(0.70-1) Urine
Fenilalanine 0.935 0.857-0.986 0.727(0.606-0.848) 0.9(0.75-1) Urine
N6,N6,N6-Trimetil-lisina  0.921 0.835-0.979 0.818(0.667-0.909)  0.95(0.824-1) Urine
GCDCA 3-glicuronideo 0.920 0.817-0.983  0.5(0.333-0.667) 1(1-1) Plasma
LPE(16:1) 0.913 0.795-0.987 0.533(0.367-0.717) 0.95(0.9-1) Plasma
Dimetilarginina 0.907 0.803-0.974 0.788(0.667-0.925) 0.9(0.8-1) Urine

Com base nos scores VIP (p < 0,05), foram obtidos mapas de
correlacdo usando a correlacdo de Pearson (r). Em amostras de plasma (FIGURA
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4.11A), observamos uma forte correlagdo positiva entre LPC (16:0) e histidina (r
=0,92), bem como LPC (16:0) e glutamilserina (r =0,84) e LPC (16:0) e DHEA-
S (r = 0,65). Da mesma forma, para LPC(18:2), foram observadas correla¢des
significativas com histidina (r = 0,86), glutamilserina (r = 0,84), DHEA-S (r =
0,66) e LPC(16:0) (r =0,93). Além disso, uma correlacdo positiva foi identificada
entre pseudouridina e os acidos biliares GCDCA (p = 0,52) e GDCA (p = 0,58),
assim como com PC (16:0/16:0) (r = 0,52).

Para amostras de urina, a analise baseada em mapas de correlacdo
revelou uma correlacdo positiva significativa entre acidos biliares, carnitina e
acilcarnitina. Especificamente, 5-beta-ciprinolsulfato, um intermediario na
biossintese de acidos biliares, o qual exibiu uma alta correlagdo positiva com 9-
decenoilcarnitina (r = 0,80) e 6-ceto-decanoilcarnitina (r = 0,88). Além disso,
GCDCA mostrou uma correlagdo positiva com carnitina (r = 0,64) e 9-
decenoilcarnitina (r = 0,63). Outro resultado obtido foi a forte correlacdo entre
acidos graxos, especificamente docosatrieno e acido 3-carboxi-4-metil-5-pentil-
2-furanpropanoico (3-CMPFP), com 5-beta-ciprinolsulfato (r = 0,96 e r = 0,88,
respectivamente), como mostrado na FIGURA 4.11B.
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FIGURA 4.11 Matrizes de correlagdo baseadas nos metabdlitos VIPs > 1.
Correlacdes negativas entre os metabolitos sdo exibidas em mm e correlacdes
positivas em mm. A intensidade da cor é proporcional ao coeficiente de correlacao,
sendo mais forte quanto mais proximo de -1 ou 1.

(A) Tabela de correlacéo referente aos metabolitos VIP scores do plasma LPC:
lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; GCDCA: acido glicogquenodeoxicolico;
GDCA: acido glicodeoxicolico; DHEA-S: sulfato de dehidroepiandrosterona;
PsiU: pseudouridina; N-AC: N-acetilcarnitina; LaCA: 4&cido lactico; His:
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Histidina; Glu-Ser: Glutamilserina; Asp-HyP: Aspartil-hidroxiproline; Allyl-Cys:
Allyl-cisteina.

(B) Tabela de correlacdo relacionados aos metabolitos VIPs scores da urina: cido
glicolitocélico; GCDCA 3-sulfate: acido glicoguenodesoxicolico 3-glicuronideo;
GDCA: &cido glicodeoxicolico; GCDCA: acido glicoguenodesoxicolico; DCA:
acido desoxicolico; CAR: carnitina; C22:3: Docosatrienoato; 9-Dec-CAR: 9-
decenoilcarnitina; 6-Keto-CAR: 6-ceto-decanoilcarnitina; 5beta-CS: 5beta-
ciprinolsulfato; 3-CMPFP: acido 3-carboxi-4-metil-5-pentil-2-furanpropandico.

Analises funcionais das vias metabolicas foram realizadas para
identificar provaveis processos metabolicos e as potenciais associagdes com a
CBP. O nivel significativo para a via metabolica foi determinado como p < 0,05.
No contexto das amostras de plasma (FIGURA 4.12), foram reveladas nove vias
metabolicas significativamente modificadas nos pacientes com CBP. Foram
observadas alteracdes significativas nas biossinteses de perfil lipidico, sendo esses
0 metabolismo de acidos biliares (p = 0,00147), oxidacdo de acidos graxos de
cadeia ramificada (p = 0,02) e a biossintese de fosfolipidios (p = 0,0247).
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FIGURA 4.12 Mapeamento das vias metabolicas impactadas entre os grupos CBP
versus CS em amostras de plasma. O eixo x representa o0 impacto da via
metabolica, enquanto o eixo y representa o —log(p-value). A cor varia de amarelo
claro a vermelho escuro, indicando o nivel de significancia do enriquecimento, e
o0 tamanho do circulo reflete o nivel da taxa de enriquecimento.
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Os resultados revelaram que os individuos com CBP apresentam
niveis alterados de aminoacidos e seus derivados, acidos biliares, carnitinas,
nucleotideos e esteroides, em ambas as amostras de plasma e urina. Embora os
acidos biliares sejam afetados em ambos os biofluidos, eles sdo mais
proeminentemente alterados em amostras de plasma do que em urina. Por outro
lado, o impacto na biossintese de aminoacidos foi mais evidente em amostras de
urina do que em plasma. Isso confirma nossa hipotese original de que a analise de
ambas as matrizes biologicas oferece um maior potencial investigativo,
proporcionando uma analise metabolémica mais abrangente. Em geral, as
descobertas aqui relatadas demonstram que a CBP esta associada a distarbios
metabdlicos envolvendo maultiplas vias, como aminoacidos, biossintese de acidos
biliares e metabolismo de glicerofosfolipidios, indicando o favorecimento do
desenvolvimento progressivo de inflamacéo e fibrose hepatica.

4.1 Niveis Alterados de Fosfolipidios em Amostras de Plasma de
Pacientes com CBP

A desregulacdo lipidica desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progressdo de doencas hepaticas, uma vez que os lipidios
representam um grupo diversificado de biomoléculas com estruturas complexas.
Os lipidios estdo envolvidos em varios processos bioldgicos no corpo, desde
armazenamento e metabolismo de energia até regulacdo epigenética, transducéo
de sinal, regulacdo imunologica, inflamacédo e reconhecimento celular (TORRES
etal., 2021). Os fosfolipidios séo conhecidos por suas estruturas anfipaticas e séo
considerados emulsificadores potentes de moléculas hidrofébicas, como certos
acidos biliares. A concentracdo de fosfolipidios na bile hepatica humana
desempenha um papel importante na secrecdo de colesterol biliar (BOYER,
2013). Os principais fosfolipidios biliares sdo fosfatidilcolinas (PC), mas
pequenas concentracdes de lisofosfatidilcolinas (LPC), fosfatidiletanolaminas
(PE) e esfingomielinas (SM) também estdo presentes (HAUTON, 1976).

No presente estudo, ha evidéncias de desregulacdo de lipidios ao
avaliar o plasma de individuos com CBP em relacdo ao CS, principalmente
relacionados a fosfatidilcolina (PC) e lisofosfatidilcolina (LPC), (TABELA 4.2).
De 14 lipidios, 7 deles [LPC(P-16:0) ou LPC(0O-16:1); LPC(P-18:0) ou LPC(O-
18:1); LPC (16:0); LPC (18:2); LPC (20:4); LPC (22:6); e PC (22:0/6 ceto-
PGF1lalpha)] mostram um padrdo de regulacdo negativa nos niveis plasmaticos,
enquanto 6 lipidios [LPC (18:1), LPC (20:1); LPC (20:5); PC (16:0/16:0), PC
(20:3/16:0), PC (20:5/16:0) e LPE(16:1)] mostraram regulacdo positiva.
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O valor de FC da razdo das médias de PCs totais em relacdo as
médias de LPCs totais no grupo CBP (TABELA 4.2) mostraum FC =1,78 (p <
0,00076), indicando niveis aumentados de PCs no grupo CBP, sendo uma resposta
ao tratamento com UDCA. O UDCA reduz significativamente a saturacdo de
colesterol na bile, inibindo a absorcao de colesterol no intestino e sua secre¢ao na
bile (RESHETNYAK; MAEV, 2022), promovendo uma reducdo no contetdo de
LPC. Os resultados apresentados estdo de acordo com a administragdo de UDCA
e podendo ser usados para monitorar a eficacia no progresso do tratamento da
CBP.

LPC é um precursor do acido lisofosfatidico (LPA), que esta
associado a vérias doencgas pruriginosas. O prurido severo € um fator-chave que
prejudica a qualidade de vida de pacientes que sofrem de doencas hepaticas
colestaticas; além de ser um sintoma debilitante, o tratamento do prurido ainda é
uma necessidade médica ndo atendida. Um passo fundamental para entender a
patogénese do prurido colestatico foi a observacédo de que os niveis de LPA estéo
significativamente aumentados no soro de pacientes com coceira colestatica
(KREMER et al., 2010), cuja magnitude aumenta significativamente com a
gravidade do prurido. O LPA ¢é produzido pela acdo da enzima lisofosfolipase D
autotaxina (ATX), que hidrolisa LPC em LPA e colina. Portanto, niveis mais
baixos de LPC reduzem a producéo de LPAs e, em seguida, diminuem o prurido
em pacientes, 0 que também auxilia no manejo do tratamento. Além da relacéo
com prurido, niveis diminuidos de LPC também foram observados em varias
condi¢bes inflamatorias, incluindo sepse, artrite reumatoide, diabetes,
esquizofrenia, sindrome dos ovarios policisticos, doenca de Alzheimer,
hipertensdo arterial pulmonar, envelhecimento, asma e cirrose hepatica (LIU et
al., 2020).

Recentemente, LPC (18:1) também foi identificado como o subtipo
de fosfolipidio mais pruriginoso, induzindo prurido por meio da comunicacao
entre epitélio e neurbnios sensoriais, ativando diretamente o TRPV4 da
queratinocito da pele (CHEN et al., 2021). Neste trabalho, os resultados mostram
que o LPC(18:1) sozinho foi regulado positivamente em 220% no grupo CBP (FC
= 2,2; p < 0,00001). Os niveis de outros lisofosfolipidios individuais, como
LPC(20:1) (FC = 1,7; p = 0,0000516) e LPC(20:5) (FC = 2,2; p = 0,00227),
diferiram significativamente no grupo CBP em relacdo ao grupo CS. Esses dados
foram apresentados em graficos boxplot, que mostram a distribuicdo de valores
normalizados para cada caracteristica. Os valores do grupo CS foram
normalizados para 1, o que serviu como linha de base para fins de comparacéo.
Nestes graficos, um valor de 1 indica equivaléncia & media do grupo controle.
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Valores > 1 indicam um aumento no nivel de metabdlito, enquanto valores < 1
indicam uma diminuicdo. As diferencas em relacdo a linha de base (valor 1)
refletem mudancas bioldgicas significativas entre os grupos CBP e CS, como
mostrado na FIGURA 4.13.

TABELA 4.2 Resumo da regulacéo de fosfatidilcolina (PC), lisofosfatidilcolina
(LPC) e lisofosfatidiletanolamina (LPE) em amostras de plasma de pacientes
com CBP e grupo CS.

Metabdlito Férmula Molecular  Regulagéo CBP (n=30) CS (n=20) P-value
CBPvs. CS Meédia + SD Meédia + SD
LPC(P-16:0) or LPC(O-16:1) C24HsoNOgP N2 0.6782 +0.1375 1.0342+0.3759 0.0023
LPC(P-18:0) or LPC(O-18:1) Ca6Hs4NOgP N2 0.6294 + 0.2636  0.9204+ 0.4538 0.006
LPC (16:0) C24HsoNO;P NA 0.0918 +0.0480  0.5116+ 0.1816 < 0.00001
LPC (18:1) C26Hs,NO;P (N 1.2628 +0.5560  0.5745+0.2055 < 0.00001
LPC (18:2) Ca6HsoNO7P N2 0.1127 £0.0692  1.0140+0.4439 < 0.00001
LPC (20:1) CasHssNO;P Mt 1.2630+0.5947  0.7443+0.3259  0.00005
LPC (20:4) CasHsoNO;P NA 0.7789 +0.2455  1.0502+ 0.3852 0.024
LPC (20:5) CasHasNO;P 1t 1.0572+0.9688 0.4847+0.3572  0.00227
LPC (22:6) C3oHsoNO;P N2 0.6165 + 0.2843  1.0502+ 0.3852  0.00022
LPE (16:1) CxnHsoNO7P 1 1.6202 £0.8896 0.6979+0.3937 < 0.00001
PC (16:0/16:0) CaoHgoNOgP Mt 2.1200 +0.7967  1.1335+0.4145 < 0.00001
PC (20:3/16:0) Ca4HgNOgP 1t 1.1976 +0.6103  0.6195+0.3337  0.000181
PC (20:5/16:0) CuaH7sNOgP o 1.7803+£0.7610 1.0771+0.7734 0.00314
PC (22:0/6 ceto-PGF1) C50H94NO12P NA 0.4575+0.3867  0.6968+ 0.3275 0.0079

A significancia foi calculada usando o teste t-Student *p < 0.05. *Os resultados sdo apresentados
como médias de valores normalizados, e 0s valores p sdo derivados de testes estatisticos para determinar

a significancia das alteragdes observadas.

Observacoes:

"]" indica uma redu¢ao nos niveis do fosfolipidio.
"1" indica um aumento nos niveis do fosfolipidio.
"FC" é a medida de alteracdo em relacdo ao grupo de controle.

"p-value” é o valor de significancia estatistica.
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FIGURA 4.13 Boxplots (box-and-whisker) para fosfolipidios em amostras de
plasma de pacientes com CBP vs. grupo CS. O eixo y representa as intensidades
normalizadas dos metabdlitos. (A) LPC(18:1); (B) LPC(20:1); (C) LPC(20:5); e
(D) LPE(16:1). O boxplot representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a
maioria dos dados, enquanto as extremidades (“whiskers”) se estendem aos
valores extremos. A significancia estatistica foi avaliada usando o teste t-Student,
com um limiar de p <0,05.

LPE(16:1), o Unico lipidio estatisticamente significativo desta sub-
espécie, apresentou niveis expressivamente aumentados (FC = 2,32; p < 0,00001)
(FIGURA 4.13D). A fosfatidiletanolamina (PE) representa aproximadamente
30% dos lipidios mitocondriais, juntamente com a fosfatidilcolina (PC; ~40%), a
cardiolipina (CL) e a fosfatidilinositol (PI), que juntos representam ~10 a 15%, e
0 &cido fosfatidico (PA) e a fosfatidilserina (PS) que somam aproximadamente
5% dos fosfolipidios mitocondriais totais (OSMAN; VOELKER; LANGER,
2011).

A lisofosfatidiletanolamina (LPE) é um produto desacetilado da
hidrélise da fosfatidiletanolamina (PE) induzida pela fosfolipase A1/A2
(PLAL1/PLA2). A LPE possui uma estrutura semelhante a LPC, mas com grupo
terminal etanolamina ao inveés de colina. No entanto, se a LPE tem um efeito
semelhante a LPC na colestase hepatica, essa informacédo ainda € desconhecida.
Em trabalhos ja reportados, foi demonstrado que a LPE(18:2) afetou 0 acimulo e
0 metabolismo de lipidios em uma linhagem celular hepatica humana
(YAMAMOTO et al., 2022) e desempenhou um papel patoldgico na inducéo de
doenca hepatica gordurosa. Portanto, ha evidéncias da importancia da LPE(18:2)
para doencas hepaticas. Assim, estudos adicionais usando metabolémica target
devem ser conduzidos para determinar se as LPEs, especificamente a LPE(18:2),
podem ser utilizadas como um novo biomarcador para 0 monitoramento da CBP,
com e sem o0 emprego de UDCA. Além disso, diante da falta de biomarcadores de
diagnosticos especificos para os diferentes tipos de doengas hepéticas colestaticas,



75

é importante investigar a capacidade preditiva dos LPEs em diferenciar entre CBP
(colangite biliar priméaria), CEP (colangite esclerosante priméria) e PFIC3
(colestase intra-hepética familiar progressiva tipo 3), o que poderia levar ao
estabelecimento de uma ferramenta diagndstica importante.

Os resultados obtidos das amostras de plasma para fosfolipidios
sugerem que a perturbacdo nos lipidios no grupo CBP leva a alteragcbes na
composicdo de fosfolipidios, especialmente PC, LPC e LPE. Um aspecto
importante é que as alteracdes nos niveis de fosfolipidios podem contribuir para
a gravidade da doenca afetando a liberacdo de é&cidos biliares no duodeno,
prejudicando a digestdo e absorcéo de nutrientes soliveis em gordura (SAEED et
al., 2017).

4.2 Niveis Alterados de Acidos Biliares, Carnitina, Acidos
Graxos e Esteroides em Amostras de Plasma e Urina de
Pacientes com CBP

A bile consiste principalmente em &gua, acidos biliares (BAS),
fosfolipidios, bilirrubina, colesterol e sais inorganicos. Os BAs sdo produzidos
pelo figado durante o metabolismo do colesterol produzindo os acidos biliares
primarios, sendo esses 0 acido coélico (CA) e acido quenodesoxicolico (CDCA).
CA e CDCA séo entdo conjugados com glicina ou taurina, aumentando suas
solubilidades. Os BAs sdo inicialmente secretados na bile e liberados da vesicula
biliar no duodeno. No intestino delgado, os é&cidos biliares primarios sdo
convertidos pela microbiota em &cidos biliares secundérios, incluindo acido
litocolico (LCA), acido desoxicolico (DCA) e acido ursodesoxicélico. A maioria
dos acidos biliares € absorvida no ileo e entra na circulacdo entero-hepatica para
manter a composicdo de acidos biliares (COMBES et al., 1999; DI CIAULA et
al., 2017). A liberacéo insuficiente de BAs primarios no intestino leva a altera¢des
na composi¢do do microbioma, resultando em um desequilibrio nas bactérias
intestinais (disbiose), promovendo esteatorréia em pacientes com CBP e
subsequente desnutricdo e perda de peso progressiva (RESHETNYAK; MAEV,
2022).

Os acidos biliares hepéticos atuam como detergentes ao impulsionar
a solubilizacdo micelar do colesterol, promovendo a detoxificacdo do figado, a
absorcdo de vitaminas lipossollveis e gorduras alimentares. Além disso, os BAs
também atuam como moléculas sinalizadoras e integradoras metabolicas ao
manter a homeostase lipidica, regular a glicose, o metabolismo energético e a
resposta imune por meio da ativacdo de diversos receptores nucleares ativados
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por ligantes intracelulares (DI CIAULA et al., 2017; LI; CHIANG, 2014). BAs
hidrofébicos sdo lipoliticos e citotdxicos em altas concentracbes, e seu
desequilibrio € uma fonte potencial de estresse inflamatério no figado ou
intestino, levando a condicBes colestaticas (TRAUNER et al., 2008). Os BAs
formam micelas ou vesiculas mistas com fosfolipidios biliares e colesterol, uma
condicdo que atenua a toxicidade dos sais biliares nas células epiteliais biliares
(IKEDA; MORITA; TERADA, 2017).

Neste trabalho, os niveis de BAs, conjugados e ndo conjugados com
glicina, apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
com CBP e CS, conforme representado na TABELA 4.3 e na FIGURA 4.14. No
entanto, observamos uma notavel regulacdo positiva nos 4&cidos biliares
conjugados, como o acido glicodeoxicolico (GDCA) (FC = 10,5; p < 0,00001);
glicoursodeoxicolato 3-sulfato (GUDCA) (FC = 48,8; p < 0,00001); é&cido
glicoguenodeoxicolico 3-glicuronideo (GCDCA) (FC = 13,2; p <0,00001), acido
glicolitocdlico (GLCA) (FC =6,9; p <0,00001). Os BAs primarios, CA e CDCA,
também mostraram regulacdo positiva, com um aumento de 2,3 e 2,8 vezes,
respectivamente. Essas descobertas foram especialmente evidentes nas amostras
de plasma. Também foi observado que os espécimes de BAs para pacientes com
CBP estavam conjugados em maior extensdo com glicina. Conjugados de taurina
ndo foram significativamente diferentes entre os grupos estudados nas condicdes
utilizadas neste trabalho.
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TABELA 4.3 Resumo da regulacdo de aminoacidos, acidos biliares, carnitinas,
acidos graxos, esteroides e nucleotideos em amostras de plasma de individuos

com CBP.
R Férmula - Regulacéo CBP (n=30) CS (n=20) p-value
Classificagdo  1ojecular Metabolito CBPvs.CS  Média+SD  Média+SD
Aminoacidos
e C13H1607 p-cresol glucuronideo 1 1.6190 + 1.0708 0.9873 + 0.6883 0.00642
Derivados
C24H400s CA (N 1.4483 +1.9414 0.6360 + 0.8785 0.006
C24H4004 CDCA (N 1.6853 +1.4416 0.5999 + 0.4179 0.0005
C24H4004 UDCA T 0.9591 £ 0.8557 0.2091 + 0.3062 0.00002
Acidos Biliares C32Hs5:NOy; GCDCA » 1.3985 +1.3191 0.1057 £0.0783 <0.00001
CasHasNOs GDCA T~ 1.3345+0.7266 0.4649 + 0.4058 <0.00001
CasHasNos GUDCA (N 1.0268 +£0.9917 0.0210 + 0.0156 <0.00001
C26H1sNO7S GLCA (N 1.3784 +£1.3584 0.1972 +0.0911 <0.00001
CoHi7NO, acetilcarnitina o 1.6224 +£0.5252 0.9712 + 0.3507 <0.00001
Carnitinas C1oH19NO4 propionilcarnitina T~ 1.1873+0.3799 0.8564 + 0.2769 0.00086
C19H3sNO, trans-2-dodecenoilcarnitina o 1.2155+ 0.6339 0.8346 +0.4044 0.01250
CiH340, acido oléico (N 1.4316+ 0.9506 0.5134 +0.3561 0.000018
Acidos graxos C1sH320; acido palmitico T 1.8033 £1.3137 0.8636 +0.1948  <0.00001
e C1sH3,04 13-hidroxi-10-oxo0-11-octadecenoato » 0.9486 + 0.5404 0.4250 +0.2722 <0.00001
Derivados C26HaNO; N-eicosapentaenoil Isoleucina (N 1.1002 +1.0852 0.2587 +0.1270 <0.00001
CasHsaOs 1'0"S°pe”“"gl'icc):r’gltadeco'z'e”"" ¢ 0.0820+0.3386 1.0502+0.3755  0.03630
Nucleotideos CoH12N205 pseudouridina (N 1.1520 £ 0.2118 08327 +0.1899 0.00059
CoH12N,05 uridina T 1.2112 +0.5670 08652 + 0.2906 0.00014
Ester6ides Ca7H1604S colesterol sulfato » 1.2056 £0.4282 0.7574 +£0.3212 0.00015
C19H2805S DHEA-S N2 0.2769 + 0.2077 1.3098 + 0.6418 <0.00001

CA: écido colico; CDCA: acido quenodesoxicélico; UDCA: &cido ursodesoxicolico; GCDCA:
acido  glicocenodesoxicolico; GDCA: é&cido  glicodeoxicolico; GUDCA:  4cido
glicoursoodesoxicolico; GLCA: acido glicolitocdlico, DHEA-S: dehidroepiandrosterona. A
significancia estatistica foi calculada usando o teste t-Student *p < 0.05
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FIGURA 4.14 Boxplots (box-and-whisker) dos acidos biliares glicoconjugados em
amostras de plasma dos grupos CBP e CS. O eixo y representa as intensidades
normalizadas dos metabolitos. (A) GCDCA; (B) GDCA; (C) GLCA. O boxplot
representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a maioria dos dados, enquanto as
extremidades (“whiskers”) se estendem aos valores extremos. A significancia
estatistica foi avaliada usando o teste t-Student, com um limiar de p < 0,05.

Ja foi relatado que certos acidos biliares ndo conjugados, como 0
CDCA, podem contribuir para a carcinogénese devido ao acumulo intra-hepatico
(ALTAMIRANO-BARRERA et al., 2016). Niveis mais elevados de toxicidade
estdo associados ao aumento da hidrofobicidade desses acidos biliares (CA, LTA,
CDCA) na circulacéo entero-hepatica (MEADOWS et al., 2020). De acordo com
um estudo de (YANG; DUAN, 2016), os acidos biliares interagem com as células
do sistema imunoldgico inato, produzindo fatores inflamatorios especificos. Essa
interacdo desempenha um papel crucial na regulacdo do sistema imunologico do
intestino e da mucosa, além de determinar a composicdo do microbioma intestinal.
Portanto, no desenvolvimento de novos medicamentos pode ser benéfico
considerar moléculas que regulem especificamente os niveis de &cidos biliares.

O acumulo de acidos biliares nos hepatocitos tem efeitos citotoxicos,
e varias doencas e condi¢cdes foram associadas a um aumento expressivo nas
concentragdes de acidos biliares (PERINO et al., 2021). No entanto, para
determinar se essa citotoxicidade ¢ mediada por disfungdo mitocondrial, novos
estudos foram conduzidos sobre a funcdo mitocondrial do figado. Esses estudos
sdo cruciais para entender os efeitos nocivos dos acidos biliares e 0s mecanismos
pelos quais causam danos (SOUSA et al., 2019).

O acumulo de acidos biliares também afeta negativamente as
atividades dos complexos enzimaticos mitocondriais e 0 metabolismo energético.
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Isso leva a regulacdo da producédo aerdbica de energia intracelular, diminuindo a
atividade da cadeia respiratoria. A superproducdo de CDCA, CA e GCDCA,
detectada em amostras de CBP, promove a ligacdo a membrana externa das
mitocondrias e a desintegracdo da membrana interna. Consequentemente, induz a
fragmentacdo mitocondrial e disfuncéo celular grave, como um aumento na taxa
de morte celular, o que contribui para a producgéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés: reactive oxygen species), lesdo hepatocelular e fibrose
(HOPPEL, 2003; YU et al., 2022a).

Mudancas bioguimicas adicionais relacionadas ao metabolismo
lipidico também foram observadas para acidos graxos em amostras de CBP, como
mostrado na TABELA 4.3. A colestase tem sido associada a diminuicdo da
oxidacdo de &cidos graxos e a funcdo mitocondrial anormal (CORRIGAN;
HIRSCHFIELD, 2015; HAO et al., 2017; WANG et al., 2016). Isso pode ser
causado por defeitos no transporte de elétrons que afetam a oxidacdo de &cidos
graxos e uma deficiéncia de fosfoenolpiruvato carboxicinase.

No presente estudo, os resultados indicaram niveis alterados de
acidos graxos insaturados plasmaticos, como aumento nos niveis de acido oleico
(FC = 2,79; p = 0,0000184) e acido palmitico (FC = 2,09; p < 0,00001). Além
disso, houve um aumento nos niveis de derivados do acido linoleico, como o acido
13-hidroxi-10-oxo0-11-octadecenoico (FC = 2,23; p < 0,00001) e N-
eicosapentaenoil isoleucina (FC = 4,25; p < 0,00001), classificado como N-
acilamida de cadeia longa. Essas alteracdes sugerem que pacientes com CBP tém
uma assinatura inflamatoria e estdo experimentando estresse oxidativo. Como
resultado, uma cascata de resposta inflamatoria é desencadeada, o que
eventualmente leva a fibrose (HAO et al., 2017).

A carnitina é essencial para processos mitocondriais, como 0
metabolismo de acidos graxos, a producdo de ATP e a producdo de energia. A
diminuicdo nos niveis de carnitina esta ligada a distarbios mitocondriais,
caracterizados por reducdo na producéo de energia e acimulo de acidos graxos.
Nas células, a principal fungédo da carnitina € o transporte de acidos graxos de
cadeia longa para as mitocondrias para posterior S-oxidacdo (VIRMANI;
CIRULLI, 2022).

A carnitina também se liga a residuos acilicos derivados do
metabolismo intermediario de aminoacidos e promove sua excrecdo. Esse
mecanismo é essencial na ligacdo/remocdo de acidos organicos anormais em
varias acidemias orgéanicas e explica a deficiéncia secundaria de carnitina que
pode resultar delas. A conjugacdo de carnitina diminui 0 numero de residuos
acilicos ligados a coenzima A (CoA) e aumenta a relacdo entre acidos livres e
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acilicos-CoA. Esse mecanismo é especialmente importante em distdrbios da
oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos, quando os acilicos-CoA de acidos graxos
se acumulam em 6rgdos como o coracdo, induzindo apoptose e inflamacéo.
Portanto, qualquer interrupcdo no metabolismo de acidos graxos de cadeia longa
pode levar a alteracdes nos niveis de carnitina (HOPPEL, 2003).

Esta investigacdo revelou concentracdes plasmaticas elevadas de
acilcarnitinas de cadeia curta, como acetilcarnitina (C2) (FC = 1,67; p < 0,00001),
propionilcarnitina (C3) (FC = 1,39; p = 0,00086) e acilcarnitina trans-2-dodecenil
média (C12) (FC=1,46; p = 0,0125), juntamente com um aumento significativo
na acilcarnitina 6-ceto-decanoil (C10) na urina (FC= 3,15; p = 0,00065). Além
disso, 0 estudo observou diminui¢do nas concentragdes urinarias da acilcarnitina
de cadeia média (C10) (FC= 0,60; p = 0,0011), 2-octenoilcarnitina (C8) (FC=
0,53; p = 0,00098) e 3-hidroxi-octanoilcarnitina (C8) (FC= 0,55; p = 0,015),
juntamente com um aumento nos niveis de carnitina livre (FC= 1,57; p =
0,000025) em individuos com CBP, como mostrado na TABELA 4.4.

Estudos anteriores mostraram que individuos com perfis cirroticos
excretam mais acilcarnitinas livres de cadeia curta em compara¢do com o grupo
controle (Bell et al. 2015; TANG et al. 2015). No entanto, neste estudo, foram
identificados niveis negativamente regulados de trés acilcarnitinas de cadeia
média excretadas na urina quando comparadas ao grupo CS, exceto no caso da
acilcarnitina 6-ceto-decanoil (C10). Com base na pesquisa conduzida por
LEHMANN et al. (2010), descobriu-se que a acilcarnitina de cadeia média, que
varia de C8 a C12, pode aprimorar efetivamente a f-oxidacdo do palmitato,
especialmente quando a L-carnitina esta presente (LEHMANN et al., 2010).

Esses resultados sugerem que esse processo metabolico pode indicar
uma ligacdo potencial entre altos niveis de acidos graxos de cadeia longa e uma
diminuicdo na excrecdo de acilcarnitinas de cadeia média na urina. Alguns
estudos relataram que baixos niveis de acilcarnitinas de cadeia curta podem estar
associados a oxidacédo deficitaria de acidos graxos em pacientes diagnosticados
com infec¢éo cronica pelo virus da hepatite B (HBV) e doenca hepatica gordurosa
ndo alcoodlica (NAFLD) (ENOOKU et al., 2019). Conforme relatado por
(MCCANN et al., 2021), acilcarnitinas de cadeia curta e media indicam uma
disfuncdo metabdlica que altera o metabolismo de glicose, aminoécidos de cadeia
ramificada (BCAAS) e acidos graxos. Valina, leucina e isoleucina, classificadas
como aminodcidos essenciais e conhecidas como aminoécidos de cadeia
ramificada (BCAAS), sdo importantes na regulacdo do metabolismo de glicose e
lipidios e estdo implicadas na fisiopatologia de doencas hepaticas (TAJIRI;
SHIMIZU, 2018). O estudo conduzido por Lake et al. (2015) demonstrou que um
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aumento nos niveis plasmaticos de acilcarnitinas de cadeia curta em pacientes
com esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH) esta associado a niveis elevados de
BCAA, que servem como fontes alternativas de energia. Esses resultados séo
considerados um indicador da progressdo e progndstico da cirrose (TAIJIRI;
SHIMIZU, 2018).

Foram ainda identificados niveis elevados de valina na urina (FC =
2,70; p < 0,00001). No entanto, os niveis de leucina (FC = 0,16; p < 0,00001) e
isoleucina (FC = 0,45; p < 0,00001) foram significativamente mais baixos em
pacientes com CBP do que no grupo CS, indicando alterages metabolicas
substanciais em BCAAs em pacientes com CBP. De acordo com Yu et al (YU et
al., 2022b), os metabolitos de carnitina estdo relacionados a DI, CBP e CEP. No
entanto, os niveis de trés acilcarnitinas excretadas na urina foram regulados
negativamente em comparacdo ao grupo CS. Alguns estudos relatados na
literatura mostraram que baixos niveis de acilcarnitinas podem estar relacionados
a oxidacdo prejudicada de &cidos graxos hepaticos devido a esteatose hepatica e
colestase (BOUGNERES et al., 1981; MORRIS et al., 2013). Em casos de
deficiéncia grave de carnitina, foi demonstrado que a carnitina estimula citocinas
pro-inflamatorias, levando a apoptose de enterdcitos, atrofia vilosa, inflamacéo e
lesdo intestinal (BOUGNERES et al., 1981; TANG et al., 2015).

Niveis elevados de uridina (FC = 1,40; p < 0,00001) e pseudouridina
(FC = 1,39; p < 0,00001) foram identificados em amostras plasmaticas. Além
disso, os niveis de 5,6 dihidrouridina (FC = 2,31; p < 0,00001) aumentaram nas
amostras de urina de pacientes com CBP. Essas alteracdes estdo associadas a
disfuncdo hepatorrenal em pacientes cirroticos (SEKULA et al., 2017).

Niveis elevados de p-cresol glicuronideo (FC = 1,64; p = 0,00642),
acido a-hidroxihidroxipurico (FC = 1,92; p = 0,00017) e sulfato de fenol (FC =
1,98; p = 0,789) também foram observados, sendo principalmente gerados como
produtos da biotransformacéo da tirosina por bactérias intestinais anaerobias no
figado. Fenilalanina e acido hipdrico podem indicar uma alteracdo relevante no
metabolismo da microbiota intestinal em pacientes com CBP e podem estar
envolvidos na progressdo da doenca (VIGNOLI et al., 2019). No entanto, as
amostras de CBP sdo de pacientes que estdo sendo tratados com UDCA, que
mostra ser eficaz na regulagdo de toxinas urémicas (KIM et al., 2018).

De acordo com os resultados obtidos, o nivel de sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA-S) (FC = 0,21; p < 0,00001) apresentou uma
reducdo de 4,7 vezes nas amostras plasmaticas ao comparar os grupos CBP e CS,
e foi relatado que este metabolito se altera com o processo de envelhecimento (p
= 0,042). Estudos anteriores indicaram que mulheres diagnosticadas com CBP
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antes dos 40 anos, a resposta imune parece ser o primeiro sinal do
desenvolvimento da doencga. No entanto, em mulheres mais velhas diagnosticadas
com CBP (com 65 anos ou mais), 0s niveis de estrogénio também desempenham
um papel na progressdo da doenca, alem da resposta imune (ALVARO et al.,
2006; KILANCZYK et al., 2022).

A resposta inflamatoria e fibrose associadas a CBP podem ser
potencialmente moduladas por DHEA-S e seus metabdlitos. Trabalhos anteriores
mostraram que o metabolito sulfonado, DHEA-S, pode reduzir os niveis de
interleucinas pro-inflamatérias (IL-8 e TNF-a)) em colangidcitos semelhantes a
CBP, bem como a interleucina pro-fibrotica IL-13 em hepatocitos
(BLATKIEWICZ et al., 2023). Além disso, foi demonstrado que a DHEA-S tem
uma funcéo protetora em hepatocitos contra o estresse oxidativo induzido por tert-
butilhidroquinona (tBHQ), bem como a apoptose em células HEPG2
(KILANCZYK et al., 2022).

A anélise dos dados também revelou que o metabolismo de
aminoacidos é um fator importante em individuos com CBP. A cistina, uma forma
dimera oxidada da cisteina, foi encontrada em niveis significativamente elevados
em pacientes com CBP (FC = 1,46; p = 0,00002). Estudos anteriores mostraram
uma correlacao positiva entre os niveis de cistina e a gravidade da doenca hepética
em pacientes com CBP, indicando que a capacidade antioxidante do enxofre tem
um efeito benéfico na inflamacéo e na fibrose hepéatica (WEISKIRCHEN, 2015).

Na urina, os niveis de histidina (FC =0,47; p =0,00076), fenilalanina
(FC =0,55; p =0,00001), beta-(pirazol-1-il)-L-alanina (FC = 0,55; p < 0,00001),
serina (FC = 0,53; p < 0,00001), leucina (FC = 0,16; p < 0,00001) e isoleucina
(FC = 0,45; p < 0,00001) foram significativamente menores (p < 0,05) em
individuos com CBP em comparacéo ao grupo CS. No entanto, os niveis de valina
aumentaram nas amostras de CBP (FC = 2,70; p < 0,00001), conforme mostrado
na TABELA 4.4 e na FIGURA 4.15.
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TABELA 4.4 Resumo da regulacdo de aminoacidos, acidos biliares, carnitinas,
acidos graxos, nucleotideos e esterdides em amostras de urina de individuos com

CBP.
Classe Férmula Metabdlito Regulacéo CBP (n=30) CS (n=20) P-value
Molecular CBPvs. CS Meédia + SD Mean + SD
Aminoécidos CeHaN3O; histidina N 0.6087 + 0.3737 1.2832 + 1.0960 0.00076
C7H11N30; 3-metil-histidina J 0.5478 £0.2274 1.2044 + 0.5578 <0.00001
CsHsN20O, urocanato NE 0.5198 + 0.2868 0.9335 £ 0.5009 0.0023
CeH13sNO; leucina J 0.2661 + 0.1032 1.6613 + 1.0444 <0.00001
CeH13sNO; isoleucina N 0.5082 + 0.1894 1.1269 + 0.5240 <0.00001
CoH1:NO; fenilalanina J 0.6189 + 0.2228 1.1150 + 0.3364 <0.00001
CsHgN30O, B-(pirazol-1-il)-L-alanina NE 0.5191 + 0.2405 0.9347 £0.2142 <0.00001
CsHgNO, prolina NE 0.7037 £ 0.2523 1.1090 +0.1911 0.00002
C3H;NO; serina N 0.6022 + 0.1422 1.1294 + 0.4241 <0.00001
CsH11NO; valina o 1.2428 +1.1447 0.4618 + 0.3458 0.00004
CeHsO04S fenol sulfato 1 1.0782 £0.7370 0.4397 £0.2784 0.0002
Acidos C3oHag010 DCA 3- glicuronideo 1 1.3828 +1.1713 0.3755 + 0.2705 0.000035
Biliares CaoHs:NOyy GCDCA 3-glicuronideo > 1.0000 + 0.6532 0.1531 + 0.1347 <0.00001
CasH1sNOgS GCDCA 3-sulfato 1~ 0.7703 + 0.5607 0.0364 + 0.0211 <0.00001
CaHs:NOyg GLCA 1 1.0074 +0.8723 0.1697 + 0.0935 0.00109
CasHa3NOs GDCA 1 0.9619 + 0.7973 0.1568 +0.1170 0.00031
C7/H1sNO; carnitina o 0.8532 + 1.3291 0.5435 +1.1788 0.000025
N C17H3:NOs 6-ceto-decanoilcarnitina 1 1.2290 + 0.9199 0.3901 + 0.2365 0.00065
Carnitinas C17HzNO, 9-decenoilcarnitina N3 0.5006 + 0.2932 0.8318 + 0.5239 0.0011
C1sH29NOs 3-hidroxi-octanoilcarnitina NA 0.7775 = 0.5953 1.4188 +1.0834 0.015
C1sH27NO, 2-octanoilcarnitina NA 0.5631 + 0.3389 1.0633 £ 0.5928 0.00098
Acidos C2H3s0, docosatrienoato 1 1.1062 +0.3713 0.6890 + 0.1448 0.0025
Graxos C14H205 acido 3-carboxi-4-metil-5- NA 1.8754 £ 1.1054 2.2982 +0.8274 0.0015
e pentil-2-furanopropanoico
Derivados
Nucleotideos CoH12N,05 pseudouridina 1 0.8752 + 0.3297 0.6572+ 0.3604 0.013
CoH14N205 5,6-diidrouridina o 1.4004 + 1.3923 0.6055 + 0.6258 <0.00001
CasH3s0s androsterona glicuronideo N2 0.7623 + 0.4535 1.4197 £+ 0.9515 0.000017
CasH37N3OgS  4-hidroxiestrona-2-glutationa N2 1.9488 + 2.0801 0.5583 + 0.4099 0.00053
Esteroides CoHugOs S 56-ciprinolsulfato N 1.2592 +0.3778  0.7993 + 0.2220 0.00004

CA: écido colico; DCA: é&cido desoxicolico; GCDCA: é&cido glicoquenodesoxicolico; GDCA: é&cido
glicodeoxicélico; GLCA: &cido glicolitocolico.
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FIGURA 4.15 Boxplots (box-and-whisker) para aminodcidos em amostras de
urina de grupos CBP e CS. O eixo y representa as intensidades normalizadas dos
metabdlitos. (A) leucina; (B) isoleucina; (C) valina; (D) fenilalanina; (E) trans-
aconitato; (F) sulfato de fenol. O boxplot representa a faixa interquartil (IQR),
abrangendo a maioria dos dados, enquanto as extremidades (“whiskers”) se
estendem aos valores extremos. A significancia estatistica foi avaliada usando o
teste t-Student, com um limiar de p < 0,05.

Além disso, foi identificado um aumento nos niveis de trans-
aconitato na urina (FC = 8,15; p = 0,000022) em amostras de pacientes com CBP.
Esse aumento esta associado a uma taxa de mortalidade mais alta, conforme
relatado anteriormente por Mindikoglu et al. (MINDIKOGLU et al., 2019).

Em resumo, as descobertas aqui apresentadas demonstram alteragcdes
metabdlicas significativas nas amostras biologicas de individuos com CBP,
mesmo esses estando em tratamento com UDCA. Foram identificados niveis
elevados de &cidos biliares, alteracbes de fosfolipidios, glicerofosfolipidios e
acidos graxos detectados em amostras de plasma. As analises das amostras de
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urina, complementarmente, mostraram diminui¢do nos niveis de biossintese de
aminoacidos que pode trazer novas perspectivas sobre o perfil autoimune da
doenca CBP. Este estudo de metabolémica untargeted utilizou dados da anélise
de duas matrizes bioldgicas (plasma e urina), permitindo uma cobertura
abrangente do metaboloma. No entanto, esse estudo foi possivel apenas com
participantes do sexo feminino e ja em tratamento com UDCA. Assim,
entendemos ser relevante analisar um grupo maior de pacientes, incluindo homens
e mulheres, conduzir estudos genéticos para correlacionar com as descobertas
metaboldmicas e incluir grupos de individuos que nédo estejam em tratamento com
UDCA. Adicionalmente, realizar analises metabolémica target para validar os
metabdlitos que se mostraram alterados como biomarcadores potenciais para o
monitoramento e prognaéstico de pacientes com CBP.

5 Conclusdes e Limitacdes do Capitulo |

Os resultados do capitulo 1 indicaram alteracbes metabolicas
associadas a doenca da CBP e suas potenciais implicacdes em disturbios
mitocondriais. As descobertas revelaram metabolitos especificos alterados
relacionados ao metabolismo de carnitinas, oxidacdo de acidos graxos, biossintese
de acidos biliares e biossintese de aminoacidos ligados a CBP. Descobrir
biomarcadores é um processo desafiador e que requer uma assinatura Unica de
metabdlitos que se correlacione inequivocamente com eventos bioldgicos. Nessa
parte do estudo, foram demonstrados uma série de metabolitos relevantes
associados as assinaturas moleculares da CBP em duas matrizes bioldgicas
complexas. No entanto, correlaciona-los assertivamente a eventos bioldgicos
requer a fase de validacdo dos metabolitos via metabolémica target e/ou
metabolémica em fluxo com o emprego de marcacgédo isotdpica. Os ensaios de
metabol6mica target e em fluxo sdo fundamentais para alcancar a precisao e
exatiddo das descobertas, através da quantificacdo absoluta dos metabdlitos
estatisticamente alterados, traduzindo essas descobertas em aplicacdes
clinicamente relevantes, aprimorando o diagndstico, progndstico e 0 manejo da
CBP.

Certamente, os resultados deste trabalho fornecem percepcgoes
valiosas sobre as alteracdes metabdlicas associadas a CBP, lan¢ando luz sobre os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na doenca. A identificacdo de uma serie
de metabolitos especificos e que se mostraram alterados abre novos caminhos para
potenciais alvos e estratégias terapéuticas direcionadas e tratamentos
personalizados.



86

E importante observar que os autores desse trabalho reconhecem a
natureza exploratdria empregada nas analises metabolémicas untargeted e a
necessidade de continuidade do estudo com modelos amostrais maiores, com a
inclusdo de participantes de ambos os sexos e de individuos diagnosticados com
CBP, mas que ndo estejam sob nenhuma administragdo medicamentosa, incluindo
individuos com e sem a administracdo de UDCA.

Em resumo, este estudo representa um avango significativo na
compreensdo da fisiopatologia da CBP e estabelece as bases para pesquisas
futuras e desenvolvimento de intervencdes que poderiam impactar positivamente
a vida das pessoas afetadas por essa condi¢éo clinica.
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Capitulo I

Estrategias de Metabolomica Untargeted
para a Classificacao de Colestase Intra-
hepatica Familiar tipo 3 (PFIC3), Colangite
Biliar Primaria (CBP) e Colangite
Esclerosante Primaria (CEP)
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6 Resultados e Discussao

6.1 Perfil Metabolico de Trés Doencas Hepaticas Colestaticas
(PFIC3, CBP e CEP) Comparadas ao Grupo Controle (CS)
em amostras de plasma

Neste estudo de perfil metabdlico, um total de 132 amostras de
plasma e urina foram analisadas. O estudo incluiu 30 pacientes com CBP, 33
pacientes com CEP, 34 pacientes com PFIC3 e 35 individuos saudaveis como
grupo controle (CS). Utilizando uma abordagem metaboldmica untargeted com
base em andlises de LC-HRMS foram identificados 87 metabolitos em amostras
de plasma usando separacdo por cromatografia de fase reversa (RPLC) e 47
metabolitos foram identificados usando a separacdo no modo HILIC de separacéo.
Desse conjunto, 92 metabodlitos foram considerados estatisticamente
significativos (p < 0,05 e g < 0,05) e foram identificados como compostos
discriminantes que se diferenciam entre os grupos de colestase (CBP, PFIC e
CEP) e/ou em comparacdo com o grupo CS no plasma. Adicionalmente, o estudo
explorou as alteragdes metabolicas entre os trés grupos colestaticos (CBP vs.
PFIC; CBP vs. CEP e CEP vs. PFIC), abrangendo 43 espécies lipidicas, como
acidos biliares, glicerofosfolipidios, acidos graxos, carnitinas, como também 30
aminoacidos, 07 carboidratos, 02 peptideos, 02 nucleotideos, entre outros,
conforme mostrado na FIGURA 6.1.
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FIGURA 6.1 Metabolitos putativamente identificados nas analises de plasma por
LC-HRMS obtidos nos modos de eluicdo RPLC e HILIC, a partir de amostras de
individuos diagnosticados com diferentes tipos de doencas colestaticas (CBP,
CEP e PFIC3), bem como do grupo CS. As principais classes de metabdlitos
identificados sdo codificadas pelas seguintes cores: Aminoacidos (- ); Lipidios (
mm), Peptideos (=), Carboidratos (mm) e Nucleotideos (== ).

Para explorar possiveis padroes de segregacao ou agrupamento entre
0s grupos CBP, PFIC3, CEP e CS, foi realizada uma analise estatistica
multivariada, utilizando um grafico de pontuacdo da Analise Discriminante de
Quadrados Parciais (PLS-DA), conforme ilustrado na FIGURA 6.2A. O modelo
PLS-DA evidenciou uma separacéo distinta entre CS e 0s grupos com condicdes
colestaticas, apontando diferencas metabdlicas significativas no plasma dos
individuos com colestase. O modelo PLS-DA aplicados aos conjuntos de dados
plasmaéticos em comparacao ao grupo CS revelaram uma diferenciacéo entre 0s
grupos (CBP vs. CS; CEP vs. CS e PFIC vs. CS) (FIGURA 6.2A). A robustez do
modelo PLS-DA foi verificada por meio de testes de permutacéo (p < 0,0001) e a
qualidade do modelo multivariado foi avaliada com base no coeficiente de
regressdo (R2) e no desempenho preditivo (Q2), os quais resultaram em Q2 =
0,5301, R2 = 0,5771 e Q2 acumulado (cum) = 0,9459, R2 acumulado (cum) =
0,9741.
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Um modelo PLS-DA também foi realizado para verificar a
comparacdo somente entre combinacdes dos grupos de colestase (CBP vs. CEP;
CBP vs. PFIC e CEP vs. PFIC), conforme mostrado na FIGURA 6.2B. Neste caso,
obteve-se Q2 = 0,3490, R2 = 0,3893, alcangando R2 (cum) = 0,9706 e Q2 (cum)
= 0,9184. A validacéo foi realizada por meio de testes de permutagdo no modelo
PLS-DA, demonstrando um valor p < 0,0001 ap6s 1000 permutacdes.

Vale ressaltar que nos modelos PLS-DA ndo se esperava uma
discriminacdo completa entre os grupos, considerando que os trés tipos de
colestase apresentam caracteristicas bioguimicas muito similares entre si.
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FIGURA 6.2 Analise multivariada PLS-DA das amostras de plasma entre 0s
grupos de CBP, CEP, PFIC3 e CS. (A) Gréfico de dispersao de scores PLS-DA
de 132 amostras de plasma exibindo a separacao entre os grupos CBP (mm), CEP
(mm), PFIC3 (mm) e 0 grupo CS (mm); (B) Grafico de dispersdo de scores PLS-
DA para os trés tipos de colestase: CBP (mm), CEP (mm) e PFIC3 (mm). Analises
LC-HRMS, nos modos de ionizagdo ESI(+) e ESI(-).

Para identificar putativamente os metabdlitos responsaveis pela
discriminacdo dos diferentes tipos de colestase, utilizou-se a Importancia Variavel
na Projecdo (VIP) (VIP > 1), conforme mostrado na FIGURA 6.3. Os metabdlitos-
chave que contribuiram para essa separa¢do no PLS-DA (VIP > 1) incluiram
acidos biliares glicoconjugados, como: 4acido glicocolico (GCA), acido
glicoquenodeoxicdlico (GCDCA), é&cido glicodeoxicolico (GDCA) e éacido
glicolitocolico (GLCA). Alem disso, o diacilglicerideo DG(2:0/PGJ2); as
acilcarnitinas 10-hidroxidodecanoilcarnitine (10-OH-DDC) e
dodecenoilcarnitine (C12:1-DCAR) e tridec-6-enedioilcarnitine (C13:1-DC); os
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acidos graxos acido 13-hidroperoxi linoleico (13-HpODE) e acido 2-octenodidico
(2-ODA); aminoacidos e seus derivados, como alilcisteina (Alyl-Cys), triptofano
(Trp), histidilglicina (His-Gly) e leucine (Leu), e por fim carboidrato S-galactosil
(B-Gal), conforme ilustrado na FIGURA 6.3.
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GDCA COEEC]
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10-OH-DDC ® Eoom "
2-0ODA [ | | '
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FIGURA 6.3 VIP scores obtidos a partir do modelo PLS-DA provenientes das
analises das amostras de plasma. As caixas coloridas indicam se a concentracédo
do metabdlito esta aumentada (mm) ou diminuida (mm=) em comparagdo ao grupo
CS.

Ainda sobre o VIP scores, cada um dos grupos em estudo apresenta,
pelo menos um metabdlito que se encontra regulado positivamente ou
negativamente, sendo um potencial metabolito discriminante entre os diferentes
tipos.

Foram conduzidas anélises estatisticas univariadas empregando o
método ANOVA para investigar os efeitos do género sobre os metabdlitos
discriminantes. Como resultado, constatou-se a influéncia significativa do género
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em relacdo aos seguintes metabolitos presentes nas amostras de plasma: acido 3-
hidroxi-isovalérico ~ (p=0,0054);  acido  9,10,16-triidroxihexadecandico
(p=0,0251); estradiol (p = 0,013), acido lactico (p = 0.0046); sedoheptulose 7-
fosfato (p = 0.0284) e uridina (p = 0.0139).

Por meio das analises post-hoc, foram determinados os niveis de
significancia de cada metabdlito comparativamente entre todos 0s grupos em
estudo (CBP, CEP, PFIC e CS). Isso permitiu obter os valores de p e g associados
a cada comparacédo. Foram realizadas comparacdes entre 0s grupos de colestases
e 0 grupo CS (CBP vs. CS; CEP vs. CS: PFIC3 vs. CS). Da mesma forma foram
realizados testes post-hoc para analisar as alteracbes metabolicas entre o0s
diferentes tipos de colestase (PFIC3 vs. CBP; CBP vs. CEP e PFIC3 vs. CEP). A
partir dos resultados obtidos, foi elaborada uma lista detalhada de todos os
metabolitos putativamente identificados. A tabela completa esta disponivel no
Apéndice II.

A analise metabolica do plasma revelou uma complexa interconexéo
entre 92 metabolitos, destacando as alteracdes especificas que ocorrem
exclusivamente entre as colestase e/ou em compara¢do com o grupo CS. Esses
resultados indicam a presenca de grupos de metabdlitos que podem tornar o
diagndstico mais especifico para cada colestase.

As comparacbes entre 0s metabdlitos que diferiram
significativamente (p < 0,05 e q <0,05), produziram

CBP vs. CS — 63 metabolitos;

CEP vs. CS — 52 metabdlitos;

PFIC vs. CS — 48 metabdlitos;

CBP vs. PFIC3 — 36 metabdlitos;

CBP vs. CEP — 27 metabolitos e

PFIC vs. CEP — 15 metabalitos.

Notavelmente, pacientes com CBP, CEP e PFIC3 apresentaram
elevacOes significativas em varios acidos biliares hepaticos, com significancia
estatistica (p < 0,05 e g < 0,05). Acidos biliares primarios conjugados, incluindo
acido glicocdlico (GCA), acido glicoquenodeoxicélico (GCDCA) e acido biliares
secundarios conjugados como o &cido glicodeoxicolico (GDCA), os quais
exibiram niveis extremamente elevados nos grupos de doencas hepaticas,
conforme ilustrado na TABELA 6.1. Para avaliar o quanto um metabolito é
alterado em comparacdo aos demais grupos foram calculados os valores de fold-
change (FC).
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Dessa forma, um aumento significativo foi observado em é&cidos
biliares glicoconjugados, como o glicoguenodeoxicolato 3-glicuronideo
(GCDCA-3-glicuronideo) - (CBP vs. CS: FC = 14,34; p < 0,0001); (PFIC3 vs.
CS: FC =9,27; p < 0,0001) e (CEP vs. CS: FC = 21.95; p < 0,0001); &cido
glicocolico 3-glicuronideo (GCA-3-glicuronideo) (CBP vs. CS: FC =28,15; p <
0,0001; PFIC3 vs. CS: FC = 13,27; p <0,000179 e CEP vs. CS: FC = 26,48; p <
0,0001); acido glicodesoxicolico (GDCA) - (CBP vs. CS: FC = 88,56; p < 0,0001;
PFIC3 vs. CS: FC =56,06; p < 0,0001e CEP vs. CS: FC = 155,20; p < 0,0001);
acido glicolitocolico 3-sulfato (GLCA 3-sulfato) - (CBP vs. CS: FC = 4,70; p <
0.000082; PFIC3 vs. CS: FC =4,13; p <0.000243 ¢ CEP vs. CS: FC =5,12; p <
0.00002).

Da mesma forma, elevacOes significativas foram observadas em
acidos biliares tauro conjugados como TCA (CBP vs. CS: FC = 18,55; p <0,0002;
PFIC3 vs. CS: FC =55,93; p <0,00001 e CEP vs. CS: FC = 49,56; p < 0,000006),
acido taurodesoxicolico (TDCA) - (CBP vs. CS: FC =9,57; p<0,001; PFIC3 vs.
CS: FC =16,52; p <0,00001 e CEP vs. CS: FC = 35,70; p < 0,000002) e &cido
biliares 3,7-dihidroxicolan-24-oico (CBP vs. CS: FC = 3,32; p <0,00087; PFIC3
vs. CS: FC =4,88; p < 0,005 e CEP vs. CS: FC =5,26; p <0,006) em individuos
com doenca hepatica.

Além disso, o estudo observou um aumento em diferentes classes de
lipidios, incluindo PC (16:0/16:0) (CBP vs. CS: FC =1,72; p < 0,0000325; PFIC3
vs. CS: FC = 1,71; p <0,0000815 ¢ CEP vs. CS: FC = 1,94; p < 0,0001), e SM
(d16:1/17:0) (CBP vs. CS: FC =1,32; p <0,005; PFIC3 vs. CS: FC =1,62; p <
0,0001 e CEP vs. CS: FC = 1,35; p < 0,0000507). Um aumento substancial nos
niveis de N-eicosapentaenoil leucine (N-EPA-Leu.) também foi identificado
(CBP vs. CS: FC =4,71; p =0,0000943; PFIC3 vs. CS: FC =4,13; p<0,00024 ¢
CEP vs. CS: FC =5,12; p <0,00015) e acido palmitoléico (POA) (CBP vs. CS:
FC =2,12; p <0,000024; PFIC3 vs. CS: FC =1,93; p <0.00003 ¢ CEP vs. CS:
FC =2,16; p <0,000015)

Estes resultados estdo em concordancia com estudos de perfil
lipidico onde a colestase intra-hepatica foi induzida por isotiocianato de a-naftila
(ANIT). Os pesquisadores observaram um aumento significativo em varios
componentes lipidicos no figado. Esses componentes lipidicos incluem vérias
formas de fosfatidilcolina (PC), lisofosfolipidio (LPC), esfingomielina (SM) e
carnitinas (WANG et al., 2019). Foram reportadas alteracdes nos perfis lipidicos
hepaticos de individuos colestaticos associadas as alteracfes na expressdo de
genes especificos, incluindo colina quinase (Chk), fosfodiesterase de
esfingomielina (SMPD) e estearoil-coenzima A desaturase-1 (SCD1) (WANG et
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al., 2019). Niveis discretamente elevados para esfinganina foram observados para
PFIC3 e CEP (p <0.05 ¢ g <0.05) em comparagdo ao grupo CS, no entanto, esses
valores ndo foram significativos para o FC.

Foi também observado uma correlagcdo positiva entre 0 acido graxo
N-EPA-Leu e acidos biliares, como o GCA 3-glicuronideo (r=0,52), GCDCA 3-
glicuronideo (r= 0,70), GDCA (r= 0,77), GLCA (r= 1,0) e TDCA (r=0,62),
conforme mostrado na FIGURA 6.4. Uma correlacdo positiva sugere que o
aumento dos niveis de acidos biliares pode levar ao aumento dos niveis de N-
EPA-Leu.

TDCA 0.43 0.09 0.0z 0.10 -0.03 0.31 0.52 061 0.11 0.07 -0.02 0.10 061 017 0.23 011 0.12 0.07 -
SubA 007 0.47 0.52 033 0.31 028 0.03 0.05 -0.05 0.51 o041 053 | 057 | -0.05 0.54 0.49 0.55 0.36 - 0.07
SPA 0.03 I 0.58 0.50 0.56 029 0.07 011 -0.10 0.19 - X | - .
81P 0.05 | 0.56 0.48 0.50 029 0.00 0.03 -0.16 0.51 065 -0.16 | 057 075 - 063 : 0.55 011
Phe 047 085 | 078 046 054 036 0.07 047 006 | 048 - 072 | 006 | 051 - 0.49 0.23 value
Nona-2 4, 6-DCAR. 0.08 0.50 [ 0.62 0.34 0.44 0.27 0.01 0.08 0.03 070 062 0.03 - 0.51 0.57 0.28 0.54 017 o
N-EPA-Leu 0.45 012 021 -0.08 -0.26 049 070 - -0.02 -0.15 -0.15 -0.10 - 0.03 -0.06 -0.16 -0.10 -0.05 061 H
LPC(18:1) 0.07 ' 0.57 07T 0.43 0.51 0.32 0.00 0.08 -0.10 ' 0.57 | o7 - -0.10 062 7 0.58 7 0.57 0.10 05
LPC(16:0) B | 079 0.57 022 -0.09 -0.02 -0.15 -“ | g
. 0.34
-

Leu

Hexa-2 4-DCAR

GLCA 046 012 021 -0.09 026

0.48 E E

GDCA | 063 0.04 -0.01 0.04 017 066 -- 0.03 0.08 1 . B ..

GCDCA | 062 oM -0.05 o.M 021 067 -- E 0.00 o.M 0.07 0.00 0.07 0.03 052 )
GCA | 040 0.19 0.26 0.01 011 - 067 066 049 0.16 0.31 022 032 0.49 027 0.36 029 0.29 0.28 0.31

0.11 E ol | X Y 10

0

DHEA-S -0.08 l’ 0.58 | 0.60 7- g
DGROPGIZ) 011 0.45 048 - E
C12:1-DCAR 0.04 0.65 - 0.45 0.60 | 0.26 -0.05 -0.01 021 0.62 m 021 062 0.52 0.02
| | [ | | | [ |
2-0DA -0.02 - 085 045 L 0.58 | 018 -0.01 0.04 012 0.56 064 062 | 057 | 012 0.50 085 | 0.56 | 0.58 047 0.08

FIGURA 6.4 Matrizes de correlagdo baseadas nos metabolitos VIPs > 1
provenientes das amostras de plasma. CorrelacGes negativas entre os metabélitos
sdo exibidas em mm e correlagbes positivas em mm. A intensidade da cor é
proporcional ao coeficiente de correlacdo, sendo mais forte quanto mais proximo
de-1oul.

TDCA: acido taurodesoxicolico; SubA: &cido subérico; SPA: esfinganina; S1P:
esfingosina 1-fosfato (d16:1-P); Phe: fenilalanina; Nona-2,4,6-DCAR: Nona-
2,4,6-trienoilcarnitine;  N-EPA-Leu: N-eicosapentaenoil leucina; LPC:
lisofosfatidilcolina; Leu: leucina; Hexa-2,4-DCAR: hexa-2,4-dienedioilcarnitina;
GLCA: acido glicolitocdlico; GCDCA: acido glicoguenodeoxicolico; GDCA:
acido glicodeoxicdlico;, GCA: acido glicocolico, DHEA-S: sulfato de
dehidroepiandrosterona; C12:1-DCAR: dodecenoilcarnitina; 2-ODA: 2-acido-
octenedidico; 13-HpODE: acido 13-hidroperoxilinoléico;
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Foram também observadas diminuicdo nos niveis de alil cisteina
(Allyl-Cys) (CBP vs. CS: FC =0,47 e p<0,0001; PFIC3vs.CS: FC=0,59ep <
0,0001; e CEP vs. CS:FC = 0,46 e p < 0,0001), bem como sulfoxido de
butilcisteina (CBP vs. CS: FC = 0,61 e p <0,0001; PFIC3 vs. CS: FC=0,76 p <
0,000466; e CEP vs. CS: FC = 0,70 e p <0,0000585).

A S-allyl-cys é um doador natural de sulfeto de hidrogénio (H,S) no
corpo humano, desempenhando papéis cruciais no trato gastrointestinal e no
figado (CHOI et al., 2020; GONG et al., 2018; KODAI et al., 2007). Estudos tém
ilustrado o impacto positivo do tratamento com S-Allyl-Cys, administrado na
dose de 50 mg/kg por dia, na mitigacéo da fibrose hepatica induzida por CCl,em
ratos. Isso foi substanciado por avaliacbes de lesdes hepaticas por meio de
coloracdo histoldgica e marcadores bioquimicos no sangue. Além disso, o
tratamento com S-Allyl-Cys resultou em uma reducdo na expressdo de genes
associada a inflamacéo e fibrose hepatica, juntamente com uma diminuicdo na
fosforilacdo de proteinas envolvidas em vias de sinalizacao fibrosa. Esses achados
destacam o potencial do S-Allyl-Cys como agente terapéutico para doencas
hepaticas. No entanto, é essencial realizar mais pesquisas para avaliar
abrangentemente sua eficacia em humanos (CHOI et al., 2020; GONG et al.,
2018; KODAI et al., 2007).

Foram observadas diminuicdes em aminodcidos e derivados,
incluindo 4-hidroxiprolina para os grupos CBP e CEP (CBP vs. CS: FC=0,55¢
p <0,0001; e CEPvs.CS: FC=0,71e p <0,0001. Esses resultados também foram
observados em (BELL etal., 2015). Houve aumento nos niveis de acido glutamico
(CBPvs. CS: FC=1,62e p<0,000141; PFIC3vs.CS: FC=1,47e p<0.0001; ¢
CEP vs. CS: FC = 1,88 e p <0,0001) e N-metil-beta-alanina (CBP vs. CS: FC=
1,45ep<0,0001; PFIC3vs.CS: FC=1,43p<0,00002; ¢ CEPvs. CS: FC=1,73
e p< 0,0001). Os metabdlitos estatisticamente significativos na comparacgéo entre
0s tipos de colestase e 0 grupo CS estdo apresentados na TABELA 6.1, juntamente
com os metabolitos significativos obtidos das amostras de urina que serdo
discutidos na secdo 6.2.
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TABELA 6.1 Tabela heatmap contendo os metabdlitos significativos entre os
tipos de colestase (CBP, CEP ou PFIC3) com amostras do grupo controle (CS)
por ANOVA post-hoc de Tukey (p <0.05). (continuagéo)

. Matriz | CBP/CS | PFIC/CS | CEP/CS
Classe Metabdlito Biologica o o o
acetilcarnitina Plasma 1.39
tridec-6-enodionilcarnitina Plasma 0.8
10-hidroxi-dodecanoilcarnitina | Plasma 1.04
Acilcarnitinas 9-hexadecenilcarnitina Plasma 1.24
O-adipoilcarnitina Urina 1.27
3-hidroxideca-6,8- .
dienoilcarnitina Urina
4-octenoilcarnitina Urina
alilcisteina Plasma 0.59
cistina Plasma 1.36
acido glutamico Plasma
histidilglicina Plasma 1.29
N-metil-g-alanina Plasma
acido pirGvico Plasma 1.34 1.38 1.34
Aminoacidos e valina Plasma 1.39
Derivados N-acetilvalina Urina
5-aminovalerato Urina
tirosina Urina 0.89
urocanato Urina 0.94
triptofano 2-C-manosideo Urina 1.32 1.15
serina Urina
prolina Urina
GCA 3-glicuronideo Plasma
GCDCA 3-glicuronideo Plasma
GCDCA 3-sulfato Urina
Acidos Biliares cbeA Plasma
GLCA 3-sulfato Plasma
GLCA Urina
TCA Plasma
TDCA Plasma
acido 13-hidroperoxilinoleico Plasma 1.12
N-eicosapentanoil-leucina Plasma
Acidos Graxos N-eicosapentanoil-leucina Urina
linoleil carnitina Plasma 1.22
acido palmitoleico Plasma
acido subérico Plasma 1.01
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TABELA 6.1 Tabela heatmap contendo os metabdlitos significativos entre os
tipos de colestase (CBP, CEP ou PFIC3) com amostras do grupo controle (CS)
or ANOVA post-hoc de Tukey (p < 0.05).

. Matriz | CBP/CS | PFIC/CS | CEP/CS
Classe Metabdlitos NP
Bioldgica FC FC EFC
Glicerofosfolipidios PC (16:0/16:0) Plasma
Esfingolipidios SM(d-16:1/17:0) Plasma 1.32 1.35

Esteroides DHEA-S Plasma 0.65

Os valores de fold-change (FC) indicam as variagdes observadas quando a comparacdo entre cada conjunto
avaliado resultou em um p-value e g-value < 0.05, apés a aplicacdo do teste de Tukey para corre¢do post-hoc.

Escala de cor Max E 3 Min.

6.2 Perfil Metabdlico de Trés Doencas Hepaticas Colestaticas
(PFIC3, CBP e CEP) Comparadas ao Grupo Controle (CS)
em amostras de urina

No estudo das amostras de urina 46 metabolitos foram putativamente
identificados nos modos de separacdo RPLC ESI(+) e ESI(-) e 30 metabdlitos
foram putativamente identificados nos modos HILIC ESI(+) e ESI(-). Dentre o
total de 76 metabolitos, 49 foram considerados estatisticamente significativos (p
<0,05eq<0,05).

Nas comparacdes entre o0s metabdlitos que diferiram
significativamente (p < 0,05 e q < 0,05), tem-se:

CBP vs. CS — 30 metabolitos;

CEP vs. CS — 31 metabdlitos;

PFIC vs. CS — 20 metabolitos;

CBP vs. PFIC — 17 metabdlitos;

CBP vs. CEP — 22 metabolitos;

PFIC vs. CEP — 13 metabolitos.

As classes majoritarias de metabolitos incluem 20 espécies lipidicas,
como os acidos biliares, acidos graxos, carnitinas, 15 aminoacidos, 03
carboidratos, 03 acidos organicos, 03 xenobioticos, entre outros, conforme
descrito na FIGURA 6.5.
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FIGURA 6.5 Metabadlitos putativamente identificados nas analises de urina por
LC-HRMS nos modos de eluicdo RPLC e HILIC, a partir das amostras de
individuos diagnosticados com diferentes tipos de doencas colestaticas (CBP,
CEP e PFIC3), bem como do grupo CS. As principais classes de metabolitos séo
codificadas pelas seguintes cores: Aminoacidos (- ); Lipidios (mm), Carboidratos
(mm), Acidos organicos (=) e Xenobi6ticos (=m).

Os modelos PLS-DA dos dados da urina revelaram uma
diferenciacgéo entre 0s grupos colestaticos e amostras controle (CBP, CEP e PFIC3
vs. CS) e entre os tipos das doencas colestaticas (CBP, CEP e PFIC3), conforme
descrito nas FIGURA 6.6A e FIGURA 6.6B. Para ambas as analises foram
realizadas normalizacao Pareto. A robustez do modelo PLS-DA foi verificada por
meio de testes de permutagéo (p < 0,0001) e a qualidade do modelo multivariado
foi avaliada com base no coeficiente de regressao (R2) e no desempenho preditivo
(Q2), resultando em Q2 = 0,4299, R2 = 0,5145 e Q2 (cum) = 0,5220, R2 (cum) =
0,7589.

Foram avaliados apenas os grupos de individuos com colestase (CBP
vs. CEP; CBP vs. PFIC e CEP vs. PFIC) e um modelo PLS-DA também foi
conduzido, onde obteve-se Q2 = 0,2967, R2 = 0,3889, alcangando R2 (cum) =
0,7906 e Q2 (cum) = 0,4344. A validacao foi realizada por meio de testes de
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permutacdo no modelo PLS-DA, demonstrando um valor p < 0,0001 ap6s 1000
permutacoes.
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FIGURA 6.6 Analise multivariada PLS-DA das amostras de urina entre 0s grupos
de CBP, CEP, PFIC3 e CS. (A) Grafico de dispersédo de scores PLS-DA de 132
amostras de urina exibindo a separacdo entre o0 grupo CBP (mm), CEP (mm),
PFIC3 (mm) e 0 grupo CS (+); (B) Gréafico de dispersdo de scores PLS-DA
exibindo a separacdo entre os trés tipos de colestase: CBP (mm), CEP (mm) €
PFIC3 (mm). Andlises LC-HRMS, nos modos de ionizacdo ESI(+) e ESI(-).

Para classificar os metabdlitos responsaveis pela separacdo dos
grupos, utilizou-se a pontuacédo de Importancia Variavel na Projecéo (VIP) (VIP
>1), conforme mostrado na FIGURA 6.7. Os metabdlitos-chave que contribuiram
para essa separacdo no PLS-DA (VIP > 1) incluiram diversos acidos biliares,
como 0 5p-cholane-3a,7a,12a,24-tetrol (5-CAT), 0 acido
deidroguenodesoxicolico  (DH-CDCA), bem como 4&cidos  biliares
glicoconjugados, como o acido glicoquenodeoxicélico (GCDCA), o diacilglicerol
DG(2:0/PGJ2), alem das carnitinas: 2,6-dimetil-heptanoil carnitina (DMH-CAR),
3-hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina (3-HD-DCAR), 4-octanoilcarnitina (4-Oct-
Car) e hepta-2,4-dienoilcarnitina (Hepta-DCAR), os aminoacidos citraconato
(Cit), o-sulfotirosina (Tyr-SO3H), fenilalanina (Phe), histidina (His), o corpo
cetbnico (3-OHB) e 3-hidroxi-butirato e o acido graxo N-eicosapentaenoil
aspartato (N-EPA-Asp) e 0 acido 2-octenedioico (2-Oct-DA) (FIGURA 4.7).
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FIGURA 6.7 VIP scores obtidos a partir do modelo PLS-DA das anélises das
amostras de urina. As caixas coloridas indicam se a concentracdo de metabolitos
estd aumentada (mm) ou diminuida (mm).

Consistente com os resultados das amostras de plasma (TABELA
6.1), foram observados niveis elevados de acidos biliares glicoconjugados, como
o glicoguenodesoxicolato 3-sulfato (GCDCA 3-sulfato) (CBP vs. CS: FC = 16,32
e p <0,00001; CEP vs. CS: FC = 12,61 e p < 0,000001; e PFIC3 vs. CS: FC =
35,60 e p < 0,0003). Foram também observadas alteracdes nos niveis de acido
glicolitocélico 3-sulfato (GLCA 3-sulfato) (CBP vs. CS: FC =4.30 e p <0,0005;
CEPvs. CS: FC=7.91e p <0,0002; PFIC3 vs. CS: FC =4.07 e p <0,001).

Além disso, foram identificados niveis elevados de N-
eicosapentaenoil leucina (CBP vs. CS: FC =3.23 e p <0,0006; CEP vs. CS: FC =
6.55 e p <0,002; PFIC3 vs. CS: FC =4.03 e p <0,004) e 3-hidroxihipurato (CBP
vs. CS: FC = 3.49 e p < 0.0004; CEP vs. CS: FC = 3,26, p < 0,0001; PFIC3 vs.
CS: FC =3.10e p <0,0001).

Ao contrério dos resultados obtidos para as amostras de plasma, na
urina foram detectados niveis reduzidos de carnitinas para as espécies 3-
hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina (CBP vs. CS: FC = 0,20 e p < 0,0001; CEP vs.
CS: FC = 0.32 e p < 0,00006; PFIC3 vs. CS: FC = 0.33 e p < 0,00003) e 4-
octenoilcarnitina (CBP vs. CS: FC =0.22 e p<0,000001; CEP vs. CS: FC = 0.36
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e p <0,00001; PFIC3vs. CS: FC=0.38 e p <0,00004), em comparag¢ao ao grupo
CS.

Aminoacidos, incluindo prolina (CBP vs. CS: FC =6.07 e p <0,0001;
CEP vs. CS: FC =7.40 p < 0,0001; PFIC3 vs. CS: FC = 7.92 e p < 0,0001);
fenilacetilglutamina (CBP vs. CS: FC =4.18 e p < 0,0001; CEP vs. CS: FC =3.25
e p <0,0001; PFIC3 vs. CS: FC =3.98 e p <0,0001); N-acetilvalina (CBP vs. CS:
FC =8.06 e p<0,0001; CEP vs. CS: FC =7.95e p <0,0001; PFIC3 vs. CS: FC
=7.63 e p<0,0001); 3-metilhistamina (CBP vs. CS: FC=1.40 e p<0,0001; CEP
vs. CS: FC =1.44 e p<0,0001; PFIC3 vs. CS: FC = 1.46 e p < 0,00004); serina
(CBPvs.CS: FC=2,71ep<0,0001; CEPvs. CS: FC = 3,86 e p < 0,0001; PFIC3
vs. CS: FC = 3,13 e p<0,0001); 5-aminovalerato (PFIC3 vs. CS: FC=3,23ep <
0,0001; CEPvs.CS: FC=3,82ep<0,0001; CBPvs. CS: FC=4.42 e p<0,0001);
N-a-acetil-lisina (CEP vs. CS: FC = 2,76 e p <0,0002; PFIC3 vs. CS: FC = 2,51
e p < 0,0001; CBP vs. CS: FC = 1,89 e p < 0,0003), exibiram niveis
significativamente elevados em individuos diagnosticados com colestase em
comparagao com o grupo CS.

Também foi observado alteracdes nos niveis do corpo cetdnico de 3-
hidroxibutirato (CBP vs. CS: FC=1,40e p<0,0001; CEPvs.CS: FC=1/44¢ep
< 0,0001; PFIC3 vs. CS: FC = 1,46 e p < 0,0001). Os corpos cetdnicos sao
substancias produzidas pelo figado a partir da oxidacao dos acidos graxos livres,
que ocorre principalmente durante periodos de jejum prolongado, dietas com
baixo teor de carboidratos ou em situag6es de metabolismo alterado, como na
diabete. Durante este processo, 0s acidos graxos sdo transportados dos tecidos
adiposos até o figado, onde sdo convertidos em corpos cetbnicos, incluindo o
acido 3-hidroxibutirico (M@LLER, 2020).

Foram consistentemente observadas elevacfes nos niveis de acidos
biliares tanto na urina guanto no plasma em todos os trés grupos colestaticos, em
comparacdo com o grupo CS. Especificamente, os pacientes com PFIC3
apresentaram as menores elevacgdes, enquanto o grupo CEP e CBP exibiram as
mudancas mais pronunciadas. Além disso, identificamos concentracdes alteradas
de carnitinas e &cidos graxos tanto em amostras de plasma quanto de urina desses
individuos.

Foram investigados os efeitos do género sobre os metabolitos
discriminantes presentes na urina. Os resultados indicaram que o género exerce
influéncia significativa sobre o0s seguintes metabdlitos, incluindo &cido urocénico
(p = 0,004); eritrose (p = 0,001); 1,2-ciclohexanediol (p = 0,001), histidina (p =
0,001); N-estearoil valina (p = 0,01); 2,3-dipalmitoilglicerilcisteina (p = 0,020);
creatinina (p = 0,014) e DG(2:0/0:0/PGJ2) (p < 0,00001).
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No geral, essas descobertas destacam a presenca de interrupgdes
metaboOlicas em varias vias bioquimicas, incluindo o metabolismo de
aminoacidos, acidos graxos, carnitinas e glicerofosfolipidios. Essas observacoes
sugerem alteracbes no metabolismo mitocondrial, processo inflamatorio
recorrente e possiveis progressdes para fibrose hepatica em individuos com essas
condicdes colestaticas.

6.3 Classificacdo dos trés diferentes tipos de Doencgas
Colestaticas (CBP, CEP e PFIC3)

Nessa parte do trabalho, foram conduzidos experimentos para
identificar alteracbes metabdlicas que permitissem classificar os trés diferentes
tipos de doencas colestaticas, no entanto, analisar as diferencas metabdlicas entre
os diferentes tipos de colestase é desafiador devido a sobreposicdo de metabdlitos
nessas condi¢es clinicas.

Com isso, foram comparados os perfis metabolicos obtidos pela
metabolémica untargeted por LC-HRMS no sentido de elucidar as alteracdes
caracteristicas de vias metabdlicas distintas. Essas descobertas podem ter
implicacgdes significativas na melhoria do diagnéstico, incluindo a identificacdo
de alteracGes patologicas especificas e o perfil de resposta ao tratamento para cada
subtipo da doenca.

6.3.1 lIdentificacdo Putativa de Metabolitos Discriminantes para a
CBP em Amostras de Plasma

Um total de 06 metabolitos foram encontrados como discriminantes
entre 0s grupos CBP e PFIC3 e 04 metabdlitos foram classificados como
discriminantes entre os grupos CBP e CEP, conforme mostrado na TABELA 6.2.

Os pacientes com CBP exibem uma reducdo modesta nos niveis de
aminoacidos, carnitinas, lisofosfatidilcolinas (LPCs) e acidos graxos quando
comparados aos grupos PFIC3 e CEP.

Para esta analise, a resposta analitica dos metabdlitos foi normalizada
em relacdo ao grupo CBP, permitindo a observacao de alteracdes sutis nos niveis
desses metabdlitos. Nos pacientes com CBP, foi observada uma diminuigdo nos
niveis de LPCs em comparacdo aos grupos PFIC3 e CEP. O metabdlito LPC
(16:0) (CBP vs. CEP: FC = 0,69 e p <0,004), e LPC (18:1) (CBP vs. PFIC3: FC
=0,67 e p<0,009; e CBP vs. CEP: FC = 0,60 e p <0,0004).
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Niveis reduzidos também foram encontrados para acidos graxos,
como 0 DG(2:0/0:0/PGJ2) (CBP vs. PFIC: FC =0,36 € p <0,00005; CBP vs. CEP:
FC =0,29 e p <0,0001).

O grupo CBP também apresentou desregulacdo nos niveis de
acilcarnitinas de cadeia curta em comparagdo com o grupo CS, bem como em
comparagdo com os grupos PFIC3 e CEP. Isso é evidenciado pelos niveis
aumentados de acetilcarnitina (CBP vs. CS: FC = 1,91 e p < 0,0001, CBP vs.
PFIC3: FC = 1,37 e p = 0,004; CBP vs. CEP: FC = 1,31 e p = 0,005) e
propionilcarnitina (CBP vs. PFIC3: FC = 1,38 e p = 0,00096 e CBP vs. CEP: FC
= 1,51 e p=0,0004).

Os niveis de cistina exibiram um aumento estatisticamente
significativo em pacientes com CBP em comparagdo com o grupo CS (CBP vs.
CS: FC =1,78 e p < 0,00001; e CBP vs. PFIC3: FC = 1,31 e p = 0,0002). Este
metabdlito também ¢é significativo para a idade (p < 0,003). A cisteina € a cistina,
constituem o par redox predominante no plasma, e sdo fundamentais para manter
a homeostase redox. No entanto, neste estudo, a cisteina néo foi identificada como
um metabdlito significativo. Variagbes nas concentracbes desses aminoacidos
indicam alteracdes no comportamento redox, que sao pertinentes ao processo de
envelhecimento. Por exemplo, um aumento no estado oxidativo, caracterizado por
uma proporcdo aumentada de cistina para cisteina, pode sinalizar uma
intensificacdo do estresse oxidativo, uma condigdo frequentemente associada ao
envelhecimento (WATSON et al., 2020).

6.3.2 Identificacdo Putativa de Metabdlitos Discriminatorios para
a CBP em Amostras de Urina

Os resultados da analise metabolémica comparando os trés grupos de
colestase (CBP, PFIC e CEP) sdo representados na TABELA 6.1 e uma lista
detalhada de todos os metabolitos identificados, categorizados por classificacdo e
subvias metabodlicas, juntamente com suas alteragcbes nas comparacoes
intergrupais, é fornecida no Apéndice II.

Ao comparar o grupo CBP com os grupos CEP e PFIC3, foram
identificados 06 metabdlitos na urina que demonstraram uma discriminagédo
significativa, exibindo niveis reduzidos no grupo CBP.

Os niveis de DG(2:0/0:0/PGJ2) (CBP vs. CEP: FC = 0,16 e p <
0.0004; CBP vs. PFIC3: FC = 0,17 e p < 0.0007) mostraram-se reduzidos tanto
para as amostras de plasma quanto para as amostras de urina (TABELA 6.1,
TABELA 6.2 e FIGURA 6.8). Os metabolitos 2,3-dipalmitoil-glicerilcisteina e
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acido 2-octenodioico, sdo estatisticamente significativos, no entanto, o valor de
FC ndo apresentou relevancia estatistica.

O citraconato (CBP vs. CEP: FC = 0,58 e p <0,004; CBP vs. PFICS3:
FC =0,50 e p<0,00005), conforme mostrado na FIGURA 6.8E, estéa relacionado
ao ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e sua alteracdo tem classificado esse
metabdlito como um possivel biomarcador para CBP de acordo com Hao et al.,
(2017). O citraconato esta envolvido no ciclo do TCA ou ciclo de Krebs e
desempenha um papel crucial na modulacdo da resposta imunologica atuando
como um sinalizador metabdlico e regulador de processos inflamatérios (YANG
et al., 2023). A diminuicdo nos niveis desse metabolito pode indicar disfuncéo
metabolica ou alteragdes nos processos fisiologicos associados ao ciclo do TCA.

Além disso, foi identificado um leve aumento no 3-
hidroximetilglutarato no grupo CBP em comparacdo ao PFIC3 nas amostras de
urina, embora o FC calculado ndo tenha se mostrado significativo. Estudos
afirmam que alteracdes na excrecao urinaria de intermediarios do ciclo do TCA
estdo associadas a disfuncdo mitocondrial, assim como niveis alterados de corpos
cetdnicos podem estar relacionados a doencas metabolicas, diabetes, doencas
inflamatorias imunomediadas (DI1), cancer, entre outros (KANG et al., 2021).

Os aminoacidos e seus derivados exibem tanto indices elevados
quanto diminuidos em comparacdo aos grupos CBP e PFIC3 nas amostras de
urina. Especificamente, a histidina demonstrou niveis reduzidos na urina (CBP vs.
CEP: FC =0.55e p<0,0004; CBP vs. PFIC3: FC =0.50 e p <0,00001). Embora
a funcéo da histidina no meio celular ainda ndo esteja completamente esclarecida,
estudos realizados em células epiteliais de ratos sugerem que niveis reduzidos de
histidina estéo associados a disturbios mitocondriais, resultando na diminuicéo do
potencial de membrana mitocondrial e eventual apoptose celular (MATSUI et al.,
2017).

Niveis diminuidos também foram identificados em amostras de urina
para a fenilalanina quando comparado aos demais grupos CEP e PFIC3 (CBP vs.
CEP: FC = 0,58 e p < 0,0001; CBP vs. PFIC3: FC = 0,58 e p < 0.00001) e o-
sulfotirosina mostrou-se bastante diminuido quando comparado aos demais
grupos (CBC vs. CEP: FC =2.77 p <0,0094 ¢ CBP vs. PFIC3: FC=4.23ep <
0,0003).
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TABELA 6.2 Tabela heatmap contendo os metabdlitos significativos, entre os
tipos de colestase (CBP, CEP ou PFIC3) por ANOVA post-hoc de Tukey (p <

Matriz [1/(CS/CBP)] | [1/(PFIC/CBP)] | [1/(CEP/CBP)]
Classe Metabdlito .
Biologica
FC FC FC
acetilcarnitina Plasma 1.37 1.31
Acilcarnitinas
propanoilcarnitina Plasma 1.38

histidina Urina 0.63 0.55

o-sulfotirosina Urina
Aminoacidos fenilalanina Urina 0.7 0.58 0.58
4-hidroxiprolina Plasma 0.69 1.27
triptofano Plasma 0.65 0.67 13

; DG (2:0//PGJ2) Plasma

Acidos Graxos

DG (2:0/PGJ2) Urina
Ciclo do TCA citraconato Urina 0.58
LPC(16:0) Plasma 0.7 0.72 0.69

Lisofosfolipideos
LPC (18:1) Plasma 0.72 0.67 0.6
Xenobidticos 1,2-ciclohexanodiol Urina ‘

Os valores de fold-change (FC) indicam as variagfes observadas quando a comparagdo entre cada conjunto
avaliado resultou em um p-value e g-value < 0.05, ap6s a aplicagdo do teste de Tukey para corre¢do post-hoc.

Escala de cor Max 1 Min.
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FIGURA 6.8 Boxplots (box-and-whisker) dos potenciais metabdlitos
discriminantes para CBP (), em comparagdo com os grupos CEP (mm), PFIC3
(mm) e CS (mm) em amostras de plasma e urina. O eixo y mostra as intensidades
normalizadas dos metabdlitos. Em destaque nas amostras de plasma (A)
acetilcarnitina; (B) propionilcarnitina; (C) DG(2:0/0:0/PGJ2) e (D) o-
sulfotirosina e (E) citraconato nas amostras de urina.

O boxplot representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a maioria dos dados,
enquanto as extremidades (“whiskers”) se estendem aos valores extremos. Todos
0s metabdlitos exibidos foram significativamente elevados (como indicado por p
< 0,05 e g <0,05) para os grupos CS, PFIC3 e CEP quando comparados a CBP.
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6.4 ldentificacdo Putativa de Metabolitos Discriminatorios
para a PFIC3 em plasma

Nas analises das amostras de plasma de pacientes com PFIC3 foram
identificadas alterac6es nos niveis de diferentes classes de metabodlitos. Um total
de 08 metabdlitos foram encontrados como potenciais discriminantes entre o0s
grupos PFIC3 e CEP e 9 metabdlitos foram classificados com potencial poder
discriminatorio entre os grupos PFIC3 e CBP (TABELA 6.. Dessa forma, nessa
secdo, destacaremos de maneira mais especifica os metabolitos relacionados a
diferenciacéo de PFIC3.

Durante a analise, os metabdlitos com alteracdes significativas foram
normalizados em relacé@o ao grupo PFIC3, possibilitando o célculo do fold-change
(FC) e aidentificacdo de variacdes nos niveis de cada metabaolito especifico dentro
deste grupo.

Particularmente diferencas estatisticamente significativas foram
detectadas com niveis reduzidos de acidos biliares glicoconjugados no grupo
PFIC3 em comparacdo aos grupos CBP e CEP, como exemplo o GCA 3-
glicuronideo (PFIC3 vs. CBP, FC = 0,47 e p <0,002; PFIC3 vs. CEP, FC = 0,57
e p < 0,001). Regulacdo negativa também foi encontrada para 0 GCDCA 3-
glicuronideo (PFIC3 vs. CBP, FC=0,46 e p <0,01; PFIC3 vs. CEP, FC=0,40 ¢
p <0,004) e 0o GDCA (PFIC3 vs. CEP, FC = 0,36 e p < 0,005). Esses resultados
sugerem uma resposta favoravel ao tratamento com UDCA, o que pode ser
indicativo da eficacia terapéutica para pacientes com PFIC3.

Niveis elevados de glicilprolina foram identificados em pacientes
com PFIC3 (PFIC3 vs. CEP, FC =1,66 e p <0,003: PFIC3vs. CBP: FC=1.47¢
p < 0.013). Notavelmente, niveis elevados de acido urocanico (PFIC3 vs. CBP,
FC =1,76 e p <0,0005; PFIC3 vs. CEP, FC = 1,76 e p < 0,0001), um metabolito
relacionado ao metabolismo da histidina, o qual apresentou alteracbes quando
comparado entre grupos, mesmo que nao tenham sido identificadas mudancas nos
niveis de histidina no plasma de pacientes com PFIC3.

O &cido subérico, derivado do acido oleico, € um metabolito ligado a
deficiéncia de carnitina-acilcarnitina translocase e também encontrado em
pacientes com disturbios da oxidacdo de acidos graxos, incluindo deficiéncia de
carnitina palmitoiltransferase (CPT) (VITORIA et al., 2015). Niveis elevados
desse metabolito foram identificados no grupo PFIC3 em comparacdo com CBP
em plasma (PFIC3 vs. CBP: FC = 1,58 e p <0,0006). O aciimulo desse metabdlito
ja foi relatado em estudos envolvendo PFIC tipo 2, nos quais pacientes apresentam
mutacdo do gene ABCB11 (ZHANG et al., 2012). No entanto, os demais acidos
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graxos identificados no estudo de Zhang et al. (2012) ndo foram identificados
nesse trabalho.

Foi identificado esfingomielinas, a SM(d16:1/17:0), com niveis
elevados em individuos com PFIC3 em relacdo ao grupo CBP e CS (PFIC3 vs.
CS: FC =1,62 e p <0,0001) e a esfingosina 1-fosfato (d16:1-P) - (S1P) (PFIC3
vs. CS: FC =1,32e p <0.017; PFIC3 vs. CBP: FC = 1,54 e p <0.0008), conforme
TABELA 4.3. Os esfingolipidios estdo relacionadas a sinalizacdo celular,
apoptose e regulacdo da funcéo de proteinas de membrana, conforme reportado
por (ALJOHANI et al., 2013). A classe dos esfingolipidios vem sendo reportado
na literatura como potenciais biomarcadores para colestase intra-hepatica na
gravidez (MIKUCKA-NICZYPORUK et al., 2020). De acordo com (JACKSON,;
WAY'; ZHOU, 2022), a identificacdo da interacéo entre o metabolismo dos acidos
biliares e esfingolipidios direcionou novos estudos envolvidos no metabolismo
lipidico hepatico. Doencas como esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD),
obesidade que pode levar a diabete tipo 2 (GREEN et al.,, 2021), doencas
inflamatdrias, bem como doencas cardiovasculares como a aterosclerose (IQBAL
et al., 2017), estdo relacionadas a esses disturbios metabdlicos. Nesse contexto,
os esfingolipidios emergem como possiveis biomarcadores para PFIC3, embora,
seja importante estudos adicionais para validar essa associacao.

6.4.1 Identificacdo Putativa de Metabdlitos Discriminatorios para
PFIC3 em Amostras de Urina

Em concordancia com os resultados das amostras de plasma, o acido
urocanico também foi detectado em niveis elevados na urina de pacientes com
PFIC3. Em comparacdo com o CBP, a presenca do acido urocanico em amostras
de plasma e urina dos pacientes pode ser considerada um metabolito Gtil na
distingéo e classificacdo entre esses dois grupos (PFIC3vs. CBP: FC=1,71ep<
0.0004).

Pacientes com PFIC3 apresentam niveis mais baixos de acidos
biliares glicoconjugados em comparacdo ao observado para os grupos CEP e
CBP, conforme demonstrado previamente nas analises de plasma. Esse dado foi
corroborado nos resultados da urina para o metabélito GCDCA (PFIC3 vs. CEP:
FC =0,35e p <0,001), conforme apresentado na TABELA 6.3 e FIGURA 6.9.
Assim, os &cidos biliares podem servir como potenciais biomarcadores para
distinguir pacientes com PFIC3 e CEP que ndo tém doenca inflamatoria intestinal
(DII), bem como para diferencia-los do grupo CBP.
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Além disso, observou-se niveis reduzidos de acilcarnitinas, como a
hepta-2,4-dienoilcarnitina, quando comparados as analises provenientes dos
pacientes com CEP (CEP vs. PFIC: FC = 0.65 e p < 0,00001).

A acilcarnitina 2,6-dimetil-heptanoilcarnitina, um éster de carnitina,
desempenha um papel crucial no transporte de acidos graxos de cadeia média
através da membrana mitocondrial interna para o metabolismo energético. Essa
molécula é essencial para a oxidagéo e producédo de energia dos acidos graxos nas
mitocondrias. Os niveis desse metabolito aumentaram significativamente para o
grupo PFIC3 (PFIC3 vs. CBP: FC =4,95 e p <0,0006; PFIC3 vs. CEP: FC = 2,24
e p < 0,002). Conforme relatado por Zhao et al. (2017), a exposicdo de
camundongos a isotiocianato de a-naftil (ANIT) induziu nos animais a PFIC3, o
que culminou no aumento dos niveis de acilcarnitinas e triglicerideos de cadeia
longa. Além disso, observou-se uma reducdo na expressdo de genes associados a
S-oxidacdo de acidos graxos em amostras de soro.

TABELA 6.3 Tabela heatmap contendo os metabdlitos significativos,
comparando-se a PFIC3 com CBP e CEP por ANOVA post-hoc de Tukey (p <
0.05).

[1/(CSIPFIC3)] | [1/(CBP/PFIC3)] | [1/(CEP/PFIC3)]
Classes Metabdlito Matriz Biolégica
Fold-change Fold-change Fold-change

Aminoécidos urocanato Plasma
Aminoécidos urocanato Urina
Acidos Biliares GCA 3-glicuronideo Plasma
Acidos Biliares | GCDCA 3-glicuronideo Plasma
Acidos Biliares GCDCA 3-sulfato Urina
Acidos Biliares GDCA Plasma
2,6-dimetil-heptanoilcarnitina Urina

Acilcarnitinas
hepta-2,4-dienoilcarnitina Urina
Dipeptideos glicilprolina Plasma
Acil graxos acido subérico (suberato) Plasma
SM(d16:1/17:0) Plasma

Esfingolipidios
ssfingosina 1-fosfato Plasma

Os valores de fold-change (FC) indicam as varia¢fes observadas quando a comparagéo entre cada par de grupos
resultou em um p-value e g-value < 0.05, ap6s a aplicagdo do teste de Tukey para corregdo post-hoc. Escala de cor
Max E—3 Min.
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FIGURA 6.9 Boxplots (box-and-whisker) dos potenciais metabdlitos
discriminantes para PFIC3 (mm), em compara¢ao com os grupos CEP (mm), CBP
(™)) e CS (mm) em amostras de plasma e urina. O eixo y mostra as intensidades
normalizadas dos metabdlitos. Destaque para as amostras de plasma (A) GCDCA
3-glicuronideo; (B) GDCA,; (C) GCA 3-glicuronideo e para as amostras de urina
(D) urocanato; (E) suberato e (F) SM(d16:1/17:0).

O boxplot representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a maioria dos dados, enquanto as
extremidades (“whiskers™) se estendem aos valores extremos. Todos os metabolitos exibidos
foram significativamente elevados (como indicado por p < 0,05 e q < 0,05) para os grupos CS,
PFIC3 e CEP quando comparados a CBP.
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6.4.2 ldentificacdo Putativa de Metabolitos Discriminatdrios para
a CEP em plasma

Para as andlises das amostras de plasma de pacientes com CEP foram
encontradas alteraces nos niveis de 02 metabolitos como potenciais
discriminantes entre os grupos PFIC3 e CEP e de 06 metabolitos entre os grupos
PFIC3 e CBP

Em comparacdo com o grupo CEP, foram observados niveis
significativamente elevados de acidos biliares em relacdo ao grupo PFIC3
(GDCA, GCA, GLCA e GCDCA,; p < 0,05), conforme descrito nas secoes
anteriores. Adicionalmente, houve aumento nos niveis de bilirrubina (CEP vs.
CBP; FC =1,81 e p <0.00004; CEP vs. PFIC3: FC = 2,25 e p <0,0004). Houve
também aumento nos niveis de acilcarnitinas, em comparacdo a CBP, destacando-
se 0 aumento significativo em tridec-6-enodioilcarnitina (CEP vs. CBP, FC = 2,08
e p =0,0004).

Um distirbio comum do metabolismo lipidico em adultos € a
deficiéncia da carnitina palmitoiltransferase 11 mitocondrial (CPT 1),
caracterizada pelo acimulo de carnitina linoleila, um éster de carnitina e acido
graxo acil de cadeia longa, geralmente detectado em individuos diagnosticados.
Defeitos no transporte de carnitina para as mitocondrias estdo associados a
incapacidade de produzir energia a partir de &cidos graxos de cadeia longa, o que
pode resultar em disfuncdo hepética, cardiomiopatia, encefalopatia e NASH
(BEYOGLU; IDLE, 2020).

Foi ainda observado uma reducéo nos niveis de acido hipuarico para
0 grupo CEP (CEP vs. CBP: FC = 0,42 e p = 0,0003; CEP vs. PFIC3: FC = 0,46
e p = 0,0004). De acordo com trabalho publicado por Kundiger et al.
(KUNDIGER et al., 1979) foram examinados os efeitos da administragdo de
tioacetamida em ratas fémeas para avaliacdo de efeitos toxicologicos, resultando
em uma reducdo na excrec¢do de &cido hipdrico na urina. Este efeito é atribuido a
interferéncia na sintese mitocondrial do é&cido hipdrico. O 4cido 2,4-
diaminobutirico (CEP vs. CBP: FC = 1,72 e p < 0,0001; CEP vs. PFIC3: FC =
1,46 e p < 0,005) mostrou-se alterado em comparacdo aos grupos PFIC3 e CBP
(TABELA 4.4).

Os niveis de sulfato de p-cresol foram encontrados diminuidos no
grupo CEP (CEP vs. PFIC3: FC = 0,53 e p = 0,00006; CEP vs. CBP: FC=0,46 ¢
p = 0,00001).

Sulfato de p-cresol € um metabdlito toxico urémico, derivado do
metabolismo da tirosina produzido por bactérias intestinais em individuos com
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funcao renal prejudicada, seu processo de formacgdo implica na conversao de
amino&cidos aromaéticos pela microbiota, seguida pela sulfatacdo no figado.
Conforme trabalho publicado por Ketteler (KETTELER, 2006) o p-cresol
possivelmente exerce um efeito direto sobre a sintese de proteinas hepaticas. 1sso
se baseia em evidéncias anteriores de estudos in vitro, 0s quais sugerem que 0
composto apresenta uma notavel capacidade de inibir a respiracdo mitocondrial
dos hepatdcitos, levando a uma potencial hepatotoxicidade funcional
(KITAGAWA, 2001). Assim, a diminuicdo desses metabolitos em pacientes com
cirrose, 0s quais tém maior propensdo ao desenvolvimento de insuficiéncia
hepatica cronica, pode indicar uma interacdo complexa entre a reducdo da
capacidade de sulfatacdo hepatica e disbiose microbiana (LIN et al., 2015).

6.4.3 Identificacdo de Metabdlitos Discriminatorios para CEP em
Amostras de Urina

Consistente com as descobertas em amostras de plasma, pacientes
com CBP e CEP apresentaram elevacges significativamente maiores em &cidos
biliares glicoconjugados identificados em amostras de urina em compara¢do com
0 grupo PFIC. Ao comparar o grupo CEP com os grupos PFIC e CBP, observam-
se niveis mais elevados de acidos biliares em amostras tanto de plasma quanto de
urina, exemplificado por glicocenodeoxicélico-3-sulfato (GCDCA) (CEP vs.
PFIC: FC=2,82e p=0,001; CBP vs. CEP: FC = 2,18 e p = 0,006).

Outros metabdlitos que estdo em concordancia com os resultados
obtidos no plasma para as analises de CEP sdo: sulfato de p-cresol (CEP vs. PFIC:
FC = 0,67 e p = 0,005; CBP vs. CEP: FC = 0,67 e p = 0,004) e acido hipdrico
(CEP vs. PFIC: FC = 0,51 e p = 0,000386; CBP vs. CEP: FC = 0,55 e p = 0,003).

Também ha uma tendéncia para niveis mais altos de outros
metabdlitos, tais como: 1,7-dimetilguanosina (CEP vs. PFIC: FC =143 ep =
0,01; CBP vs. CEP: FC = 1,63 e p = 0,001); 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarato (2,3-
DMHG) (CEP vs. PFIC: FC =1,90 e p = 0,006; CBP vs. CEP: FC =2,06e p =
0,000887); e &cido glucurénico sulfatado (CEP vs. PFIC: FC = 1,60 e p < 0,005;
CBP vs. CEP: FC = 1,56 e p = 0,005), conforme mostrado na TABELA 6.4 e
FIGURA 6.10.



113

TABELA 6.4 Tabela heatmap contendo os metabdlitos significativos,
comparando CEP com CBP e PFIC3 por ANOVA post-hoc de Tukey (p < 0.05).

[1/(CSICEP)] | [1/(PFIC/ICEP)] | [1/(CBP/CEP)]
Classe Metabdlitos B';g?c’;[g;:é a
Fold-change Fold-change Fold-change

p-Cresol sulfate Plasma
Amino acids p-Cresol sulfate Urina
Triptofano Urina
Acido biliar GCDCA 3-sulfato Urina
Acilcarnitina Tridec-6-enodioilcarnitina Plasma
Cofactores Bilirrubina Plasma
Acidos Graxos 2,3-Dimetil-3-hidroxiglutarato Urina
Nucleotideo 1,7-Dimetilguanosine, Urina
Pirimidine 2,4-Diaminobutirico Plasma
Acido hipurico Plasma
Xenobioticos Acido hipurico Urina
Acido glucurdnico sulfatado Urina
Carboidrato Beta-galactosil Plasma

Os valores de fold-change (FC) indicam as variagdes observadas quando a comparacao entre cada par de grupos
resultou em um p-value e g-value <0.05, apés a aplicagdo do teste de Tukey para corre¢do post-hoc. Escala de cor
Max E—3 Min.
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FIGURA 6.10 Boxplots (box-and-whisker) dos metabdlitos discriminantes para
CEP (representados em vermelho), em comparacdo com os grupos CBP (roxo),
PFIC (em azul) e CS (em verde) em amostras de plasma e urina. Em destaque nas
amostras de plasma (A) sulfato de p-cresol; (B) tridec-6-enodioilcarnitina; (C)
bilirrubina. Em amostras de urina se destacaram os metabdlitos (D) hipurato; (E)
glucuronato sulfato; (F) 2,3-DMHG (2,3-Dimetil-3-hidroxiglutarato). O eixo y

representa as intensidades normalizadas dos metabolitos.

A caixa no gréfico representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a maioria dos dados,
enquanto as extremidades (“whiskers”) se estendem aos valores extremos. A significancia
estatistica foi avaliada utilizando o método ANOVA seguido de teste post-hoc, (como indicado
por p < 0,05 e q<0,05) para os grupos CS, PFIC e CBP quando comparados a CEP.

Em nossas investigacdes, uma observacdo notavel foi a elevacao
consistente dos niveis de acidos biliares tanto na urina quanto no plasma dos
individuos nos trés grupos colestaticos, quando comparados ao grupo CS.
Especificamente, os pacientes com PFIC apresentaram a menor elevacéo,
enquanto o grupo CEP e CBP mostraram alteragcbes mais pronunciadas. Além
disso, niveis alterados de carnitinas e &cidos graxos foram identificados tanto em
amostras de plasma quanto de urina para esses individuos.
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No geral, essas descobertas destacam a presenca de interrupgdes
metabolicas envolvendo diversas vias, incluindo o metabolismo de aminoé&cidos,
0 metabolismo de &cidos graxos, carnitinas e glicerofosfolipidios. Essas
observacOes sugerem alteracbes no metabolismo mitocondrial, processo de
inflamacdo recorrente e possivel progressdo para fibrose hepéatica em individuos
com essas condicdes colestaticas.

6.5 Alteracoes de Acidos Biliares em Amostras de Plasma e
Urina

O figado humano sintetiza de maneira intrincada dois acidos biliares-
chave, acido cdlico (CA) e acido quenodeoxicolico (CDCA), por meio do
metabolismo do colesterol. Diariamente, o figado produz 200 a 600 mg de acidos
biliares por meio de duas vias principais envolvendo 17 enzimas distintas [86]. A
via classica inicia-se com a CYP7AL gerando CDCA, sendo esse convertido em
CA pelo CYP8B1. Em contraste, a via alternativa, catalisada pela CYP27Al,
inicia com o metabolismo da cadeia lateral do colesterol, desempenhando um
papel crucial em neonatos e figados comprometidos quando a via classica é
subdesenvolvida [86]. Os acidos biliares primarios (CA e CDCA) séo
transformados em acido desoxicolico (DCA) e acido litocélico (LCA), sendo que
0 CDCA também pode ser transformado em &cido ursodesoxicolico (UDCA)
(JACKSON; WAY; ZHOU, 2022). A conjugacao de acidos biliares com taurina
e glicina aumenta a solubilidade desses nos hepatocitos. Apos a secrecdo na bile,
eles passam por reabsorcdo no ileo terminal, retornando ao figado através da
circulacéo portal (DAWSON; KARPEN, 2015). Os acidos biliares estimulam o
fluxo biliar e a secrecdo de fosfolipidios biliares. Além disso, promovem a
transferéncia de fosfolipidios das membranas canaliculares para a bile,
aumentando assim a formacdo de micelas mistas e reduzindo a concentracéo de
acidos biliares livres para prevenir danos aos ductos biliares (HOFMANN, 1999).
A bile é composta por &cidos biliares complexados com bilirrubina, lecitina e
colesterol e incorporados em micelas de fosfolipidios (THOMAS; JOH; BENOIT,
1991), afetando a digestdo e absorcdo de lipidios e vitaminas lipossoluveis
(GONZALEZ-REGUEIRO et al., 2017).

A colestase ocorre quando o fluxo da bile do figado para o intestino
e obstruido, levando ao acumulo de &cidos biliares toxicos e outros produtos
metabolicos no figado. Isso resulta na diminuicdo dos &cidos biliares no intestino
e niveis elevados na circulacdo sisttmica. Notavelmente, nos resultados desse
trabalho, os niveis plasmaticos de GCA, GCDCA, GDCA, GLCA, TCAe TDCA
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mostraram-se elevados em individuos colestaticos quando comparados ao grupo
controle. A elevacdo dos niveis sericos de acidos biliares livres induz a
vasodilatacdo quando introduzidos no lamen ileal, sendo o0s principais
contribuintes para a hiperemia ileal por meio da liberacdo de hormonios
gastrointestinais vasoativos e estimulacdo do receptor de acidos biliares acoplado
a proteina G. Esses processos podem contribuir para o desenvolvimento de
hipertenséo portal (DYSON et al., 2018; PABLO ARAB; BARRERA; ARRESE,
2017; THOMAS; JOH; BENOIT, 1991). A hipertenséo portal é uma caracteristica
tipica da CBP e da CEP. Nestes casos, a hipertensao portal pré-cirrotica pode ser
induzida por cicatrizes biliares (DYSON et al., 2018). O aumento dos acidos
biliares pode estar associado a ativacdo das células estreladas hepaticas, que
desempenham um papel crucial na producdo de colageno e na formacgdo de
cicatrizes hepaticas. O processo de cicatrizacdo progressiva contribui para o
desenvolvimento da hipertensdo portal (ROCKEY, 2006). Embora a CEP e a
CBP, em seus estagios iniciais, sejam consideradas doencas autoimunes,
principalmente envolvendo células T desencadeando a liberacdo de citocinas pro-
fibréticas como o fator de crescimento transformador-g. Os acidos biliares
desempenham um papel especifico na hipertensdo portal. Condicdes de estresse
oxidativo e apoptose sdo desencadeadas em colangiocitos, células do trato biliar,
expostas a concentracdes muito mais altas de sais biliares do que outras células
no corpo. Esses processos de inflamacao, lesdo hepatica e fibrose desempenham
um papel ciclico na patogénese. Nesse contexto, a colestase pode se tornar “auto-
sustentavel”, com o efeito toxico do ambiente biliar, levando a um ciclo de lesao
progressiva.

Os pacientes deste estudo receberam uma dose de 12-16 mg/kg/dia
de acido ursodesoxicolico (UDCA) para PFIC3, CBP e CEP. Em casos de doenca
hepatica colestatica, a administracdo de UDCA reduz a lesdo dos hepatdcitos
causada pelo acumulo de &cidos biliares e melhora a funcéo hepética (ALT, AST
e FA) retardando a progressédo da doenca (OVADIA et al., 2021). Em resumo, 0
UDCA possui maltiplos mecanismos de agdo que o tornam eficaz no tratamento
de distarbios hepaticos colestaticos.

A andlise estatistica revelou perfis metabdlicos distintos, pacientes
com PFIC3 apresentaram niveis baixos de acidos biliares no plasma e na urina
quando comparados aos grupos CBP e CEP. Neste caso, 0s niveis de BAs podem
auxiliar na discriminacéo entre PFIC3 e CBP/CEP que nédo possuem diagnostico
para DII. Monitorar os niveis séricos de &cidos biliares e considerar fatores além
dos testes tradicionais de funcdo hepatica é aconselhavel para uma avaliacdo
abrangente da resposta ao tratamento (LINDOR et al., 2009).
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Essas descobertas enfatizam a necessidade de reavaliar os critérios
empregados para avaliar a resposta ao tratamento, indo além da dependéncia
exclusiva de fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Também é recomendavel frequentemente monitorar os
niveis séricos de acidos biliares nesses pacientes. Além disso, pesquisas sugerem
que individuos diagnosticados com cirrose no momento do diagndstico e com
niveis elevados de gama-glutamil transferase (GGT) e acidos graxos podem ter
uma resposta menos favoravel ao tratamento com UDCA. Em resumo, estudos
clinicos relacionados ao tratamento da CBP com UDCA destacam a
complexidade da avaliagdo da resposta ao tratamento e a identificacdo de fatores
que podem influenciar essa resposta.(CORTEZ-PINTO et al., 2021; LI; APTE,
2015; PAUMGARTNER; BEUERS, 2002).

O tratamento da colestase extra-hepatica ou obstrutiva (CEP) resulta
no acumulo de acidos biliares potencialmente toxicos no figado devido a
obstrucdes do sistema biliar, potencialmente levando a necrose hepatocelular,
apoptose e, consequentemente, ao desenvolvimento de fibrose biliar e cirrose. O
estudo conduzido por Fickert et al. (FICKERT et al., 2002) foi realizado em
camundongos com ductos biliares ligados e em camundongos deficientes em
flipase de fosfolipidio canalicular (Mdr2-/-), que se assemelham a CEP humana e
a PFIC3/LPAC. Nesse caso, embora o0 UDCA estimule a expressdo de
transportadores hepatocelulares e possua propriedades anti-colestéaticas,
coleréticas, antiapoptéticas, antifibroticas e citoprotetoras, foi notado a ocorréncia
de infartos biliares (morte do tecido hepatico devido a falta de suprimento
sanguineo) e necrose hepatocelular (FICKERT et al., 2002).

No nivel celular, a colestase prolongada instiga a toxicidade
mitocondrial, uma condicao gerada por concentracOes elevadas de acidos biliares.
Isso, por sua vez, desencadeia a disfuncdo mitocondrial, prejudicando a p-
oxidacdo de acidos graxos e contribuindo para a interrupcéo global dos processos
metabolicos celulares (OLIVEIRA, 2018).

6.6 Alteracdes de Carnitinas e Acidos Graxos nas Amostras de
Plasma e Urina

A p-oxidacdo mitocondrial € um processo crucial no metabolismo
energetico das células. Esse processo € responsavel pela oxidacdo da maioria dos
acidos graxos (AGs), que séo divididos em acidos graxos de cadeia curta e média
(2-12 carbonos) e acidos graxos de cadeia longa (12-20 carbonos). Na etapa
inicial, os &cidos graxos de cadeia curta e média podem difundir livremente para
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dentro das mitocondrias. Em contraste, os acidos graxos de cadeia longa
necessitam da assisténcia da carnitina para seu transporte eficiente para dentro das
mitocondrias. Esse processo € essencial para garantir a continuidade e eficacia da
p-oxidacdo, permitindo que o0s acidos graxos sejam metabolizados
adequadamente para a producéo de energia.

Para acidos graxos muito longos, com mais de 20 carbonos, a
oxidacdo ocorre em um compartimento celular diferente, nos peroxissomos. Esse
compartimento celular especializado contribui para a geracdo de energia por meio
da producdo de trifosfato de adenosina (ATP) via fosforilacdo oxidativa.

Na fS-oxidacéo de 4cidos graxos, enzimas especificas séo essenciais
para metabolizar acidos graxos saturados como o palmitato (16:0) e o estearico
(18:0). Inicialmente, os acidos graxos passam por ativacao, ligando-se a coenzima
A, formando acil-CoA, um processo que consome ATP, gerando AMP e dois ions
fosfato (Pi). Os acidos graxos de cadeia longa sdo entdo transportados para a
matriz mitocondrial, auxiliados pela carnitina. O acil-CoA ¢ transferido para a
carnitina pela carnitina palmitoil transferase 1 (CPT 1), resultando em
acilcarnitina, que atravessa a membrana mitocondrial. Na matriz, a acilcarnitina é
reconvertida em acil-CoA pela carnitina palmitoil transferase 2 (CPT 2),
aprisionando a molécula dentro das mitocondrias. A disponibilidade de carnitina
para esse transporte depende da CPT 2, conforme mostrado na FIGURA 6.11.
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FIGURA 6.11 Representagdo esquematica do transporte de carnitina no processo
de p-oxidacéo (JONES; BENNETT, 2017).

A sintetase de acil-CoA de cadeia longa, localizada nas membranas
mitocondriais externas, membranas peroxissdbmicas e membrana do reticulo
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endoplasmaético, demonstra atividade em relacéo a &cidos graxos variando de 12
a 20 carbonos (TALLEY; MOHIUDDIN, 2024). A regulacdo da p-oxidacdo
também envolve o suprimento suficiente de oxigénio para a aceitagdo continua de
elétrons de transportadores como FADH2 e NADH, garantindo um meio
aceitador de elétrons. Os acidos graxos aumentam a expressdo de enzimas
envolvidas na oxidacdo de acidos graxos agindo como ligantes que interagem com
0s receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs). Esses fatores
de transcricdo formam homodimeros/heterodimeros e migram para o nucleo,
influenciando a expressdo génica relacionada as proteinas necessarias para a f-
oxidacéo e biogénese mitocondrial (TALLEY; MOHIUDDIN, 2024).

Esse processo de S-oxidacao é vital para as celulas, fornecendo uma
fonte significativa de energia durante o metabolismo de &cidos graxos. Além
disso, a regulacdo cuidadosa da p-oxidacdo é crucial para manter o equilibrio
energetico celular e prevenir disfuncdes metabolicas. Uma compreenséo
aprofundada desse processo é fundamental para explorar suas implicacBes em
condicdes fisiologicas e patoldgicas, como disturbios hepaticos colestaticos, onde
a f-oxidacédo pode ser afetada, contribuindo para a progressédo dessas condicdes
(REDDY, 2001).

O defeito transitorio no transporte de carnitina, embora raro, € uma
condicdo tratavel. Para recém-nascidos que apresentam ictericia colestatica
inexplicada, ganho de peso inadequado ou anemia profunda, testes de triagem
neonatal, especialmente para essa condi¢do especifica, devem ser realizados. A
deteccéo precoce e a intervencao podem contribuir significativamente para o bem-
estar e a recuperacdo de bebés diagnosticados, como demonstrado pela gestéo
bem-sucedida do defeito transitério no transporte de carnitina mencionado na
literatura (CHO et al., 2012).

A elevacdo observada nos niveis de carnitina no plasma nos grupos
CBP e PFIC3, em comparacdo com o grupo CS, juntamente com o aumento
notavel de acetilcarnitina e propionilcarnitina, especificamente no grupo CBP, em
contraste com os grupos PFIC3 e CEP, sugere uma perturbacdo potencial na S-
oxidacdo ligada a colestase. Os grupos CBP e CEP exibem modificacBes nos
perfis de acilcarnitinas de cadeia média e longa, incluindo 5-hidroxidec-3-
enoilcarnitina ~ (C10),  10-hidroxidodecanoilcarnitina  (C12) e  9-
hexadecenoilcarnitina (C16). Além disso, para CEP e PFIC3, hd um aumento nos
niveis de acilcarnitina de cadeia longa, como tridec-6-enodionilcarnitina (C13).
Também foram identificadas alteracdes especificas, como 0 aumento dos niveis
de O-adipoilcarnitina (C6) no grupo CEP em comparagdo com o grupo CS, e um
aumento nos niveis urinarios de carnitina 2,6-dimetilheptanoil (C7) no grupo
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PFIC3 em comparagao com os grupos CBP, CEP e CS. Esses resultados destacam
a complexidade dessas alteragdes metabolicas das acilcarnitinas.

As amostras de urina, por outro lado, apresentaram uma redugdo nos
niveis de 3-hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina (C10) e 4-octenoilcarnitina (C8) nos
grupos de colestase em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05).

De acordo com Jones e Bennett (2017) a CPT1, localizada na
membrana mitocondrial externa, converte espécies de acil-CoA de cadeia longa
em acilcarnitinas de cadeia longa. Esta enzima possui a isoforma CPTI1A,
expressa no figado e nos rins. A deficiéncia dessa isoforma resulta na
incapacidade da enzima de transferir &cidos graxos de cadeia longa de suas
especies de CoA para acilcarnitinas, levando ao aumento nos niveis de carnitina
livre e a baixos niveis de acilcarnitinas de cadeia longa. Essas alteraces podem
causar disturbios na oxidacéo de acidos graxos, doencas gastrointestinais, acidose
tubular renal e doenca hepatica. No entanto, o diagnostico geralmente requer
testes genéticos, os quais podem ser desafiadores devido a falta de uma mutacgéo
predominante (JONES; BENNETT, 2017).

A analise estatistica das amostras de plasma demonstrou uma
diferenciacéo significativa entre os trés grupos de colestase, com o grupo CBP
exibindo a distingdo mais pronunciada. Esse perfil discriminante destaca a
importancia da avaliagdo metabolica para compreender as alteracdes relacionadas
a colestase. Considerando o acido 2-octenedioico, seus derivados podem passar
por processos de conjugacdo no figado, como a conjugacdo com glicina ou
taurina, formando metabdlitos sollveis em agua. Esses metabdlitos conjugados
geralmente sdo mais facilmente excretados pelos rins, enfatizando a importancia
dos processos de conjugacdo e excrecdo no equilibrio metabdlico. Essas
descobertas sugerem uma possivel associacdo entre disfuncdo na S-oxidacao,
alterac6es nos niveis de carnitina e 0 metabolismo do acido 2-octenedioico em
individuos com colestase e oferece valiosas perspectivas para investigacoes
futuras sobre o impacto dessas alteracdes metabolicas em condicBes hepéticas
colestéticas.

Outros resultados sugerem uma correlacgao positiva entre LPC (16:0)
e LPC (18:1) com algumas acilcarnitinas como a dodecenoilcarnitina (C12:1-
DCAR) - (r=0,79¢e 0,77, p < 0,01, respectivamente), assim como com hexa-2,4-
dienodioilcarnitina (hexa-2,4-DCAR) - (r= 057 e 0,75, p < 0,01,
respectivamente) e nona-2,4,6-trienodioilcarnitina (nona-2,4,6-DCAR) - (r=0,62
e 0,70; p < 0,01, respectivamente), conforme mostrado na FIGURA 6.4. Essas
descobertas sugerem uma associacdo entre carnitinas e LPCs. Essa correlagéo
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positiva entre LPCs e carnitinas ja foi relatada anteriormente por Klouwer et al.
(2017).

7 Conclusdes e Limitagdes do Capitulo 11

O emprego da andlise metabolémica untargeted na andlise de
amostras clinicas de individuos diagnosticados com diferentes tipos de colestase
(CBP, CEP e PFIC3), possibilitou uma cobertura abrangente de metabdlitos com
diferentes polaridades, decorrentes da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-HRMS) nos modos de ionizagdo positivo e
negativo, associados aos modos de separagéo ortogonais RPLC e HILIC.

No geral, foi possivel identificar um perfil metabdlico distinto ao
comparar individuos de cada subtipo de colestase com o grupo controle.
Observamos consistentemente niveis elevados de &cidos biliares, aminoacidos e
acidos graxos no plasma e na urina, bem como concentracOes alteradas de
acilcarnitinas, sugerindo uma tendéncia de aumento no plasma e uma diminuicéo
na urina.

Quanto a diferenciacdo entre os trés tipos de colestase, enfrentamos
desafios significativos nas correlacdes devido a similaridade das patologias.
Notavelmente, pacientes com PFIC3 demonstraram niveis menos elevados de
acidos biliares em comparacdo com os grupos CEP e CBP, o0 que pode ser uma
informacao valiosa para distinguir pacientes com PFIC3 daqueles com CEP, que
ndo apresentam doenca inflamatoria intestinal associada, bem como pacientes
com CBP.

A PFIC3 esté associada a diminuicdo dos niveis de fosfolipidios na
bile devido a muta¢bes no gene ABCB4, que codifica a proteina MDR3
responsavel pela secrecdo de fosfolipidios para a formacdo das micelas da bile.
No entanto, nesse trabalho, ndo observamos alteragOes significativas nos
fosfolipidios nas amostras dos individuos diagnosticados com PFIC3. Esse
resultado pode ser decorrente da administracdo de UDCA.

Para o grupo CBP, observamos niveis diminuidos de
lisofosfolipidios no plasma e do &cido graxo diacilglicerol, além de niveis
reduzidos de citraconato e itaconato, metabolitos relacionados ao ciclo do TCA,
que podem ajudar a diferenciar o CBP das outras doencas colestéaticas.

No caso do grupo CEP, encontramos niveis elevados de bilirrubina,
indicativa de disfuncdo hepatica e das vias biliares. Além disso, observamos
niveis diminuidos de p-cresol sulfato, relacionado a toxinas urémicas, e niveis
elevados de tirosina, sugerindo uma desregulacdo em metabdlitos toxicos
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urémicos. O hipurato, associado a funcdo renal e hepatica, foi encontrado em
niveis reduzidos no plasma e na urina.
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TABELA I. Relacdo de todos os metabolitos putativamente identificados nas
analises de plasma de individuos com CBP vs. CS, apresentadas no Capitulo I,
adquiridas por anéalises de LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC (ESI +/-)

(continuacgio).

massa composto ID m/Zexp ion erro eluicao

tedrica (ppm)
(Da)
312,2301 (E)-13-Hydroxy-10-oxo-11- HMDB0040900 311,2224 [M-H] 1 HILIC (-)
octadecenoic acid
481,3532 1-O-Hexadecyl-sn-glycero-3- HMDB0243890 482,3595 [M+H] 2 HILIC (+)
phosphocholine
426,3709 1-O-Isopentyl-3-O-octadec-2- HMDB0302897 | 425,3641 [M-H] 1 RPLC (-)
enoyl glycerol

154,0266 2,6-Dihydroxybenzoic acid HMDB0013676 153,0196 [M-H] 2 HILIC (-)
214,0300 4-Allylphenol sulfate HMDB0170765 213,0232 [M-H] 2 RPLC (-)
203,1158 Acetylcarnitine HMDB0240771 204,1223 [M+H] 4 RPLC (+)
161,0510 Allyl cysteine HMDB0248164 | 162,0581 [M+H] 2 HILIC (+)
246,0852 Aspartylhydroxyproline HMDB0011160 | 247,0949 [M+H] 6 RPLC (+)
584,2635 Bilirubin HMDB0000054 585,2677 [M+H] 5 HILIC (+)
392,2926 Chenodeoxycholic acid HMDB0000518 391,2852 [M-H] 1 RPLC (-)
466,3116 Cholesterol sulfate HMDB0000653 465,3033 [M-H] 2 RPLC (-)
408,2875 Cholic acid LMST04010001 373,2713 [M+H-2H20] 10 RPLC (+)
240,0238 Cystine HMDB0000192 241,0309 [M+H] 1 HILIC (+)
240,0238 Cystine HMDB0000192 239,0168 [M+FA-H] 1 HILIC (-)
368,1657 DHEA -S HMDB0001032 367,1578 [M-H] 2 RPLC (-)
292,0906 Edetic acid HMDB0015109 583,1742 [M-H] RPLC (-)
529,2709 GCDCA 3-sulfate HMDBO0341325 528,2633 [M-H] 1 RPLC (-)
625,3462 GCDCA 3-glucuronide HMDBO0002579 626,3527 [M+H] 1 RPLC (+)
449,3141 GDCA HMDB0000631 448,3063 [M-H] 1 RPLC (-)
449,3141 GDCA HMDB0000631 432,3098 [M+H-H20] 3 RPLC (+)
513,2760 GLCA 3-sulfate HMDB0062801 512,2677 [M-H] 2 RPLC (+/ -)
234,0852 Glutamylserine HMDB0028828 217,0820 [M+H-H20] 2 HILIC (+)
155,0695 Histidine HMDBO0034267 | 156,0766 [M+H] 1 HILIC (+)
90,0317 Lactic acid HMDB0000190 89,0244 [M-H] 0 HILIC (-)
519,3325 LPC(18:2) HMDB0010386 | 520,3399 [M+H] 0 HILIC (+)
495,3324 LPC(16:0) HMDB0256091 | 496,3408 [M+H] 2 HILIC (+)
521,3481 LPC(18:1) HMDB0002815 | 520,3466 [M+H] 3 RPLC (+)
519,3324 LPC(18:2) HMDB0010386 | 564,3311 [M+FA-H] 1 RPLC (-)
549,3794 LPC(20:1) HMDB0010391 | 594,3777 [M+FA-H] 0 RPLC (-)
543,3325 LPC(20:4) HMDB0010395 588,3307 [M+FA-H] 0 RPLC (-)
541,3168 LPC(20:5) HMDB0010397 586,3145 [M+FA-H] 7 RPLC (-)
567,3325 LPC(22:6) HMDB0010404 | 602,3016 [M-CI] 0 RPLC (-)
479,3376 LPC(P-16:0) or LPC(0-16:1) HMDB0010407 | 524,3359 [M+FA-H] 0 RPLC (-)
507,3689 LPC(P-18:0) or LPC(0-18:1) HMDB0013122 | 552,3662 [M+FA-H] 2 RPLC (-)
451,2699 LPE(16:1) HMDB0011504 450,2612 [M-H] 3 RPLC (-)
147,0532 N-acetylserine HMDB0002931 189,0866 [M+H-ACN] 2 RPLC (+)
415,3086 N-Eicosapentaenoyl Isoleucine HMDB0242073 416,3123 [M+H] 8 RPLC (+)
282,2558 Oleic acid HMDBO0000207 281,2488 [M-H] 1 RPLC (-)
256,2402 Palmitic acid HMDB0000220 323,2197 [M-H+HCOONa] 2 RPLC (-)
733,5622 PC(16:0/16:0) HMDB0245715 778,5599 [M+FA-H] 1 HILIC (-)
783,5778 PC(20:3/16:0) HMDB0008364 828,5747 [M+FA-H] 1 RPLC (-)
779,5465 PC(20:5/16:0) HMDB0008495 | 824,5455 [M+FA-H] 3 RPLC (-)
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TABELA 1. Relagdo de todos os metabolitos identificados nas amostras de
plasma de CBP vs. CS, apresentadas no Capitulo I, adquiridas por anélises de
LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC (ESI +/-).

massa composto ID m/Zexp ion erro eluicao
tedrica (ppm)
(Da)

567,3324 PC(22:0/6 ceto-PGF1lalpha) HMDB0287791 568,3393 [M+H] 1 RPLC (+)
284,0896 p-cresol glucuronide HMDB0011686 283,0816 [M-H] 3 HILIC (-)
264,1110 Phenylacetylglutamine HMDB0006344 263,1026 [M-H] 4 RPLC (-)
217,1314 Propionylcarnitine HMDB0000824 218,1383 [M+H] 2 RPLC (+)
244,0695 Pseudouridine HMDB0000767 243,0624 [M-H] 1 HILIC (-)
730,5988 SM(d18:1/18:0) HMDB0001348 731,6058 [M+H] 0 HILIC (+)
341,2566 trans-2-Dodecenoylcarnitine HMDB0013326 342,2639 [M+H] 0 RPLC (+)
244,0695 Uridine HMDB0000296 279,0394 [M+Cl] 0 HILIC (-)
392,2926 Ursodeoxycholic acid HMDB0246080 437,2901 [M+FA-H] 2 RPLC (-)
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TABELA Il. Analises estatisticas comparando-se amostras de plasma dos grupos
CBP e CS (p<0,05eq<0,05) e aanalise do efeito da idade sobre cada metabolito

analisado (p < 0,05) (continuacéo).

Test of Homog, Non .
Normality Test o_f of parametric Age
Biochemical N(J(Lr;i;lty Variance test p-Value | g-Value | Effects
Name (Cs) Let\::le Mann (p<0,05) | (p<0,05) > <0,05
0>0,05) | P93 | (0.0.05) ‘(':::;:‘)’ '
Cystine 0,3492 0,9486 0,8460 0,0000 | 0,0000 | 0,3580
Allyl cysteine 0,0697 0,0726 0,2916 0,0000 0,0000 0,9660
Aspartylhydroxy 0,3523 0,0790 0,9593 0,0000 | 0,0000 | 0,6660
proline
Glutamylserine 0,9528 0,6802 0,9035 0,0000 | 0,0000 | 0,1340
N-acetylserine 0,9561 0,9839 0,5362 0,0014 | 0,0020 | 0,8200
Histidine 0,2344 0,2623 0,5460 0,0000 | 0,0000 | 0,9110
p-cresol glucuronide 0,7006 0,8076 0,5994 0,0064 | 0,0084 | 0,6970
Pgﬁj’l‘;ﬁfsteyl 0,3235 0,7386 0,8298 0,0140 | 0,0160 | 0,6170
Pseudouridine 0,5179 0,0668 0,4115 0,0000 | 0,0000 | 0,1530
Uridine 0,0497 0,4601 0,2997 0,0000 | 0,0000 | 0,4870
Bilirubin 0,4036 0,1705 0,4821 0,0068 | 0,0086 | 0,2850
Lactic acid 0,6979 0,7405 0,7051 0,0002 | 0,0003 | 0,1910
4-allylphenol sulfate 0,5682 0,2769 0,3352 0,0012 | 0,0019 | 0,5670
2,6-Dihydroxybenzoic acid 0,9846 0,9748 0,0529 0,0000 | 0,0000 | 0,5920
trans-2-Dodecenoylcarnitine 0,1412 0,1402 0,2963 0,0125 0,0147 0,6620
Propionylcarnitine 0,5173 0,6680 0,1440 0,0009 | 0,0013 | 0,4840
Acetylcarnitine 0,9983 0,1866 0,6147 0,0000 | 0,0000 | 0,7960
Oleic acid 0,4970 0,4573 0,6359 0,0000 | 0,0000 | 0,5180
Palmitic acid 0,2430 0,4447 0,4775 0,0000 | 0,0000 | 0,3720
(E”fc;ﬁl'f:nyo.lfai.?“ 0,8193 0,8137 0,6205 0,0000 | 0,0000 | 0,4080
N'Eiclz ZT:S;?:”C’VI 0,0001 0,0120 0,0425 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,6610
1-O-lsopentyl-3-O-octadec-2- | ) 708 | (5369 | 06265 0,0363 | 0,0388 | 0,4590
enoyl glycerol
Cholesterol sulfate 0,1426 0,3112 0,1615 0,0001 | 0,0003 | 0,5460
PC(16:0/16:0) 0,3488 0,0768 0,0870 0,0000 | 0,0000 | 0,5340
PC(20:3/16:0) 0,5187 0,2707 0,2328 0,0002 | 0,0003 | 0,8800
PC(20:5/16:0) 0,5272 0,6623 0,7562 0,0031 | 0,0045 | 0,7420
PC(22:0/6 keto-PGFlalpha) 0,4975 0,5066 0,8807 0,0079 | 0,0100 | 0,6340
LPC(16:0) 0,1434 0,5583 0,1969 0,0000 | 0,0000 | 0,5160
LPC(18:1) 0,5269 0,7467 0,1656 0,0000 | 0,0000 | 0,1330
LPC(18:2) 0,2496 0,4408 0,2006 0,0000 | 0,0000 | 0,9170
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TABELA Il. Analises estatisticas comparando-se amostras de plasma dos grupos
CBP e CS (p < 0,05 e q <0,05) e a andlise do efeito da idade sobre cada

metabolito analisado (p < 0,05).

Hom.ogen Non
eity arametric
Test of Test of of P test Age
Biochemical Normality | Normality | Variance p-Value | g-Value Effegcts
Name (cs) (CBP) (p<0,05) | (p<0,05)
(p>0,05) | (p>0,05) | Levene Mann p=<0,05
P>5 P>5 Whitney
test (p<0,05)
(0>0,05) Pt
LPC (20:1) 0,0249 0,1188 0,4518 0,0001 0,0001 0,8840
LPC(20:4) 0,6111 0,4589 0,1574 0,0240 0,0273 0,7990
LPC(20:5) 0,8835 0,8586 0,1073 0,0023 0,0034 0,1810
LPC(22:6) 0,7373 0,6537 0,2651 0,0002 0,0004 0,8700
LPC(P-16:0) or LPC(O-16:1) 0,6841 0,2816 0,1341 0,0023 0,0068 0,4670
LPC(P-18:0) or LPC(0-18:1) 0,1378 0,1179 0,0830 0,0060 0,0090 0,2590
1-0-Hexadecyl-sn-glycero-3- | )55 0,0704 0,0002 0,0120 0,0120 | 0,0340 | 0,8990
phosphocholine
LPE(16:1) 0,0004 0,5618 0,1047 0,0000 0,0000 0,1780
Cholic acid (CA) 0,3315 0,1848 0,9819 0,006 0,0098 0,1630
CDCA 0,2725 0,6396 0,0176 0,0005 0,0005 0,0008 0,6310
UDCA 0,6173 0,2114 0,1128 0,0000 0,0000 0,3620
GDCA 0,7481 0,8112 0,2365 0,0000 0,0000 0,3350
GCDCA 3-glucuronide 0,6992 0,4370 0,0354 0,0000 0,0000 0,0000 0,7490
GUDCA 3-sulfate 0,1154 0,8145 0,4003 0,0000 0,0000 0,2480
GLCA 3-sulfate 0,3518 0,0002 0,0160 0,0000 0,0000 0,0000 0,5820
SM(d18:1/18:0) 0,1426 0,0238 0,7995 0,0004 0,0007 0,9960
DHEA-S 0,4191 0,8111 0,0877 0,0000 0,0000 0,0420
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TABELA 11l. Relagdo de todos os metabolitos putativamente identificados nas
amostras de urina, adquiridas por anélises de LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC
(ESI +/-) (continuacao).

massa tedrica composto ID m/Zexp ion erro eluicao
(Da) (ppm)

281,1124 1-methyladenosine HMDBO0003331 | 282,1198 [M+H] 0 HILIC (+)
282,0964 1-methylinosine HMDB0002721 | 283,1036 [M+H] 0 HILIC (+)
118,063 2-ethylhydracrylate HMDB0000396 | 117,0555 [M-H] 4 RPLC (-)
132,0786 2-hydroxy-3-methylvalerate HMDB00317 131,071 [M-H] 3 RPLC (-)
118,0629 2-hydroxyvalerate HMDB0001863 | 117,0553 [M-H] 2 HILIC (-)
297,1073 2-methylguanosine HMDBO0005862 | 298,1136 [M+H] 3 HILIC (+)
285,194 2-Octenoylcarnitine HMDB0013324 286,201 [M+H] 1 HILIC (+)
99,0684 2-Piperidinone HMDB0011749 | 100,0755 [M+H] 6 RPLC (+)
168,0534 2-Pyrroloylglycine HMDB0059778 | 169,0602 [M+H] 1 RPLC (+)
268,1311 3-CMPFP HMDB0061643 | 267,1237 [M-H] 1 RPLC (-)
303,2046 3-Hydroxyoctanoyl carnitine HMDB0061634 | 304,2113 [M+H] 2 RPLC (+)
169,0851 3-Methylhistidine HMDB0000479 | 170,0925 [M+H] 1 HILIC (+)
166,0491 3-methylxanthine HMDB0001886 | 167,0563 [M+H] 0 HILIC (+)
591,225 4-Hydroxyestrone-2-S-glutathione HMDB0012780 | 220,0632 [M+3Na] 5 RPLC (+)
183,0531 4-Pyridoxate HMDB00017 182,0452 [M-H] 4 RPLC (-)
246,0851 5,6-dihydrouridine HMDB0000497 | 247,0924 [M+H] 0 HILIC (+)
532,3069 S5beta-Cyprinolsulfate HMDB0006888 | 265,1471 [M-2H] 3 RPLC (-)
329,2202 6-Keto-decanoylcarnitine HMDB0013202 | 330,2272 [M+H] 1 RPLC (+)
313,2253 9-Decenoylcarnitine HMDB0013205 | 314,2319 [M+H] 2 RPLC (+)
161,0688 Acetylhomoserine HMDB0029423 | 162,0756 [M+H] 3 RPLC (+)
158,044 Allantoin HMDB0000462 | 157,0365 [M-H] 1 HILIC (-)
195,0532 alpha-Hydroxyhippurate HMDB0002404 | 194,0457 [M-H] 1 RPLC (-)
466,2566 Androsterone glucuronide HMDB0002829 | 467,2615 [M+H] 5 RPLC (+)
174,1116 Arginine HMDBO0000517 | 175,1188 [M+H] 1 HILIC (+)
155,0695 beta-(Pyrazole-1-yl)-alanine HMDB0034267 | 156,0767 [M+H] 0 HILIC (+)
161,1051 Carnitine HMDBO0000062 | 162,1124 [M+H] 0 RPLC (+)
189,9936 catechol sulfate HMDBO0059724 | 188,9859 [M-H] 1 RPLC (-)
584,3197 Cholic acid glucuronide HMDBO0002577 | 583,3117 [M-H] 1 RPLC (-)
130,0266 Citraconate HMDBO0000634 | 129,0193 [M-H] 0 HILIC (-)
113,0589 Creatinine HMDBO0000562 | 114,0665 [M+H] 3 HILIC (+)
449,3141 DCA 3-glucuronide HMDB0000631 | 569,3312 [M+H-H,0] 1 RPLC (+)
202,1429 dimethylarginine HMDBO0001539 | 203,1505 [M+H] 1 HILIC (+)
334,2871 Docosatrienoate HMDB0002823 334,309 [M+NH4-H,0] 6 RPLC (+)
174,1368 Ethyl lysine HMDB0252051 175,144 [M+H] 1 HILIC (+)
246,1216 gamma-Glutamylvaline HMDB0011172 | 247,1287 [M+H] 2 RPLC (+)
625,3462 GCDCA 3-glucuronide HMDBO0002579 | 626,3532 [M+H] 1 RPLC (+)
625,3462 GCDCA 3-glucuronide HMDBO0002497 | 528,2639 [M-H] 0 RPLC (-)
529,2709 GCDCA 3-sulfate HMDBO0002497 | 528,2639 [M-H] 0 RPLC (-)
449,3141 GDCA LMST05030006 | 432,3111 [M+H-H,0] 3 RPLC (+)
433,3192 GLCA HMDBO0000698 | 416,3162 [M+H-H20] 0 RPLC (+)
179,0582 Hippurate HMDBO0000714 | 178,0521 [M-H] 2 HILIC (-)
155,0694 Histidine HMDBO0000177 | 156,0763 [M+H] 5 RPLC (+)
262,0147 Homovanillate sulfate HMDB0011719 | 261,0072 [M-H] 1 RPLC (-)
351,0954 Indole-3-acetic-acid-O-glucuronideo | HMDB0060001 | 350,0872 [M-H] 3 HILIC (-)
309,0848 Indoxyl glucuronide HMDB0010319 | 308,0762 [M-H] 4 RPLC (-)
131,0946 Isoleucine HMDB0000172 | 132,1019 [M+H] 1 HILIC (+)



http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0012780
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00017
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0000634
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0000562
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TABELA I11. Relagdo de todos os metabdlitos identificados nas amostras de urina,
adquiridas por analises de LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC (ESI +/-).

massa tedrica composto ID m/Zexp ion erro eluicao
(Da) (ppm)

131,0946 Leucine HMDB0013773 132,102 [M+H] 1 RPLC (+)
188,1525 N6,N6,N6-Trimethyl-L-lysine HMDB0001325 | 189,1596 [M+H] 1 HILIC (+)
204,0092 O-methoxycatechol-O-sulphate HMDB0060013 | 203,0012 [M-H] 4 RPLC (-)
180,0647 Paraxanthine HMDBO0001860 | 181,0718 [M+H] 1 RPLC (+)
173,9986 Phenol sulphate HMDB0060015 | 172,9914 [M-H] 1 RPLC (-)
165,0789 Phenylalanine HMDBO0000159 | 166,0861 [M+H] 1 HILIC (+)
85,0891 Piperidine HMDB0034301 86,0966 [M+H] 5 RPLC (+)
115,0633 Proline HMDB0000162 | 116,0704 [M+H] 2 HILIC (+)
244,0695 Pseudouridine HMDBO0000767 | 279,0388 [M+CI] 0 HILIC (-)
182,999 Saccharin HMDBO0029723 | 181,9911 [M-H] 3 RPLC (-)
105,0426 Serine HMDBO0003406 | 106,0498 [M+H] 1 HILIC (+)
513,276 Sulfoglycolithocholic acid HMDB0062801 | 512,2685 | [M-H] 0 RPLC (-)
180,0647 Theobromine HMDB0002825 | 181,0718 [M+H] 1 HILIC (+)
136,0372 Threonate HMDBO0000943 | 135,0297 [M-H] 1 HILIC (-)
174,0164 trans-aconitate HMDBO0000072 | 173,0087 [M-H] 3 RPLC (-)
60,0324 Urea HMDB0000294 | 121,0719 [2M+H] 1 RPLC (+)
138,0429 Urocanate HMDBO0000301 | 139,0502 [M+H] 0 HILIC (+)
117,079 Valine HMDB0000883 | 118,0879 [M+H] 5 RPLC (+)
284,0757 Xanthosine HMDB0000299 283,068 [M-H] 1 RPLC (-)



https://massbank.eu/MassBank/RecordDisplay?id=RP000401
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TABELA V. Relacdo de todos os metabolitos identificados nas amostras de urina,
adquiridas por analises de LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC (ESI +/-).
Analises estatisticas foram conduzidas comparando os grupos CBP e CS (p < 0,05
e < 0,05) e o efeito da idade (p < 0,05). (continuacgao).

Non
Test of Test of Homogeneity | parametric
Biochemical Not;g\sa)l ity No(r ;z;\)l)lty ::‘);ar:‘;a:ecset I\:I:\Sr:n p-Value g-Value
Name : (p<0,05) | (q<0,05) | Effects
Whitney Age
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
(p<0,05) (P<0,05)
Carnitine 0,4789 0,3929 0,3432 2,54E-05 4,07E-04 0,4597
9-Decenoylcarnitine 0,5366 0,0968 0,2566 1,13E-03 7,63E-03 0,4302
3-Hydroxyoctanoyl
carnitine 0,0243 0,0006 0,7261 1,51E-02 3,32E-02 0,4038
6-Keto-
decanoylcarnitine 0,9170 0,9997 0,8485 6,53E-04 5,76E-03 0,8161
2-Octenoylcarnitine 0,1384 0,2110 0,6511 9,85E-04 6,44E-03 0,5823
Docosatrienoate 0,9934 0,2916 0,1495 2,56E-03 7,97E-03 0,5469
3-CMPFP 0,7521 0,2387 0,7616 1,49E-03 8,64E-03 0,1438
Androsterone
glucuronide 0,9896 0,9854 0,8299 1,75E-05 8,56E-05 0,4610
4-Hydroxyestrone-2-S-
glutathione 0,4565 0,9891 0,0941 5,27E-04 6,10E-03 0,6196
Sbeta-Cyprinolsulfate 0,3922 0,9748 0,4558 4,07E-05 1,69E-03 0,1026
DCA 3-glucuronide 0,9856 0,1472 0,3559 3,55E-05 6,61E-04 0,6115
GDCA 0,7969 0,1289 0,5138 3,12E-04 5,42E-03 0,7265
GCDCA 0,9200 0,9439 0,6657 3,78E-06 3,39E-05 0,1156
GCDCA 3-sulfate 0,8313 0,2894 0,3073 4,65E-17 1,36E-02 0,9685
GLCA 0,3759 0,6102 0,3258 1,10E-03 3,39E-02 0,3830
Phenylalanine 0,6764 0,3310 0,9219 1,03E-09 1,86E-08 0,2178
beta-(Pyrazole-1-yl)-
alanine 0,1021 0,0991 0,0678 2,74E-09 2,03E-08 0,8374
Arginine 0,6454 0,7625 0,8502 1,79E-06 3,22E-05 0,8788
dimethylarginine 0,3382 0,2010 0,2891 1,44E-08 | 2,71E-07 | 0,7247
Histidine 0,5759 0,9837 0,7037 7,63E-04 | 6,78E-03 | 0,0419
3-Methylhistidine 0,0764 0,1633 0,5340 1,47E-11 1,69E-10 0,5724
Urocanate 0,1900 0,6186 0,8967 2,33E-03 7,80E-03 0,3597
Leucine 0,4719 0,0010 0,4901 1,5E-06 1,50E-06 4,58E-06 -
Isoleucine 0,3286 0,9252 0,8774 5,64E-09 2,54E-07 0,5469
N6,N6,N6-Trimethyl-L-
lysine 0,0980 0,3292 0,5385 3,83E-09 2,37E-08 0,6765
ethyl lysine 0,9947 0,7796 0,9577 2,73E-05 3,90E-04 0,3156
Proline 0,9507 0,9407 0,3509 2,26E-05 5,08E-05 0,4205
Serine 0,1301 0,1332 0,4016 1,52E-07 2,88E-06 0,8943
Phenol sulphate 0,2494 0,7813 0,0441 2,07E-04 4,92E-04 0,0146
Valine 0,9022 0,6020 0,0429 4,54E-03 8,14E-03 0,0288
Urea 0,9553 0,9971 0,1241 3,70E-04 2,88E-03 0,1285
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TABELA 1V. Relacéo de todos os metabolitos identificados nas amostras de
urina, adquiridas por analises de LC-HRMS nos modos RPLC e HILIC (ESI +/-
). Analises estatisticas foram conduzidas comparando os grupos CBP e CS
(p<0,05 e g <0,05) e o efeito da idade (p < 0,05).

Non
Test of Test of Homogeneity | parametric
siochemical | MTSIY | NUTEN | Cevenetest | mamn | PAve | aValue | oo
Name Whitney (p<0,05) (q<0,05) Age
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
(p<0,05) (p<0,05)
1-Methyladenosine 0,0757 0,6750 0,8997 6,23E-12 1,53E-11 0,5981
2-Methylguanosine 0,7728 0,1095 0,9495 6,34E-07 3,05E-06 0,9278
Pseudouridine 0,7856 0,5286 0,1766 1,34E-02 3,83E-02 0,0580
5,6-Dihydrouridine 0,0073 0,1291 0,3358 5,9E-09 5,98E-09 6,78E-08 -
trans-aconitate 0,8920 0,9779 0,6374 2,24E-05 8,47E-04 0,1576
Indole-3-Acetic-acid-O-
glucuronide 0,7942 0,7942 0,4943 4,57E-03 8,31E-03 0,8947
4-Pyridoxate 0,9461 0,9291 0,7442 1,07E-03 1,02E-02 0,3751
Piperidine 0,1761 0,8272 0,4261 1,34E-03 6,95E-03 0,7962
2-Piperidinone 0,8219 0,8916 0,8534 1,94E-04 4,75E-04 0,9172
Saccharin 0,0884 0,4081 0,1885 6,68E-04 2,71E-03 0,3291
O-methoxycatechol-O-
sulfate 0,9536 0,4340 0,2571 1,29E-05 3,73E-05 0,7161
a-Hydroxyhippuric acid 0,6729 0,0923 0,3230 1,70E-04 4,58E-04 0,6521
Catechol sulfate 0,3555 0,4736 0,7732 2,89E-04 5,25E-04 0,8959
3-Methylxanthine 0,8751 0,3652 0,22885 2,24E-03 7,29E-03 0,4751
Theobromine 0,7613 0,0770 0,27168 6,42E-04 1,19E-03 0,7630
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APENDICE II
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TABELA V. Metabdlitos putativamente identificados em amostras de plasma de
CBP, CEP e PFIC3, discutidos no Capitulo 11, obtidos das analises de LC-HRMS
nos modos de separagdo RPLC e HILIC e nos modos de ionizagao (ESI +/-)

(continuacgio).
massa composto ion M/Zexy eluicao ID Score Erro
teodrica
(Da) Score | (Frag.) | (ppm)
10-hidroxidodecanoil
359,2671 carnitina [M+H-H,0]* | 342,2631 | RPLC (+) HMDB0241300 | 45,7 32,1 | -2,30
Acido 13-
312,23 hidroperoxilinoleico [M-H]- 311,2224 | HILIC(-) HMDB0003871 39 99,1 -1,14
281,1124 1-Metiladenosina [M+H]* 282,1193 | HILIC (+) HMDB0003331 | 47,1 37,2 -1,18
118,0742 | 2,A-Diaminobutirato | [M+H-H20]* | 83,0602 | HILIC (+) HMDB0002362 | 39,4 55,11 | -1,66
155,0694 APPA [M-H] 190,0380 | HILIC (-) HMDB0034267 37 5,4 4,98
2-Amino-3-metil-1-
103,0997 butanol [M+H]* 104,1068 | RPLC (+) HMDB0244984 | 42,5 14,9 | -1,67
172,0735 | Acido 2-Octenedidico | [M-H]- 171,0664 | RPLC (-) HMDB0000341 | 49,2 48 0,72
148,0194 2-OMe-4-MTBA [M+CI]- 182,9888 | RPLC (-) HMDB0001553 | 38,1 1,5 1,28
392,2926 DHCA [M+FA-H]- 437,2888 | RPLC (-) HMDB0246080 | 40,3 98,9 -4,65
3-Hidroximetil [M+H-
162,0528 glutarato 2H,0]* 127,0390 | HILIC (+) HMDB0000355 | 44,2 25,7 | -0,12
131,0582 4-Hidroxiprolina [M+H]* 132,0653 | HILIC (+) HMDB0000725 | 38,9 52,8 | -1,65
4-Hidroxibenzoil
300,0845 glicose [M-H,0-H]- | 281,0669 | RPLC (-) HMDB0303022 | 41,7 | 11,11 | 0,85
Acido 4-
180,0423 | hidroxifenilpirdvico | [M+H]* 180,0647 | RPLC (+) HMDB0000707 | 46,6 0,2 1,57
194,0942 4-MeO-BzPro [M-H]- 193,0870 | RPLC (-) HMDB0034990 | 43,9 22,2 -0,08
5-Hidroxidec-3- [M+H-
329,2202 enoilcarnitina 2H,0]* 294,2059 | RPLC (+) HMDB0241075 | 47,2 41,4 | -1,32
304,4304 THHA [M+H-H,0]* | 287,2211 | RPLC (+) CB000003 42,7 21,3 | -1,88
Acido 3-hidroxi-2-
162,0528 metilglutarico [M+H]* 163,0598 | HILIC (+) HMDB0029169 | 41,3 9,6 -1,68
144,0422 3-HAL [M+H]* 145,0494 | HILIC (+) HMDB0029171 | 42,7 17,7 | -1,11
Acido 3-
132,0786 Hidroxihexandico [M-H] 131,0715 | RPLC (-) HMDB0061652 | 40,7 7,5 1,25
Acido 3-
118,0629 Hidroxiisovalérico [M-H]- 117,0557 | RPLC (-) HMDB0000754 46 70,77 | 0,14
129,0789 Acido Pipecdlico [M+FA-H]- 174,0776 | RPLC (-) HMDB0000716 | 41,8 17 3,52
88,016 Acido Piravico [M-H]- 87,0087 | HILIC (-) HMDB0000243 | 38,9 12,7 | -1,19
138,0429 Urocanato [M+H]* 139,0502 | HILIC (+) HMDB0000301 | 39,2 42,7 | -1,88
174,0164 Aconitato [M-H]- 173,0092 | HILIC (-) HMDB0000072 | 43,6 19,4 0,02
161,051 Alilcisteina [M+H]* 162,0579 | HILIC (+) HMDB0034323 | 39,5 12,4 | -2,66
133,0375 Acido Aspartico [M-HJ 132,0301 | HILIC (-) HMDB0000191 | 39,3 | 47,52 | -0,86
118,0867 Betaina [M+H]* 118,0863 | RPLC (+) HILIC001794 44,2 21,9 | -0,02
584,2634 Bilirrubina [M-HJ 583,2578 | RPLC (-) HMDB0000054 | 39,5 43 2,40
193,0772 | Sulféxido Butilcisteina | [M+H-H,0]* | 176,0736 | HILIC (+) HMDB0302178 | 41,7 | 11,5 | -1,69
161,1051 Carnitina [M+H]* 162,1123 | HILIC (+) HMDB0000062 | 51,9 61,3 | -1,11
374,282 Acido Colénico [M+ACN+N]* | 438,2964 | RPLC (+) HMDBO0000308 | 36,9 0,7 -3,79




159

TABELA V. Metabolitos putativamente identificados em amostras de plasma de
CBP, CEP e PFIC3, discutidos no Capitulo Il, obtidos das anéalises de LC-HRMS
nos modos de separacdo RPLC e HILIC e nos modos de ionizagdo (ESI +/-)

(continuacao).

massa composto ion m/Zexp elui¢do ID

tedrica Score Score Erro
(Da) (Frag.) | (ppm)
104,1075 Colina [M+H]+ 104,1070 | RPLC (+) HMDB0000097 | 42,5 | 99,41 | -1,67
113,0589 Creatinina [M+H]* 114,0666 | RPLC (+) HMDB0000562 | 41,5 13 3,96
240,0238 Cistina [M+H]* 241,0313 | HILIC (+) HMDB0250712 | 36,5 42,8 0,52
449,3141 GDCA [M+H-H,0]* | 414,2996 | RPLC (+) HMDB0000631 48 78,56 | -1,52
450,2617 DG(2:0/PGJ2) [M-H]- 449,2537 | RPLC (-) HMDB0296921 | 40,7 957 | -0,48
341,2566 | Dodecenoilcarnitina | [Mm+cl]- 376,2255 | RPLC (-) HMDB0251567 | 39,5 1,3 -1,36
301,2980 Esfinganina [M+H]* 302,3049 | RPLC (+) HMDB0000269 | 45,4 29,7 -1,37
351,2174 | Esfingosina 1-fosfato | [M-HJ- 350,2099 | RPLC (-) HMDB0060061 | 40,3 4,47 -0,84
272,1776 Estradiol [M+H]* 273,1843 | RPLC (+) HMDB0000151 | 43,2 21,9 | -2,10
165,0789 Fenilalanina [M-HJ- 164,0716 | RPLC (-) HMDB0250791 | 50,8 55,1 | -0,87
180,0633 Galactose [M+Na]* 203,0527 | RPLC (+) HMDB0033704 | 39,8 2,5 -2,00
204,0746 y-glutamilglicina [M+H-H,0]* | 187,071 | HILIC (+) HMDB0011667 | 49,1 49,1 -1,50
294,1215 | y-Glutamilfenilalanina | [M+H]* 295,1286 | RPLC (+) HMDB0000594 | 48,3 46,6 | -1,01
179,0793 Glucosamina [M+NH,]* 180,0864 | HILIC (+) HMDB0001514 | 43,6 29,3 | -1,23
180,0633 Glucose [M-H]- 179,0561 | HILIC (-) HMDB0000122 | 43,5 19,9 | -0,12
147,0531 Acido Glutamico [M+H]* 148,0602 | HILIC (+) HMDB0000148 | 41,9 99,1 | -1,42
146,0691 Glutamina [M+H-H,0]* | 129,0658 | HILIC (+) HMDB0000641 | 51,1 573 | -0,67
625,3462 | GCDCA 3-glicuronideo | [M+H]* 626,3531 | RPLC (+) HMDBO0002579 | 51,5 60 -0,66
465,3081 Acido Glicocdlico [M+H]* 466,3159 | RPLC (+) HMDB0000138 | 46,8 37,1 | -1,92
641,3411 | GCA 3-glicuronideo | [M+H]* 642,3483 | RPLC (+) LMST05010023 | 33,6 45 0,19

[M+H-
172,0847 Glicilprolina 2H,0]* 137,0705 | HILIC (+) HMDB0000721 | 48,7 48 -2,57
74,0003 Acido Glioxilico [M-H]- 72,9932 | HILIC (-) HMDB0000119 | 39,3 0 0,57
Hexa-2,4-

285,1212 | dienedioylcarnitina | [M-H,0-H]- | 266,103 | RPLC(-) HMDB0241673 | 42,6 17,2 | -1,26
260,1861 Hexanoilcarnitina [M+Na]* 283,1745 | RPLC (+) HMDB0000756 39 1,2 -3,41
179,0582 Hipurato [M-H]- 178,0503 | RPLC (-) HMDB0000714 | 46,6 | 94,69 | 4,32
155,0694 Histidina [M-H]- 154,0621 | HILIC (-) HMDB0000177 | 39,7 0 -0,74
212,0909 Histidilglicina [M+H-H,0]* | 195,0873 | HILIC (+) HMDB0028885 | 51,7 60,5 | -1,45
130,0266 Itaconato [M-H]- 129,0193 | HILIC (-) HMDB0002092 | 39,6 9,8 0,08
90,0316 Acido Lactico [M-H]- 89,0243 | HILIC () HMDB0000190 | 39,6 | 80,03 | -0,86
131,0946 Leucina [M-H]- 130,0874 | RPLC (-) HMDB0000687 | 41,6 | 94,06 | 2,33
424,3421 Linoleil Carnitina M]* 424,3415 | RPLC (+) HMDBO0006469 | 38,4 | 99,67 | -1,42
433,3192 Acido glicolitocélico [M+H-H20]* | 416,3151 | RPLC (+) HMDBO0000698 49,3 51,4 -1,99
495,3324 LPC(16:0) [M-H]- 554,3437 | RPLC (-) HMDB0240262 | 38,3 84,5 | -4,74
523,3637 LPC(18:0) [M+H]* 524,3707 | HILIC (+) HMDB0010384 | 58,3 939 | -0,71
521,3481 LPC(18:1) [M+H]* 522,3543 | RPLC (+) HMDB0002815 | 35,3 | 93,76 | -2,09
165,0459 Met-SO [M+H-H,0]* | 148,0424 | HILIC (+) HMDB0002005 | 40,1 588 | -1,92
148,0735 Acido Mevalénico [M+H-H,0]* | 113,0604 | RPLC (+) HMDB0000201 | 37,5 19,5 4,46
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TABELA V. Metabolitos putativamente identificados em amostras de plasma de
CBP, CEP e PFIC3, discutidos no Capitulo Il, obtidos das anéalises de LC-HRMS
nos modos de separagao RPLC e HILIC e nos modos de ionizacdo (ESI +/-).

massa composto ion m/Zexp elui¢do ID

tedrica Score Score Erro

(Da) (Frag.) | (ppm)
130,0629 Mevalonolactona [M-H]- 129,0559 | RPLC(-) HMDB0006024 41,5 12,8 1,29

203,1157 N-Acetilcarnitina [M+H]* 204,1231 | RPLC (+) HMDB0000201 43,6 99,95 0,47

189,0637 N-Acetil-glutamato [M]* 189,0865 | RPLC (+) HMDB0001138 49,6 51,3 -2,58

N-Eicosapentaenoil
415,3086 Leucina [M+H]* 416,3154 | RPLC (+) HMDB0242074 41,5 11,8 -1,35
387,2443 N-Linoleoil Taurina [M+H]* 388,2533 | RPLC (+) LMFA08020138 37,1 0,007 4,50
N-methyl-beta-
101,0476 alanina [M+H]* 102,0544 | HILIC (+) HMDB0304427 18,2 20,1 -2,94
Nona-2,4,6-

295,1783 Trienoilcarnitina [M-H,0-H]- 276,1604 | RPLC(-) HMDBO0241779 41,6 11,9 -0,46
254,2245 Acido Palmitoléico [M-H]- 253,2178 | RPLC(-) HMDB0003229 37,3 99,99 1,94

733,5621 PC(16:0/16:0) [M+FA-H]- 778,5617 | HILIC (-) HMDBO0245715 52 91 2,00

188,0143 Sulfato de p-Cresol [M-H]- 187,0077 | RPLC(-) HMDB0011635 47,5 84,46 3,39

217,1314 Propionilcarnitina [M+H]* 218,1385 | HILIC (+) HMDBO0000824 47,1 37 -0,89

Sedoheptulose 7-

290,0402 fosfato [M+K]* 329,0047 | RPLC (+) HMDB0001068 38,5 2,2 4,33

689,5519 SM(d16:1/17:0) [M+FA-H] 747,5692 | HILIC (-) HMDB0240618 56,8 94,5 4,93

174,0892 Suberato [M-H]- 173,0816 | RPLC(-) HMDB0000893 48,6 87,6 1,21

368,1657 DHEA-S [M-H]- 367,1578 | RPLC(-) HMDB0001032 38,5 97,62 2,01

513,276 GLCA 3-sulfato [M+H-H20]* | 512,2681 | RPLC (+) HMDB0002639 44,4 27,8 -1,23
515,2917 TCA [M-H]- 514,2837 | RPLC(-) HMDBO0000036 38,7 8,8 -1,43
499,2967 TDCA [M-H]- 498,2883 | RPLC (-) HMDB0000896 40,5 12,1 2,01

Tridec-6-

385,2464 enedioilcarnitina [M+H]* 386,2520 | RPLC (+) HMDB0241322 35,6 4,32 -4,49
204,0898 Triptofano [M+H]* 188,0703 | HILIC (+) HMDB0030396 47,3 76,93 2,34

181,0738 Tirosine [M+H-H,0]* 146,0609 | RPLC (+) HMDB0000158 36,8 0,5 4,85

244,0695 Uridina [M-H]- 243,0624 | HILIC(-) HMDB0000296 41,5 10,8 0,71

117,079 Valina [M+H-H,0]* 100,0756 | HILIC (+) HMDB0250806 42 14 -1,19
178,0841 B-galactosil [M+Na]* 201,0730 | HILIC (+) HMDB0249118 40,1 4,8 -1,97
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
10-hidroxidodecanoilcarnitina Control | PBC 0,00027 0,002 *x 0,014197859
10-hidroxidodecanoilcarnitina Control | PFIC 0,765 0,765 ns 0,014197859
10-hidroxidodecanoilcarnitina Control | PSC 0,018 0,074 ns 0,014197859
10-hidroxidodecanoilcarnitina PBC PFIC 0,002 0,008 *x 0,014197859
10-hidroxidodecanoilcarnitina PBC PSC 0,214 0,428 ns 0,014197859
10-hidroxidodecanoilcarnitina PFIC PSC 0,059 0,178 ns 0,014197859
1-Metiladenosina Control | PBC 6,03E-05 | 0,000362 | *** 0,555129854
1-Metiladenosina Control | PSC 0,007 0,027 * 0,555129854
1-Metiladenosina Control | PFIC 0,889 0,889 ns 0,555129854
1-Metiladenosina PBC PFIC 0,00016 8,00E-04 | *** 0,555129854
1-Metiladenosina PFIC PSC 0,012 0,036 * 0,555129854
1-Metiladenosina PBC PSC 0,12 0,24 ns 0,555129854
2,4-Diaminobutirato Control | PSC 0,011 0,045 * 0,881969178
2,4-Diaminobutirato PBC PSC 0,000125 | 0,00075 | *** 0,881969178
2,4-Diaminobutirato PFIC PSC 0,005 0,024 * 0,881969178
2,4-Diaminobutirato Control | PBC 0,042 0,124 ns 0,881969178
2,4-Diaminobutirato Control | PFIC 0,58 0,58 ns 0,881969178
2,4-Diaminobutirato PBC PFIC 0,196 0,392 ns 0,881969178
2-Amino-3-metil-1-butanol Control | PBC 0,002 0,01 ** 0,210700183
2-Amino-3-metil-1-butanol Control | PFIC 2,90E-05 | 0,000145 | *** 0,210700183
2-Amino-3-metil-1-butanol Control | PSC 5,20E-07 | 3,12E-06 | **** 0,210700183
2-Amino-3-metil-1-butanol PBC PFIC 0,063 0,189 ns 0,210700183
2-Amino-3-metil-1-butanol PBC PSC 0,063 0,189 ns 0,210700183
2-Amino-3-metil-1-butanol PFIC PSC 0,674 0,674 ns 0,210700183
3-Hidroximetilglutarato PBC PFIC 0,008 0,047 | * 0,056465097
3-Hidroximetilglutarato Control | PBC 0,287 0,861 | ns 0,056465097
3-Hidroximetilglutarato Control | PFIC 0,072 0,288 | ns 0,056465097
3-Hidroximetilglutarato Control | PSC 0,605 1 ns 0,056465097
3-Hidroximetilglutarato PBC PSC 0,584 1 ns 0,056465097
3-Hidroximetilglutarato PFIC PSC 0,027 0,134 ns 0,056465097
4-Hidroxibenzoilglicose Control | PBC 1,29E-05 | 7,74E-05 | **** -
4-Hidroxibenzoilglicose Control | PSC 0,002 0,009 ** -
4-Hidroxibenzoilglicose Control | PFIC 0,137 0,137 ns -
4-Hidroxibenzoilglicose PBC PFIC 3,04E-05 | 0,000152 | *** -
4-Hidroxibenzoilglicose PBC PSC 0,015 0,046 * -
4-Hidroxibenzoilglicose PFIC PSC 0,025 0,051 ns -
4-Hidroxiprolina Control | PBC 6,72E-11 | 4,03E-10 | **** 0,799765374
4-Hidroxiprolina Control | PFIC 0,000148 | 0,000444 | *** 0,799765374
4-Hidroxiprolina Control | PSC 5,88E-05 | 0,000235 | ***

0,799765374
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
4-Hidroxiprolina PBC PFIC 2,26E-05 | 0,000113 | *** 0,799765374
4-Hidroxiprolina PBC PSC 0,026 0,051 ns 0,799765374
4-Hidroxiprolina PFIC PSC 0,157 0,157 ns 0,799765374
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina PBC PFIC 1,07E-09 | 6,42E-09 | **** 0,656018362
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina PFIC PSC 1,77E-07 | 8,85E-07 | **** 0,656018362
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina Control | PBC 0,002 0,006 *x 0,656018362
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina Control | PFIC 0,000994 | 0,004 *x 0,656018362
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina Control | PSC 0,037 0,073 ns 0,656018362
5-Hidroxidec-3-enoilcarnitina PBC PSC 0,305 0,305 ns 0,656018362
Acido 13-hidroperoxilinoleico Control | PBC 0,001 0,006 ** -
Acido 13-hidroperoxilinoleico Control | PSC 0,003 0,014 * -
Acido 13-hidroperoxilinoleico Control | PFIC 0,519 1 ns -
Acido 13-hidroperoxilinoleico PBC PFIC 0,006 0,025 * -
Acido 13-hidroperoxilinoleico PFIC PSC 0,014 0,043 * -
Acido 13-hidroperoxilinoleico PBC PSC 0,833 1 ns -
APPA Control | PFIC 0,001 0,006 *x 0,63234037
APPA PFIC PSC 0,00005 0,0001 *ork 0,63234037
APPA PBC PSC 0,005 0,03 * 0,63234037
APPA Control | PBC 0,048 0,193 ns 0,63234037
APPA Control | PSC 0,887 0,887 ns 0,63234037
APPA PBC PFIC 0,196 0,392 ns 0,63234037
Acido 2-Octenedidico PBC PFIC 7,43E-05 | 0,000446 | *** 0,374418723
Acido 2-Octenedidico Control | PBC 0,012 0,06 ns 0,374418723
Acido 2-Octenedidico Control | PFIC 0,529 1 ns 0,374418723
Acido 2-Octenedidico Control | PSC 0,869 1 ns 0,374418723
Acido 2-Octenedidico PBC PSC 0,015 0,061 ns 0,374418723
Acido 2-Octenedidico PFIC PSC 0,696 1 ns 0,374418723
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico Control | PBC 0,002 0,009 *x 0,565216781
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico PBC PFIC 0,000987 | 0,006 *x 0,565216781
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico PBC PSC 0,01 0,039 * 0,565216781
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico Control | PFIC 0,251 0,502 ns 0,565216781
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico Control | PSC 0,518 0,518 ns 0,565216781
Acido 2-Oxo-4-metiltiobutandico PFIC PSC 0,112 0,336 ns 0,565216781
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico Control | PBC 0,000874 | 0,005 ** R
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico Control | PFIC 0,005 0,025 * -
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico Control | PSC 0,006 0,025 * -
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico PBC PFIC 0,239 0,522 ns -
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico PBC PSC 0,174 0,522 ns -
Acido 3,7-di-hidroxicolan-24-oico PFIC PSC 0,784 0,784 ns _
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico Control | PBC 0,000231 | 0,001 *k 0,056465097
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico Control | PSC 0,003 0,016 * 0,056465097
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico PBC PSC 0,56 0,56 ns 0,056465097
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico Control | PFIC 0,136 0,396 ns 0,056465097
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico PBC PFIC 0,028 0,114 ns 0,056465097
Acido 3-hidroxi-2-metilglutarico PFIC PSC 0,132 0,396 ns 0,056465097
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona Control | PBC 0,000219 | 0,001 ** 0,127251961
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona Control | PSC 0,012 0,046 * 0,127251961
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona Control | PFIC 0,433 0,433 ns 0,127251961
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona PBC PFIC 0,000841 | 0,004 ** 0,127251961
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona PFIC PSC 0,004 0,026 * 0,127251961
Acido 3-hidroxiadipico 3,6-lactona PBC PSC 0,183 0,366 ns 0,127251961
Acido 3-Hidroxihexandico Control | PBC 0,002 0,01 * 0,117845466
Acido 3-Hidroxihexandico Control | PFIC 0,000932 | 0,006 *x 0,117845466
Acido 3-Hidroxihexandico Control | PSC 0,502 1 ns 0,117845466
Acido 3-Hidroxihexandico PBC PFIC 0,73 1 ns 0,117845466
Acido 3-Hidroxihexandico PBC PSC 0,025 0,092 ns 0,117845466
Acido 3-Hidroxihexandico PFIC PSC 0,023 0,092 ns 0,117845466
Acido 3-Hidroxiisovalérico Control | PBC 0,00048 0,003 | ** 0,080856504
Acido 3-Hidroxiisovalérico Control | PSC 0,139 0,278 | ns 0,080856504
Acido 3-Hidroxiisovalérico PBC PFIC 0,563 0,563 | ns 0,080856504
Acido 3-Hidroxiisovalérico PBC PSC 0,025 0,098 ns 0,080856504
Acido 4-hidroxifenilpirdvico Control | PSC 0,000878 0,005 | ** 0,077033789
Acido 4-hidroxifenilpirdvico PBC PSC 0,002 0,008 | ** 0,077033789
Acido 4-hidroxifenilpirdvico Control | PBC 0,744 1 ns 0,077033789
Acido 4-hidroxifenilpirdvico Control | PFIC 0,886 1 ns 0,077033789
Acido 4-hidroxifenilpirdvico PBC PFIC 0,939 1 ns 0,077033789
Acido 4-hidroxifenilpirdvico PFIC PSC 0,059 0,237 ns 0,077033789
Acido 9,10, 16-triidroxihexadecanoico | Control | PFIC 0,000801 | 0,004 ** R
Acido 9,10, 16-triidroxihexadecanoico | PBC PFIC 1,06E-06 | 6,36E-06 | **** -
Acido 9,10,16-triidroxihexadecanoico PBC PSC 0,009 0,035 * -
Acido 9,10, 16-triidroxihexadecanoico PFIC PSC 0,009 0,035 * -
Acido 9,10, 16-triidroxihexadecanoico | Control PBC 0,094 0,187 ns -
Acido 9,10, 16-triidroxihexadecanoico | Control | PSC 0,359 0,359 ns -
Acido Aspartico Control | PBC 5,08E-05 | 0,000305 | *** 0,149604462
Acido Aspartico PBC PSC 0,008 0,042 | * 0,149604462
Acido Aspartico Control | PFIC 0,043 0,129 ns 0,149604462
Acido Aspértico Control | PSC 0,416 0,722 ns 0,149604462
Acido Aspartico PBC PFIC 0,028 0,113 ns 0,149604462
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
Acido Aspartico PFIC PSC 0,361 0,722 ns 0,149604462
Acido Colénico Control | PBC 1,32E-05 | 7,92E-05 | **** 0,297568084
Acido Colénico Control | PFIC 0,002 0,011 * 0,297568084
Acido Colénico Control | PSC 0,087 0,25 ns 0,297568084
Acido Colénico PBC PFIC 0,052 0,208 ns 0,297568084
Acido Colénico PBC PSC 0,083 0,25 ns 0,297568084
Acido Colénico PFIC PSC 0,57 0,57 ns 0,297568084
Acido Glicocdlico Control | PBC 0,034 0,136 ns 0,161824359
Acido Glicocdlico Control | PSC 0,0004 0,0026 *x 0,161824359
Acido Glicocélico Control | PFIC 0,011 0,054 ns 0,161824359
Acido Glicocdlico PBC PFIC 0,637 0,637 ns 0,161824359
Acido Glicocélico PBC PSC 0,049 0,147 ns 0,161824359
Acido Glicocdlico PFIC PSC 0,087 0,175 ns 0,161824359
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo Control | PBC 1,50E-06 | 7,50E-06 | **** 0,766797136
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo Control | PFIC 0,000179 | 0,000716 | *** 0,766797136
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo Control | PSC 2,36E-08 | 1,42E-07 | **** 0,766797136
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo PBC PFIC 0,002 0,007 *x 0,766797136
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo PFIC PSC 0,001 0,002 *x 0,766797136
Acido Glicocdlico 3-glicuronideo PBC PSC 0,988 0,988 ns 0,766797136
Acido Glicodesoxicélico Control | PBC 4,48E-09 | 2,69E-08 | *** 0,808175959
Acido Glicodesoxicdlico Control | PFIC 3,60E-09 | 1,00E-08 | *** 0,808175959
Acido Glicodesoxicélico Control | PSC 2,42E-11 | 1,21E-10 | **** 0,808175959
Acido Glicodesoxicélico PFIC PSC 0,005 0,014 * 0,808175959
Acido Glicodesoxicélico PBC PFIC 0,0146 0,46 ns 0,808175959
Acido Glicodesoxicélico PBC PSC 0,044 0,088 ns 0,808175959
Acido Glicolitocélico Control | PBC 9,43E-05 | 0,000566 | *** 0,589109265
Acido Glicolitocélico Control | PFIC 0,006 0,024 * 0,589109265
Acido Glicolitocélico Control | PSC 0,003 0,015 * 0,589109265
Acido Glicolitocdlico PBC PFIC 0,742 1 ns 0,589109265
Acido Glicolitocdlico PBC PSC 0,621 1 ns 0,589109265
Acido Glicolitocdlico PFIC PSC 0,48 1 ns 0,589109265
Acido Glicolitocélico 3-sulfato Control | PBC 8,15E-05 | 0,000408 | *** 0,209198245
Acido Glicolitocélico 3-sulfato Control | PSC 0,00002 | 0,00012 | *** 0,209198245
Acido Glicolitocdlico 3-sulfato PBC PFIC 0,228 0,456 ns 0,209198245
Acido Glicolitocélico 3-sulfato PBC PSC 0,355 0,456 ns 0,209198245
Acido Glicolitocdlico 3-sulfato PFIC PSC 0,039 0,117 ns 0,209198245
Acido Glicolitocélico a 3-sulfato Control | PFIC 0,000243 | 0,000972 | *** 0,209198245
Acido Glicoquenodesoxicélico Control | PBC 8,11E-06 | 4,87E-05 | **** R
Acido Glicoquenodesoxicélico Control | PFIC 5,97E-05 | 0,000239 | *** -
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
Acido Glicoquenodesoxicélico Control | PSC 1,54E-05 | 7,70E-05 | **** -
Acido Glicoquenodesoxicélico PBC PFIC 0,01 0,02 * -
Acido Glicoquenodesoxicélico PFIC PSC 0,004 0,011 * -
Acido Glicoquenodesoxicélico PBC PSC 0,446 0,6 ns -
Acido Glioxilico Control | PBC 1,51E-07 | 7,55E-07 | **** 0,679118721
Acido Glioxilico Control | PFIC 1,62E-06 | 6,48E-06 | **** 0,679118721
Acido Glioxilico Control | PSC 5,04E-09 | 3,02E-08 | **** 0,679118721
Acido Glioxilico PBC PFIC 0,303 0,606 ns 0,679118721
Acido Glioxilico PBC PSC 0,875 0,875 ns 0,679118721
Acido Glioxilico PFIC PSC 0,184 0,552 ns 0,679118721
Acido Glutamico Control | PBC 1,41E-05 | 7,05E-05 | **** 0,259499778
Acido Glutamico Control | PFIC 0,000155 | 0,00062 *okk 0,259499778
Acido Glutamico Control | PSC 1,06E-06 | 6,36E-06 | **** 0,259499778
Acido Glutamico PBC PFIC 0,308 0,326 ns 0,259499778
Acido Glutamico PBC PSC 0,163 0,326 ns 0,259499778
Acido Glutamico PFIC PSC 0,021 0,063 ns 0,259499778
Acido Lactico Control | PSC 0,005 0,029 * 0,679118721
Acido Lactico Control | PBC 0,311 0,622 ns 0,679118721
Acido Lactico Control | PFIC 0,07 0,28 ns 0,679118721
Acido Lactico PBC PFIC 0,423 0,622 ns 0,679118721
Acido Lactico PBC PSC 0,047 0,236 ns 0,679118721
Acido Lactico PFIC PSC 0,163 0,489 ns 0,679118721
Acido Mevalénico Control | PBC 0,0142 0,025 * 0,998974333
Acido Meval6énico PBC PFIC 0,0451 0,226 ns 0,998974333
Acido Mevalénico Control | PFIC 0,043 0,174 ns 0,998974333
Acido Mevalénico Control | PSC 0,115 0,23 ns 0,998974333
Acido Meval6énico PBC PSC 0,058 0,174 ns 0,998974333
Acido Mevalénico PFIC PSC 0,69 0,69 ns 0,998974333
Acido Palmitoléico Control | PBC 2,37E-05 | 0,0001 *hk 0,29228905
Acido Palmitoléico Control | PFIC 0,00003 0,0013 *x 0,29228905
Acido Palmitoléico Control | PSC 0,000015 | 0,00061 *okk 0,29228905
Acido Palmitoléico PBC PFIC 0,548 1 ns 0,29228905
Acido Palmitoléico PBC PSC 0,984 1 ns 0,29228905
Acido Palmitoléico PFIC PSC 0,68 1 ns 0,29228905
Acido Pipecélico Control | PFIC 0,006 0,05 * 0,487973639
Acido Pipecdélico Control | PSC 0,00581 0,03 * 0,487973639
Acido Pipecélico Control | PBC 0,04 0,16 ns 0,487973639
Acido Pipecdélico PBC PFIC 0,452 0,904 ns 0,487973639
Acido Pipecdélico PBC PSC 0,155 0,465 ns 0,487973639
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
Acido Pipecdlico PFIC PSC 0,519 0,904 ns 0,487973639
Acido Pirtvico Control | PBC 0,000609 | 0,003 *x 0,164432037
Acido Pirdvico Control | PFIC 0,000398 | 0,002 ** 0,164432037
Acido Pirtvico Control | PSC 0,000659 | 0,003 ok 0,164432037
Acido Pirtvico PBC PFIC 0,728 1 ns 0,164432037
Acido Pirtvico PBC PSC 0,927 1 ns 0,164432037
Acido Pirtvico PFIC PSC 0,661 1 ns 0,164432037
Acido Taurocdlico Control | PBC 0,0002 0,0009 Hkk -
Acido Taurocdlico Control | PFIC 0,00001 0,000041 | **** -
Acido Taurocélico Control | PSC 0,00006 0,00003 *oAkx -
Acido Taurocdlico PBC PFIC 0,253 0,506 ns -
Acido Taurocélico PBC PSC 0,118 0,42 ns -
Acido Taurocdlico PFIC PSC 0,855 0,855 ns -
Acido Taurodesoxicélico Control | PBC 0,001 0,003 ** 0,302569517
Acido Taurodesoxicélico Control | PFIC 0,00001 0,0001 *okk 0,302569517
Acido Taurodesoxicélico Control | PSC 0,000002 | 0,00005 Hokkx 0,302569517
Acido Taurodesoxicélico PBC PFIC 0,37 0,37 ns 0,302569517
Acido Taurodesoxicélico PBC PSC 0,05 0,2 ns 0,302569517
Acido Taurodesoxicélico PFIC PSC 0,17 0,34 ns 0,302569517
Aconitato Control | PBC 0,000184 | 0,001 *x 0,270862952
Aconitato Control | PFIC 0,01 0,05 * 0,270862952
Aconitato Control | PSC 0,08 0,261 ns 0,270862952
Aconitato PBC PFIC 0,481 0,674 ns 0,270862952
Aconitato PBC PSC 0,065 0,261 ns 0,270862952
Aconitato PFIC PSC 0,337 0,674 ns 0,270862952
Alilcisteina Control | PBC 1,67E-07 | 8,35E-07 | **** 0,656018362
Alilcisteina Control | PFIC 8,91E-06 | 3,56E-05 | **** 0,656018362
Alilcisteina Control | PSC 5,13E-08 | 3,08E-07 | **** 0,656018362
Alilcisteina PBC PFIC 0,067 0,133 ns 0,656018362
Alilcisteina PBC PSC 0,739 0,739 ns 0,656018362
Alilcisteina PFIC PSC 0,026 0,077 ns 0,656018362
Betaina Control | PBC 0,003 0,017 * 0,443481872
Betaina Control | PFIC 0,003 0,017 * 0,443481872
Betaina Control | PSC 0,016 0,062 ns 0,443481872
Betaina PBC PFIC 0,791 1 ns 0,443481872
Betaina PBC PSC 0,602 1 ns 0,443481872
Betaina PFIC PSC 0,768 1 ns 0,443481872
B-galactosil Control | PFIC 0,009 0,028 * 0,017301834
B-galactosil Control | PSC 0,000861 | 0,003 *x 0,017301834
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TABELA VI, Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade

Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
B-galactosil PBC PFIC 0,0312 0,051 ns 0,017301834
B-galactosil PBC PSC 4,94E-05 | 0,000296 | *** 0,017301834
B-galactosil Control | PBC 0,122 0,244 ns 0,017301834
B-galactosil PFIC PSC 0,312 0,312 ns 0,017301834
Bilirrubina Control | PSC 0,000683 | 0,003 *x 0,991596335
Bilirrubina PBC PSC 4,24E-05 | 0,000254 | *** 0,991596335
Bilirrubina PFIC PSC 0,000395 | 0,002 ** 0,991596335
Bilirrubina Control | PBC 0,455 1 ns 0,991596335
Bilirrubina Control | PFIC 0,926 1 ns 0,991596335
Bilirrubina PBC PFIC 0,347 1 ns 0,991596335
Carnitina Control | PBC 8,08E-05 | 0,000485 | *** 0,500993014
Carnitina Control | PFIC 8,45E-05 | 0,000485 | *** 0,500993014
Carnitina PBC PSC 0,009 0,037 * 0,500993014
Carnitina Control | PSC 0,146 0,292 ns 0,500993014
Carnitina PBC PFIC 0,206 0,292 ns 0,500993014
Carnitina PFIC PSC 0,057 0,171 ns 0,500993014
Cistina Control | PBC 5,86E-09 | 3,52E-08 | **** 0,003330661
Cistina Control | PFIC 4,65E-06 | 2,33E-05 | **** 0,003330661
Cistina Control | PSC 5,65E-06 | 2,33E-05 | **** 0,003330661
Cistina PBC PFIC 0,000207 | 0,000621 | *** 0,003330661
Cistina PBC PSC 0,000621 | 0,001 *x 0,003330661
Cistina PFIC PSC 0,714 0,714 ns 0,003330661
Colina Control | PBC 0,0020 0,01 ** 0,293810074
Colina Control | PFIC 0,0000 0,000145 | *** 0,293810074
Colina Control | PSC 0,0000 3,12E-06 | **** 0,293810074
Colina PBC PFIC 0,0630 0,189 ns 0,293810074
Colina PBC PSC 0,0630 0,189 ns 0,293810074
Colina PFIC PSC 0,6740 0,674 ns 0,293810074
Creatinina Control | PBC 6,14E-05 | 0,000368 | *** 0,243243854
Creatinina Control | PFIC 0,044 0,175 ns 0,243243854
Creatinina Control | PSC 0,105 0,315 ns 0,243243854
Creatinina PBC PFIC 0,735 0,735 ns 0,243243854
Creatinina PBC PSC 0,016 0,08 ns 0,243243854
Creatinina PFIC PSC 0,26 0,52 ns 0,243243854

DG(2:0/PGJ2) Control | PBC 4,24E-06 | 0,00003 ok Ak 0,311258

DG(2:0/PGJ2) PBC PFIC 0,00005 0,00032 Horx 0,311258

DG(2:0/PGJ2) PBC PSC 0,000009 | 0,00002 rokAk 0,311258

DG(2:0/PGJ2) Control | PFIC 0,441 1 ns 0,311258

DG(2:0/PGJ2) Control | PSC 0,794 1 ns 0,311258
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p,adj,signif (p <0,05)
Dodecenoilcarnitina Control | PBC 0,002 0,011 * 0,6791187
Dodecenoilcarnitina PBC PFIC 0,000299 | 0,002 ** 0,6791187
Dodecenoilcarnitina Control | PFIC 0,274 0,822 ns 0,6791187
Dodecenoilcarnitina Control | PSC 0,66 1 ns 0,6791187
Dodecenoilcarnitina PBC PSC 0,073 0,292 ns 0,6791187
Dodecenoilcarnitina PFIC PSC 0,85 1 ns 0,6791187
Esfinganina Control | PBC 0,008 0,031 * -
Esfinganina Control | PFIC 0,000984 | 0,006 ** -
Esfinganina Control | PSC 0,001 0,007 ** -
Esfinganina PBC PFIC 0,584 1 ns -
Esfinganina PBC PSC 0,636 1 ns -
Esfinganina PFIC PSC 0,943 1 ns -
Esfingosina 1-fosfato PBC PFIC 0,0008 0,0045 ** 0,7201866
Esfingosina 1-fosfato Control | PBC 0,758 1 ns 0,7201866
Esfingosina 1-fosfato Control | PFIC 0,017 0,0487 * 0,7201866
Esfingosina 1-fosfato Control | PSC 0,014 0,24 ns 0,7201866
Esfingosina 1-fosfato PBC PSC 0,106 0,424 ns 0,7201866
Esfingosina 1-fosfato PFIC PSC 0,958 1 ns 0,7201866
Estradiol Control | PSC 0,006 0,038 * 0,5891093
Estradiol Control | PBC 0,316 0,948 ns 0,5891093
Estradiol Control | PFIC 0,839 0,948 ns 0,5891093
Estradiol PBC PFIC 0,371 0,948 | ns 0,5891093
Estradiol PBC PSC 0,021 0,104 | ns 0,5891093
Estradiol PFIC PSC 0,027 0,108 | ns 0,5891093
Fenilalanina PBC PFIC 0,005 0,029 | * 0,9759636
Fenilalanina Control | PBC 0,055 0,277 | ns 0,9759636
Fenilalanina Control | PFIC 0,5 1 ns 0,9759636
Fenilalanina Control | PSC 0,366 1 ns 0,9759636
Fenilalanina PBC PSC 0,059 0,277 ns 0,9759636
Fenilalanina PFIC PSC 0,598 1 ns 0,9759636
Galactose Control | PBC 3,12E-06 | 1,87E-05 | **** -
Galactose Control | PFIC 1,78E-05 | 0,000089 | **** -
Galactose Control | PSC 0,000258 | 0,001 ** -
Galactose PBC PFIC 0,028 0,085 ns -
Galactose PBC PSC 0,419 0,572 ns -
Galactose PFIC PSC 0,286 0,572 ns -
gamma-Glutamilfenilalanina Control | PSC 0,008 0,047 * 0,111239741
gamma-Glutamilfenilalanina PBC PSC 0,01 0,048 * 0,111239741
gamma-Glutamilfenilalanina Control | PBC 0,721 0,828 ns 0,111239741
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif | (p <0,05)

gamma-Glutamilfenilalanina Control | PFIC 0,057 0,227 ns 0,111239741
gamma-Glutamilfenilalanina PBC PFIC 0,072 0,227 ns 0,111239741
gamma-Glutamilfenilalanina PFIC PSC 0,414 0,828 ns 0,111239741
Gamma-glutamilglicina Control | PBC 0 0 rokkk 0,032478544
Gamma-glutamilglicina Control | PFIC 0 0 rorokk 0,032478544
Gamma-glutamilglicina Control | PSC 0,004 0,009 *x 0,032478544
Gamma-glutamilglicina PBC PFIC 0,003 0,009 *x 0,032478544
Gamma-glutamilglicina PBC PSC 0,0001 0,0003 kK 0,032478544
Gamma-glutamilglicina PFIC PSC 0,121 0,121 ns 0,032478544
Glicilprolina Control | PFIC 0,002 0,01 * 0,001233737
Glicilprolina PFIC PSC 0,003 0,014 * 0,001233737
Glicilprolina Control | PBC 0,163 0,489 ns 0,001233737
Glicilprolina Control | PSC 0,702 0,702 ns 0,001233737
Glicilprolina PBC PFIC 0,013 0,049 * 0,001233737
Glicilprolina PBC PSC 0,275 0,55 ns 0,001233737
Glucosamina Control | PBC 0,000925 | 0,004 *x 0,32998598
Glucosamina PBC PFIC 6,90E-06 | 4,14E-05 | **** 0,32998598
Glucosamina PFIC PSC 0,000431 | 0,002 *x 0,32998598
Glucosamina Control | PFIC 0,184 0,368 ns 0,32998598
Glucosamina Control | PSC 0,017 0,052 ns 0,32998598
Glucosamina PBC PSC 0,448 0,448 ns 0,32998598

Glucose PBC PFIC 0,004 0,024 * -

Glucose Control | PBC 0,316 0,948 ns -

Glucose Control | PFIC 0,385 0,948 ns -

Glucose Control | PSC 0,665 0,948 ns -

Glucose PBC PSC 0,075 0,374 ns -

Glucose PFIC PSC 0,174 0,696 ns -
Glutamina PBC PSC 0,002 0,011 * 0,285909035
Glutamina Control | PBC 0,053 0,201 ns 0,285909035
Glutamina Control | PFIC 0,291 0,582 ns 0,285909035
Glutamina Control | PSC 0,05 0,201 ns 0,285909035
Glutamina PBC PFIC 0,481 0,582 ns 0,285909035
Glutamina PFIC PSC 0,011 0,054 ns 0,285909035
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine PBC PFIC 0,009 0,045 * 0,297568084
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine PBC PSC 0,000652 | 0,004 *x 0,297568084
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine Control | PBC 0,112 0,448 ns 0,297568084
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine Control | PFIC 0,286 0,858 ns 0,297568084
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine Control | PSC 0,315 0,858 ns 0,297568084
Hexa-2,4-dienedioylcarnitine PFIC PSC 0,746 0,858 ns 0,297568084
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade

Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif (p <0,05)
Hexanoilcarnitina Control | PBC 0,00427 0,003 *k 0,293810074
Hexanoilcarnitina Control | PFIC 0,148 0,444 ns 0,293810074
Hexanoilcarnitina Control | PSC 0,842 0,842 ns 0,293810074
Hexanoilcarnitina PBC PFIC 0,092 0,368 ns 0,293810074
Hexanoilcarnitina PBC PSC 0,041 0,207 ns 0,293810074
Hexanoilcarnitina PFIC PSC 0,387 0,774 ns 0,293810074
Hipurato Control | PSC 0,000598 | 0,004 *x 0,210700183
Hipurato PBC PSC 0,0003 0,0015 *x 0,210700183
Hipurato PFIC PSC 0,00044 0,0062 *k 0,210700183
Hipurato Control | PBC 0,627 1 ns 0,210700183
Hipurato Control | PFIC 0,986 1 ns 0,210700183
Hipurato PBC PFIC 0,78 1 ns 0,210700183
Histidilglicina Control | PBC 0,0002 0,0004 *E 0,149604462
Histidilglicina Control | PFIC 0,323 0,646 ns 0,149604462
Histidilglicina Control | PSC 0,00013 0,00066 rxk 0,149604462
Histidilglicina PBC PFIC 0,029 0,114 ns 0,149604462
Histidilglicina PBC PSC 0,956 0,956 ns 0,149604462
Histidilglicina PFIC PSC 0,071 0,214 ns 0,149604462
Histidina Control | PBC 0,005 0,031 * 0,720186642
Histidina Control | PFIC 0,245 1 ns 0,720186642
Histidina Control | PSC 0,304 1| ns 0,720186642
Histidina PBC PFIC 0,419 1 ns 0,720186642
Histidina PBC PSC 0,621 1 ns 0,720186642
Histidina PFIC PSC 0,901 1 ns 0,720186642
Itaconato Control | PBC 0,000506 | 0,003 * 0,284934663
Itaconato Control | PFIC 0,027 0,134 ns 0,284934663
Itaconato Control | PSC 0,077 0,306 ns 0,284934663
Itaconato PBC PFIC 0,416 0,832 ns 0,284934663
Itaconato PBC PSC 0,08 0,306 ns 0,284934663
Itaconato PFIC PSC 0,476 0,832 ns 0,284934663
Leucina Control | PBC 8,29E-06 | 4,97E-05 | **** 0,00616953
Leucina PBC PFIC 0,0009 0,004 *x 0,00616953
Leucina Control | PFIC 0,294 0,882 ns 0,00616953
Leucina Control | PSC 0,944 1 ns 0,00616953
Leucina PBC PSC 0,182 0,728 ns 0,00616953
Leucina PFIC PSC 0,692 1 ns 0,00616953
Linoleil Carnitina Control | PSC 0,00967 0,06 * 0,243243854
Linoleil Carnitina Control | PFIC 0,003 0,013 * 0,243243854
Linoleil Carnitina Control | PBC 0,028 0,112 ns 0,243243854
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif (p <0,05)

Linoleil Carnitina PBC PFIC 0,282 0,564 ns 0,243243854
Linoleil Carnitina PBC PSC 0,064 0,193 ns 0,243243854
Linoleil Carnitina PFIC PSC 0,0326 0,0564 ns 0,243243854
LPC(16:0) Control | PBC 0,000254 | 0,02 * 0,998974333
LPC(16:0) PBC PSC 0,004 0,016 * 0,998974333
LPC(16:0) Control | PFIC 0,173 0,519 ns 0,998974333
LPC(16:0) Control | PSC 0,938 0,938 ns 0,998974333
LPC(16:0) PBC PFIC 0,024 0,117 ns 0,998974333
LPC(16:0) PFIC PSC 0,387 0,774 ns 0,998974333
LPC(18:0) Control | PFIC 0,003 0,012 * 0,855548410
LPC(18:0) Control | PSC 0,000459 | 0,003 *x 0,855548410
LPC(18:0) PBC PFIC 0,004 0,012 * 0,855548410
LPC(18:0) PBC PSC 0,000672 | 0,003 *x 0,8555484100
LPC(18:0) Control | PBC 0,75 1 ns 0,855548410
LPC(18:0) PFIC PSC 0,56 1 ns 0,855548410
LPC(18:1) Control | PBC 0,005 0,009 *x 0,924291055
LPC(18:1) PBC PSC 0,00042 0,0007 rxk 0,924291055
LPC(18:1) PBC PFIC 0,009 0,045 * 0,924291055
LPC(18:1) Control | PFIC 0,607 1 ns 0,924291055
LPC(18:1) Control | PSC 0,343 1 ns 0,924291055
LPC(18:1) PFIC PSC 0,575 1 ns 0,924291055

Mevalonolactona Control | PBC 9,80E-11 | 5,88E-10 | **** 0,40126354

Mevalonolactona Control | PFIC 0,012 0,05 * 0,40126354

Mevalonolactona PBC PFIC 7,32E-06 | 3,66E-05 | **** 0,40126354

Mevalonolactona Control | PSC 0,049 0,148 ns 0,40126354

Mevalonolactona PBC PSC 0,106 0,212 ns 0,40126354

Mevalonolactona PFIC PSC 0,528 0,528 ns 0,40126354
N-Acetilcarnitina Control | PBC 2,05E-07 | 1,23E-06 | **** 0,270862952
N-Acetilcarnitina Control | PFIC 0,004 0,015 * 0,270862952
N-Acetilcarnitina Control | PSC 0,049 0,098 ns 0,270862952
N-Acetilcarnitina PBC PFIC 0,003 0,014 * 0,270862952
N-Acetilcarnitina PBC PSC 0,005 0,015 * 0,270862952
N-Acetilcarnitina PFIC PSC 0,752 0,752 ns 0,270862952
N-Acetil-glutamato Control | PBC 1,94E-05 | 7,76E-05 | **** 0,732664398
N-Acetil-glutamato Control | PFIC 3,49E-07 | 1,90E-06 | **** 0,732664398
N-Acetil-glutamato Control | PSC 3,17E-07 | 1,90E-06 | **** 0,732664398
N-Acetil-glutamato PBC PFIC 0,817 1 ns 0,732664398
N-Acetil-glutamato PBC PSC 0,969 1 ns 0,732664398
N-Acetil-glutamato PFIC PSC 0,807 1 ns 0,732664398
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj. signif (p <0,05)
N-Eicosapentaenoil Leucina Control | PBC 9,43E-05 | 0,000566 | *** 0,401263540
N-Eicosapentaenoil Leucina Control | PFIC 0,00024 0,0006 rork 0,401263540
N-Eicosapentaenoil Leucina Control | PSC 0,00015 0,0003 rHE 0,401263540
N-Eicosapentaenoil Leucina PBC PFIC 0,742 1 ns 0,401263540
N-Eicosapentaenoil Leucina PBC PSC 0,621 1 ns 0,401263540
N-Eicosapentaenoil Leucina PFIC PSC 0,48 1 ns 0,401263540
N-Linoleoil Taurina Control | PBC 0,00035 0,002 ** 0,32998598
N-Linoleoil Taurina Control | PSC 0,009 0,047 * 0,32998598
N-Linoleoil Taurina Control | PSC 0,073 0,292 ns 0,32998598
N-Linoleoil Taurina PBC PFIC 0,246 0,738 ns 0,32998598
N-Linoleoil Taurina PBC PSC 0,29 0,738 ns 0,32998598
N-Linoleoil Taurina PFIC PSC 0,836 0,836 ns 0,32998598
N-methyl-beta-alanina Control | PBC 2,12E-05 | 1,00E-04 | *** -
N-methyl-beta-alanina Control | PFIC 2,00E-05 | 1,00E-04 | *** -
N-methyl-beta-alanina Control | PSC 1,18E-06 | 7,08E-06 | **** -
N-methyl-beta-alanina PBC PFIC 0,671 0,671 ns -
N-methyl-beta-alanina PBC PSC 0,098 0,196 ns -
N-methyl-beta-alanina PFIC PSC 0,039 0,118 ns -
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina Control | PFIC 0,008 0,041 * 0,359145239
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina Control | PBC 0,345 0,69 ns 0,359145239
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina Control | PFIC 0,037 0,146 ns 0,359145239
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina Control | PSC 0,078 0,234 ns 0,359145239
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina PFIC PSC 0,827 0,827 ns 0,359145239
Nona-2,4,6-Trienoilcarnitina PBC PFIC 0,002 0,13 ns 0,359145239
PC(16:0/16:0) Control | PBC 3,25E-05 | 0,000162 | *** 0,265485947
PC(16:0/16:0) Control | PFIC 8,15E-05 | 0,000326 | *** 0,265485947
PC(16:0/16:0) Control | PSC 2,30E-06 | 1,38E-05 | **** 0,265485947
PC(16:0/16:0) PBC PFIC 0,947 0,947 ns 0,265485947
PC(16:0/16:0) PBC PSC 0,218 0,639 ns 0,265485947
PC(16:0/16:0) PFIC PSC 0,213 0,639 ns 0,265485947
Palmitoleic acid Control | PBC 2,37E-05 | 0,0001 xk 0,29228905
Palmitoleic acid Control | PFIC 0,00003 | 0,0013 | ** 0,29228905
Palmitoleic acid Control | PSC 0,000015 | 0,00061 | *** 0,29228905
Palmitoleic acid PBC PFIC 0,548 1 ns 0,29228905
Palmitoleic acid PBC PSC 0,984 1 ns 0,29228905
Palmitoleic acid PFIC PSC 0,68 1 ns 0,29228905
Propanoato de 4-metoxibenzoila Control | PFIC 0,004 0,015 * 0,975963624
Propanoato de 4-metoxibenzoila PBC PFIC 9,94E-05 | 0,000596 | *** 0,975963624
Propanoato de 4-metoxibenzoila PBC PSC 0,001 0,006 **

0,975963624
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif (p <0,05)
Propanoato de 4-metoxibenzoila Control | PBC 0,216 0,432 ns 0,975963624
Propanoato de 4-metoxibenzoila Control | PSC 0,043 0,129 ns 0,975963624
Propanoato de 4-metoxibenzoila PFIC PSC 0,245 0,432 ns 0,975963624
Propionilcarnitina Control | PBC 4,99E-05 | 0,000299 | *** 0,971326006
Propionilcarnitina PBC PFIC 0,000962 | 0,004 *x 0,971326006
Propionilcarnitina PBC PSC 0,000428 | 0,002 *x 0,971326006
Propionilcarnitina Control | PFIC 0,192 0,576 ns 0,971326006
Propionilcarnitina Control | PSC 0,747 0,848 ns 0,971326006
Propionilcarnitina PFIC PSC 0,424 0,848 ns 0,971326006
Sedoheptulose 7-fosfato PBC PSC 0,005 0,028 * -
Sedoheptulose 7-fosfato Control | PBC 0,138 0,552 ns -
Sedoheptulose 7-fosfato Control | PFIC 0,14 0,552 ns -
Sedoheptulose 7-fosfato Control | PSC 0,31 0,62 ns -
Sedoheptulose 7-fosfato PBC PFIC 0,665 0,665 ns -
Sedoheptulose 7-fosfato PFIC PSC 0,019 0,093 ns -
SM(d16:1/17:0) Control | PBC 0,005 0,019 * 0,209198245
SM(d16:1/17:0) Control | PFIC 5,76E-06 | 3,46E-05 | *** 0,209198245
SM(d16:1/17:0) Control | PSC 0,000507 | 0,00753 *x 0,209198245
SM(d16:1/17:0) PBC PFIC 0,006 0,019 * 0,209198245
SM(d16:1/17:0) PBC PSC 0,414 0,414 ns 0,209198245
SM(d16:1/17:0) PFIC PSC 0,029 0,058 ns 0,58632992
Suberato Control | PFIC 0,0007 0,0038 *x 0,58632992
Suberato PBC PFIC 0,0006 0,0038 ** 0,58632992
Suberato Control | PBC 0,779 0,779 ns 0,58632992
Suberato Control | PSC 0,068 0,273 ns 0,58632992
Suberato PBC PSC 0,078 0,273 ns 0,58632992
Suberato PFIC PSC 0,354 0,708 ns 0,58632992
Sulfato de Dehidroepiandrosterona | Control | PBC 1,98E-09 | 1,19E-08 | **** 0,03789524
Sulfato de Dehidroepiandrosterona | Control | PSC 0,001 0,005 *x 0,03789524
Sulfato de Dehidroepiandrosterona PBC PFIC 6,73E-05 | 0,000336 | *** 0,03789524
Sulfato de Dehidroepiandrosterona | Control | PFIC 0,026 0,052 ns 0,03789524
Sulfato de Dehidroepiandrosterona | PBC PSC 0,017 0,051 ns 0,03789524
Sulfato de Dehidroepiandrosterona PFIC PSC 0,237 0,237 ns 0,03789524
Sulfato de p-Cresol Control | PSC 0,00008 0,0004 ok 0,555129854
Sulfato de p-Cresol PFIC PSC 0,00006 0,00036 | *** 0,555129854
Sulfato de p-Cresol PBC PSC 0,000014 | 0,00048 | *** 0,555129854
Sulfato de p-Cresol Control | PBC 0,615 1 ns 0,555129854
Sulfato de p-Cresol Control | PFIC 0,698 1 ns 0,555129854
Sulfato de p-Cresol PBC PFIC 0,39 1 ns

0,555129854
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TABELA VI. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente,
juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e g < 0,05), bem como a influéncia da idade
(p <0,05) (continuacgéo).

p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif (p <0,05)

Sulfoxido Butilcisteina Control | PBC 3,14E-07 | 1,88E-06 | **** -
Sulféxido Butilcisteina Control | PFIC 0,000466 | 0,001 ** -
Sulféxido Butilcisteina Control | PSC 5,85E-05 | 0,000292 | *** -
Sulfoxido Butilcisteina PBC PFIC 0,00123 0,00492 ** -
Sulféxido Butilcisteina PBC PSC 0,12 0,24 ns -
Sulféxido Butilcisteina PFIC PSC 0,157 0,24 ns -

Sulféxido de Metionina Control | PBC 0,000504 | 0,00302 *x 0,60075066

Sulféxido de Metionina Control | PFIC 0,00215 0,01 * 0,60075066

Sulféxido de Metionina Control | PSC 0,01 0,04 * 0,60075066

Sulféxido de Metionina PBC PFIC 0,096 0,241 ns 0,60075066

Sulféxido de Metionina PBC PSC 0,08 0,241 ns 0,60075066

Sulféxido de Metionina PFIC PSC 0,596 0,596 ns 0,60075066

Tirosine Control | PBC 0,003 0,019 * 0,983445946

Tirosine Control | PFIC 0,461 1 ns 0,983445946

Tirosine Control | PSC 0,829 1 ns 0,983445946

Tirosine PBC PFIC 0,104 0,416 ns 0,983445946

Tirosine PBC PSC 0,019 0,097 ns 0,983445946

Tirosine PFIC PSC 0,423 1 ns 0,983445946

Tridec-6-enedioilcarnitina Control | PFIC 0,011 0,044 * 0,111239741

Tridec-6-enedioilcarnitina Control | PSC 0,0018 0,0055 *x 0,111239741

Tridec-6-enedioilcarnitina PBC PSC 0,000397 | 0,002 *x 0,111239741

Tridec-6-enedioilcarnitina PBC PFIC 0,003 0,007 *x 0,111239741

Tridec-6-enedioilcarnitina Control | PBC 0,13 0,26 ns 0,111239741

Tridec-6-enedioilcarnitina PFIC PSC 0,362 0,362 ns 0,111239741

Triptofano Control | PBC 1,96E-05 | 0,000118 | *** 0,476879874

Triptofano PBC PFIC 0,000489 | 0,002 *x 0,476879874

Triptofano PBC PSC 0,0089 0,02 * 0,476879874

Triptofano Control | PFIC 0,784 0,784 ns 0,476879874

Triptofano Control | PSC 0,139 0,417 ns 0,476879874

Triptofano PFIC PSC 0,26 0,52 | ns 0,476879874

Uridina Control | PSC 0,000356 0,002 | ** 0,468573552

Uridina Control | PBC 0,014 0,069 | ns 0,468573552

Uridina Control | PFIC 0,254 0,564 | ns 0,468573552

Uridina PBC PFIC 0,486 0,564 | ns 0,468573552

Uridina PBC PSC 0,188 0,564 | ns 0,468573552

Uridina PFIC PSC 0,078 0,313 | ns 0,468573552

Urocanato Control | PFIC 0,002 0,01 *x 0,589109265

Urocanato PBC PFIC 0,000529 | 0,003 ** 0,589109265

Urocanato PFIC PSC 0,000141 | 0,000846 | *** 0,589109265
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identificados putativamente,

juntamente com as analises estatisticas ao comparar as amostras de plasma
dos grupos CBP, CEP e PFIC3 com CS. Os resultados incluem os valores de
significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05), bem como a influéncia da idade

(p < 0,05).
p Value q Value Idade
Metabdlito Grupol | Grupo2 | (P<0,05) | (q<0,05) | p.adj.signif (p <0,05)
Urocanato Control | PBC 0,344 0,688 ns 0,589109265
Urocanato Control | PSC 0,118 0,354 ns 0,589109265
Urocanato PBC PSC 0,669 0,688 ns 0,589109265
Valina Control | PBC 0,0003 0,0019 *x 0,535462536
Valina Control | PSC 0,0011 0,002 *x 0,535462536
Valina Control | PFIC 0,035 0,14 ns 0,535462536
Valina PBC PFIC 0,273 0,819 ns 0,535462536
Valina PBC PSC 0,779 0,888 ns 0,535462536
Valina PFIC PSC 0,444 0,888 ns

0,535462536
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TABELA VII. Relagdo de metabdlitos identificados putativamente em amostras de
urina de CBP, CEP e PFIC3, obtidos das analises por LC-HRMS em RPLC e
HILIC, nos modos de ionizacdo (ESI +/-) (continuacgio).

Metabdlito Modo
de Score Erro
(m/z) Adutos Eluigdo ID Score | (Frag) (ppm)
3-metilhistamina 126,1023 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0001861 44,6 27,5 -2,41
1,2-ciclohexanodiol 161,0819 [M+FA-H] RPLC (-) HMDB0244061 41,9 12,4 -0,38
1,7-Dimetilguanosina 310,1162 [M-H]- HILIC (-) HMDB0001961 39,1 12,5 -1,25
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina 672,5245 [M+H]* RPLC (+) HMDB0256098 47,1 45,5 2,07
2,3-DMHG 157,0509 [M-H,0-H] RPLC (-) HMDB0002025 47,2 39,2 1,67
2,6-Dimetilheptanoil carnitina | 302,2325 [M+H]* RPLC (+) | HMDB0006320 54,1 72 -0,13
3-HD-DCAR 310,201 [M+H-H,0]* HILIC (+) | HMDB0241111 50,1 54,2 -0,76
4-Octenoilcarnitina 286,2011 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0241701 50,5 55,9 -0,71
5-Aminovalerato 100,0755 [M+H-H,0]* HILIC (+) | HMDB0003355 46,8 36,6 -1,56
5-CAT 436,3418 | [M+ACN+H]* | RPLC (+) | LMST04010302 | 41,4 14,8 -0,94
5-Hidroxivalerato 117,0557 [M-H]- RPLC (-) LMFA01050010 48,8 44,2 0,14
6-Hidroxinicotinamida 139,05 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0247081 45,3 28,8 -1,39
Acido 2-octenodidico 171,0662 [M-H]- HILIC (-) HMDB0000341 38,4 1,29 -0,66
Acido 3-Hidroxibutirico 146,081 [M+ACN+H]* | HILIC (+) | HMDBO0000011 | 44,6 29,8 -1,32
Acido 3-hidroxihipurico 194,046 [M-H] RPLC(-) | HMDB0006116 53,5 70,8 0,84
Acido 4-hidroxihipdrico 194,0456 [M-H] RPLC (-) HMDB13678 46,4 65,6 2,7
Acido glicurénico sulfatado 254,9817 [M-H,0-H] RPLC(-) | HMDB0252795 50,3 53,7 0,37
Acido Hippurico 180,066 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0000714 | 45,9 31,8 1,07
Alisina 146,0809 [M+H]* RPLC (+) HMDB0001268 44,4 25,4 -1,82
Citraconato 129,0193 [M-H]- HILIC (-) HMDB0002092 39,6 72,9 0,08
DG(2:0/PGJ2) 449,2543 [M-H]- RPLC (-) HMDB0296921 40,7 7,58 -0,48
DH-CDCA 391,2835 [M+H]* RPLC (+) HMDB0000432 34,8 0,1 -2
DMTPA 177,0227 [M-H] RPLC (-) HMDB0240388 42,1 12 0,28
Eritrose 119,0351 [M-H]- RPLC (-) HMDB0002649 45,2 27,6 1,2
Fenilacetilglutamina 265,1188 [M+H]* HILIC (+) HMDB0006344 50,5 58 1,63
Fenilalanina 164,0718 [M-H]- RPLC (-) HMDB0000159 43 16,2 0,78
GCDCA 3-sulfato 528,2652 [M-H]- RPLC (-) HMDB0002497 43,6 28 2,92
GLCA 3 - sulfato 512,2695 [M-H]- RPLC(-) | HMDB0002639 48,9 49,1 1,55
Glucosilgalactosil hidroxilisina | 487,2129 [M+H]* HILIC (+) | HMDBO0000585 46,3 34,2 -0,84
Hepta-2,4-dienoilcarnitina 250,1451 [M-H,0-H]- RPLC (-) HMDB0241690 44,1 22,6 0,95
Histidina 154,062 [M-H]- HILIC (-) HMDB0000176 39,5 5,4 -1,41
N-Acetilglicosamina 186,0757 [M+H-H,0]* HILIC (+) | HMDB0000215 46 33,5 -1,87
N-Acetilvalina 160,097 [M+H]* HILIC (+) | HMDBO0011757 43,9 24,4 -1,88
N-Alfa-acetilisina 189,1231 [M+H]* HILIC (+) | HMDBO0000446 46,4 40,3 -1,18
N-Eicosapentaenoil Aspartato | 398,2334 [M-H,0-H] RPLC (-) HMDB0242067 46,6 35,1 -0,63
N-Eicosapentaenoyl Leucine 416,3162 [M+H]* RPLC (+) HMDB0242074 41,5 11,8 -1,35
Neomenthol-glucuronide 331,1768 [M-H]- RPLC (-) HMDB0060012 44,9 28,6 1,63
o-Adipoylcarnitine 290,1594 [M+H]* RPLC (+) HMDB0061677 48,8 47,3 -1,55
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TABELA VII. Relacdo de metabdlitos identificados putativamente em amostras
de urina de CBP, CEP e PFIC3, obtidos das analises por LC-HRMS em RPLC e
HILIC, nos modos de ionizacdo (ESI +/-).

Metabélito Modo

de Score Erro
(m/z2) Adutos Eluigao ID Score | (Frag) (ppm)

o-Adipoylcarnitine 290,1594 [M+H]* RPLC (+) | HMDB0061677 | 48,8 47,3 -1,55
O-Sulfotyrosine 242,0127 [M-H,0-HJ" RPLC(-) | HMDB0155722 | 46,3 34,6 -0,6
Prolina 116,0704 [M+H]* HILIC (+) RP001702 50,7 56,4 -1,41
Serina 106,0497 [M+H]* HILIC (+) | HMDBO0003406 40,4 6,44 -1,54
Suberato 173,0821 [M-H]- RPLC (-) HMDBO0000893 48,6 45,5 1,21
sulfato de p-Cresol 187,0077 [M-H] RPLC(-) | HMDBO0011635 47,5 43,9 3,39
THFDA 187,0614 [M-H]- RPLC (-) HMDBO0059767 48,2 43,6 0,89
Tirosina 182,0809 [M+H]* RPLC (+) | HMDB0000158 62,7 88,01 0,16
TMA 158,1536 [M+H]* RPLC (+) | HMDB0245344 40,7 6,65 -1,98
Triptofano 2-C-manosideo 367,1495 [M+H]* RPLC (+) | HMDB0240296 52,9 66,4 -1,44
Urocanato 139,0503 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0000301 45,8 32 -1,73
3-metilhistamina 126,1023 [M+H]* HILIC (+) | HMDB0001861 44,6 27,5 -2,41
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TABELA VIII. Tabela de metabdlitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacio).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)
3-Metilhistamina Control PSC 0 5,00E-04 Hkk -
3-Metilhistamina Control PBC 0 6,00E-04 *rk -
3-Metilhistamina Control PFIC 0 2,00E-04 *kk -
3-Metilhistamina PBC PFIC 0,6 1 ns -
3-Metilhistamina PBC PSC 0,7 1 ns -
3-Metilhistamina PFIC PSC 0,9 1 ns -

1,2-Ciclohexanodiol Control PSC 0,9 0,874 ns 0,015567
1,2-Ciclohexanodiol Control PFIC 0,1 0,274 ns 0,015567
1,2-Ciclohexanodiol PFIC PSC 0,2 0,45 ns 0,015567
1,2-Ciclohexanodiol Control PBC 0 4,00E-04 *Ek 0,015567
1,2-Ciclohexanodiol PBC PFIC 0 0,046 * 0,015567
1,2-Ciclohexanodiol PBC PSC 0 0,012 * 0,015567
1,7-Dimetilguanosina PBC PSC 0 0,007 ** 0,05555
1,7-Dimetilguanosina PFIC PSC 0 0,038 * 0,05555
1,7-Dimetilguanosina Control PBC 0,8 0,888 ns 0,05555
1,7-Dimetilguanosina Control PFIC 0,3 0,888 ns 0,05555
1,7-Dimetilguanosina PBC PFIC 0,3 0,888 ns 0,05555
1,7-Dimetilguanosina Control PSC 0 0,007 ** 0,05555
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol Control PSC 0,7 1 ns 0,735062
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol Control PBC 0,6 1 ns 0,735062
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol PBC PFIC 0 0,114 ns 0,735062
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol PBC PSC 0 0,102 ns 0,735062
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol PFIC PSC 0 1,00E-04 *kk 0,735062
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol Control PFIC 0 0,018 * 0,735062
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina Control PSC 0,4 0,806 ns 0,335579
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina Control PFIC 0,1 0,351 ns 0,335579
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina PFIC PSC 0,4 0,806 ns 0,335579
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina Control PBC 0 0,035 * 0,335579
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina PBC PFIC 0 6,00E-04 *kx 0,335579
2,3-Dipalmitoil-glicerilcisteina PBC PSC 0 0,002 ** 0,335579
2,6-Dimetilheptanoil carnitina Control PSC 0,6 0,623 ns -
2,6-Dimetilheptanoil carnitina Control PBC 0 0,009 ** -
2,6-Dimetilheptanoil carnitina Control PFIC 0 5,00E-04 *xk -
2,6-Dimetilheptanoil carnitina PBC PFIC 0 2,00E-05 *Rxk -
2,6-Dimetilheptanoil carnitina PFIC PSC 0 0,005 ** -
2,6-Dimetilheptanoil carnitina PBC PSC 0 0,009 ** -
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina PBC PFIC 0,1 0,155 ns 0,11535
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina PBC PSC 0,1 0,155 ns 0,11535
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina PFIC PSC 0,8 0,82 ns 0,11535
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina Control PSC 0 2,00E-04 *xk 0,11535
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéo).

- p-value g-value .. Idade
Metabdlito Grupol Grupo2 (p < 0,05) ( < 0,05) p.adj.signf (p < 0,05)
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina Control PBC 0 2,00E-05 Hkkk 0,11535
3-Hidroxideca-6,8-dienoilcarnitina Control PFIC 0 2,00E-04 *rk 0,11535
4-Octenoilcarnitina PBC PSC 0 0,059 ns 0,255299
4-Octenoilcarnitina PFIC PSC 0,8 0,811 ns 0,255299
4-Octenoilcarnitina Control PSC 0 4,00E-04 *rk 0,255299
4-Octenoilcarnitina Control PBC 0 8,00E-06 Hkkk 0,255299
4-Octenoilcarnitina Control PFIC 0 2,00E-04 *kx 0,255299
4-Octenoilcarnitina PBC PFIC 0 0,024 * 0,255299
5-Aminovalerato Control PFIC Hith 5,00E-06 Fkkk 0,208114
5-Aminovalerato Control PSC 0 4,00E-04 *Ex 0,208114
5-Aminovalerato Control PBC Hith 1,00E-06 Hkkk 0,208114
5-Aminovalerato PBC PFIC 0,2 0,594 ns 0,208114
5-Aminovalerato PBC PSC 0,5 0,79 ns 0,208114
5-Aminovalerato PFIC PSC 0,4 0,79 ns 0,208114
5-Hidroxivalerato Control PSC 0 0,081 ns 0,042066
5-Hidroxivalerato Control PFIC 0 0,081 ns 0,042066
5-Hidroxivalerato PFIC PSC 0,9 0,916 ns 0,042066
5-Hidroxivalerato Control PBC 0 1,00E-04 Hkk 0,042066
5-Hidroxivalerato PBC PFIC 0 0,021 * 0,042066
5-Hidroxivalerato PBC PSC 0 0,005 ** 0,042066
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol Control PSC 0,5 1 ns 0,03516
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol Control PBC 0,5 1 ns 0,03516
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol Control PFIC 0 0,044 * 0,03516
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol PBC PFIC 0 1,00E-04 *Akk 0,03516
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol PBC PSC 0,1 0,3 ns 0,03516
5B-Colano-3a,7a,12a,24-tetrol PFIC PSC 0 0,044 * 0,03516
6-Hidroxinicotinamida PBC PFIC 0,4 0,525 ns 0,453427
6-Hidroxinicotinamida PBC PSC 0,1 0,111 ns 0,453427
6-Hidroxinicotinamida PFIC PSC 0,2 0,259 ns 0,453427
6-Hidroxinicotinamida Control PSC 0 2,00E-06 ok k 0,453427
6-Hidroxinicotinamida Control PFIC 0 3,00E-05 *Rxk 0,453427
6-Hidroxinicotinamida Control PBC 0 0,002 ** 0,453427
Acido 2,3-di-hidroxi-5-metiltio-4- Control PBC 0,2 0,456 ns 0,263143
pentendico
Acido 2,3-di-hidroxi-S-metiltio-4- Control PFIC 0 0,069 ns 0,263143
pentendico
Acido 2,3—d|—h|dr0)f|.—5—metllt|o—4— PBC PFIC 0,2 0,456 ns 0,263143
pentenoico
Acido 2,3—d|—h|dr0)f|.—5—metllt|o—4— PEIC PSC 0,2 0,456 ns 0,263143
pentendico
Acido 2,3-d|—h|dr0)f|.-5-metllt|o-4- Control PSC 0 0,01 " 0,263143
pentenoico
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéo).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)

Acido 2,3—dri)—ehriijgz)ofii—c50—metiItio—4— PBC PSC 0 0,025 " 0,263143

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico Control PFIC 0,8 1 ns 0,924795

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico Control PSC 0 0,022 * 0,924795

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico PBC PSC 0 0,005 ** 0,924795

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico PFIC PSC 0 0,025 * 0,924795

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico Control PBC 0,4 1 ns 0,924795

Acido 2,3-dimetil-3-hidroxiglutarico PBC PFIC 0,7 1 ns 0,924795

Acido 2-octenodidico Control PSC 0,9 1 ns 0,838408

Acido 2-octenodidico Control PFIC 0,5 1 ns 0,838408

Acido 2-octenodidico PBC PSC 0 0,061 ns 0,838408

Acido 2-octenodidico PFIC PSC 0,7 1 ns 0,838408

Acido 2-octenodiéico PBC PFIC 0 0,002 *x 0,838408

Acido 2-octenodidico Control PBC 0 0,008 ** 0,838408

Acido 3-Hidroxibutirico Control PSC 0 8,00E-12 *Axk 0,101539

Acido 3-Hidroxibutirico Control PBC 0 6,00E-10 *Axk 0,101539

Acido 3-Hidroxibutirico Control PFIC 0 3,00E-11 Hkkk 0,101539

Acido 3-Hidroxibutirico PFIC PSC 0 0,035 * 0,101539

Acido 3-Hidroxibutirico PBC PFIC 0,6 1 ns 0,101539

Acido 3-Hidroxibutirico PBC PSC 0,5 1 ns 0,101539
Acido 3-hidroxihipurico PBC PSC 0 0,142 ns -
Acido 3-hidroxihipurico PFIC PSC 0 0,16 ns -
Acido 3-hidroxihipurico PFIC PSC 0 0,118 ns -
Acido 3-hidroxihipurico Control PSC 0 4,00E-04 *kk -
Acido 3-hidroxihipurico Control PBC 0 1,00E-04 *kx -
Acido 3-hidroxihipurico Control PFIC 0 8,00E-04 *kk -
Acido 4-hidroxihipurico PBC PFIC 0,8 0,8 ns -
Acido 4-hidroxihipurico Control PBC 0,1 0,16 ns -
Acido 4-hidroxihipurico Control PFIC 0 0,16 ns -
Acido 4-hidroxihipurico PBC PSC 0 0,142 ns -
Acido 4-hidroxihipurico PFIC PSC 0 0,16 ns -
Acido 4-hidroxihipurico Control PSC 0 0,002 *k -
Acido Desidroquenodeoxicdlico Control PSC 0 0,159 ns -
Acido Desidroquenodeoxicdlico Control PBC 0,1 0,268 ns -
Acido Desidroquenodeoxicdlico Control PFIC 0 0,159 ns -
Acido Desidroquenodeoxicdlico PBC PSC 0,4 0,357 ns -
Acido Desidroquenodeoxicdlico PBC PFIC 0 3,00E-04 *kx -
Acido Desidroquenodeoxicdlico PFIC PSC 0 3,00E-05 ok k -

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato PBC PFIC 0,9 0,875 ns 2,320964

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato PBC PSC 0,1 0,293 ns 2,320964
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéao).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga::gs)

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato PFIC PSC 0,1 0,293 ns 2,320964

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato Control PBC 0 0,003 ** 2,320964

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato Control PFIC 0 0,006 ** 2,320964

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato Control PSC 0 8,00E-04 Hkk 2,320964

Acido Glicolitocdlico 3-sulfato Control PBC 0,3 0,42 ns 0,774162

Acido glicurénico sulfatado Control PSC 0 0,03 * 0,237404

Acido glicurénico sulfatado PBC PSC 0 0,03 * 1,237404

Acido glicurdnico sulfatado PFIC PSC 0 0,03 * 2,237404

Acido glicurdnico sulfatado Control PBC 0,9 1 ns 3,237404

Acido glicurénico sulfatado Control PFIC 0,7 1 ns 4,237404

Acido glicurdnico sulfatado PBC PFIC 0,9 1 ns 5,237404

Acido Hippurico Control PSC 0 0,04 * 0,39836

Acido Hippurico PBC PSC 0 0,017 * 0,39836

Acido Hippurico PFIC PSC 0 0,002 *x 0,39836

Acido Hippurico Control PBC 0,7 1 ns 0,39836

Acido Hippurico Control PFIC 0,9 1 ns 0,39836

Acido Hippurico) PBC PFIC 0,7 1 ns 0,39836

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético Control PBC 0,5 0,617 ns 0,107991

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético Control PFIC 0,2 0,356 ns 0,107991

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético PBC PFIC 0,6 0,7 ns 0,107991

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético PFIC PSC 0 0,069 ns 0,107991

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético Control PSC 0 0,007 * 0,107991

Acido tetrahidro-2,5-furano-diacético PBC PSC 0 0,026 * 0,107991

Alisina Control PSC 0 0,015 * 0,231271

Alisina Control PFIC 0,6 0,705 ns 0,231271

Alisina Control PBC 0,4 0,506 ns 0,231271

Alisina PBC PFIC 0,5 0,646 ns 0,231271

Alisina PBC PSC 0,4 0,499 ns 0,231271

Alisina PFIC PSC 0 0,041 ns 0,231271

Citraconato Control PSC 0,1 0,354 ns 0,349326

Citraconato Control PFIC 0,5 0,866 ns 0,349326

Citraconato PFIC PSC 0,4 0,866 ns 0,349326

Citraconato Control PBC 0 7,00E-04 *xk 0,349326

Citraconato PBC PFIC 0 4,00E-04 *kx 0,349326

Citraconato PBC PSC 0 0,006 *x 0,349326
DG(2:0/PGJ2) Control PSC 0,3 0,41 ns -
DG(2:0/PGJ2) Control PFIC 0,2 0,311 ns -
DG(2:0/PGJ2) PFIC PSC 0,9 0,907 ns -
DG(2:0/PGJ2) Control PBC Hi# HHHEHH Hokkx -
DG(2:0/PGJ2) PBC PFIC 0 0,003 *x -
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéo).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)
DG(2:0/PGJ2) PBC PSC 0 0,002 *k -
Eritrose Control PSC 0,3 0,402 ns 0,264492
Eritrose Control PBC 0 0,001 *kk 1,264492
Eritrose Control PFIC 0,1 0,103 ns 2,264492
Eritrose PBC PFIC 0 0,028 * 3,264492
Eritrose PBC PSC 0 0,002 ** 4,264492
Eritrose PFIC PSC 0,3 0,412 ns 5,264492
Fenilacetilglutamina PBC PSC 0,1 0,144 ns 0,672828
Fenilacetilglutamina Control PSC Hith HHHHH Fkkk 0,672828
Fenilacetilglutamina Control PSC Hith HitHHH *Axk 0,672828
Fenilacetilglutamina Control PBC Hith HHHHH Hkkk 0,672828
Fenilacetilglutamina Control PFIC Hit# HitHHH *Axk 0,672828
Fenilacetilglutamina PBC PFIC 0,7 0,797 ns 0,672828
Fenilacetilglutamina PFIC PSC 0,1 0,207 ns 0,672828
Fenilalanina Control PBC 0 0,048 * 0,127416
Fenilalanina PBC PFIC 0 9,00E-05 Hokkok 1,127416
Fenilalanina PBC PSC 0 5,00E-04 rEk 2,127416
Fenilalanina Control PSC 0,2 0,36 ns 3,127416
Fenilalanina Control PFIC 0,1 0,36 ns 4,127416
Fenilalanina PFIC PSC 1 0,958 ns 5,127416
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato Control PBC 0 3,00E-05 ok k -
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato Control PFIC 0 0,001 *x -
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato Control PSC 0 1,00E-05 ok k -
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato PBC PSC 0 0,012 * -
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato PFIC PSC 0 0,004 ** -
Glicoquenodesoxicolato-3-sulfato PBC PFIC 0,3 0,319 ns -
Glucosilgalactosil hidroxilisina PBC PFIC 0,1 0,207 ns -
Glucosilgalactosil hidroxilisina PBC PSC 0 0,054 ns -
Glucosilgalactosil hidroxilisina PFIC PSC 0,3 0,42 ns -
Glucosilgalactosil hidroxilisina Control PSC 0 2,00E-04 *xk -
Glucosilgalactosil hidroxilisina Control PFIC 0 2,00E-04 *kx -
Glucosilgalactosil hidroxilisina Control PBC 0 0,006 ** -
Hepta-2,4-dienoilcarnitina PBC PSC 0,1 0,21 ns 3,074327
Hepta-2,4-dienoilcarnitina PFIC PSC 0 5,00E-06 *Rxk 5,074327
Hepta-2,4-dienoilcarnitina Control PSC 0 0,051 ns 0,074327
Hepta-2,4-dienoilcarnitina Control PBC 0,2 0,21 ns 1,074327
Hepta-2,4-dienoilcarnitina Control PFIC 0 0,132 ns 2,074327
Hepta-2,4-dienoilcarnitina PBC PFIC 0 1,00E-04 *kx 4,074327
Histidina Control PBC 0 0,019 * 0,00881
Histidina PBC PFIC 0 9,00E-05 Hkkk 0,00881
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéo).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)
Histidina PBC PSC 0 0,002 *k 0,00881
Histidina Control PSC 0,4 0,78 ns 0,00881
Histidina PFIC PSC 0,5 0,78 ns 0,00881
Histidina Control PFIC 0,1 0,321 ns 0,00881
N-Acetilglicosamina PBC PSC 0 0,077 ns 4,120262
N-Acetilglicosamina Control PSC 0 0,004 ** 0,120262
N-Acetilglicosamina Control PFIC 0 0,022 * 1,120262
N-Acetilglicosamina Control PBC 0,2 0,236 ns 2,120262
N-Acetilglicosamina PBC PFIC 0,1 0,216 ns 3,120262
N-Acetilglicosamina PFIC PSC 0,6 0,716 ns 5,120262
N-Acetilvalina Control PSC 3,47E-06 5,5E-05 kAR 0,153016
N-Acetilvalina Control PBC 3,94E-05 0,0004 rxE 1,153016
N-Acetilvalina Control PFIC 8,73E-09 2,7E-07 ok 2,153016
N-Acetilvalina PBC PFIC 0,801 0,8709 ns 3,153016
N-Acetilvalina PBC PSC 0,952 0,96638 ns 4,153016
N-Acetilvalina PFIC PSC 0,833 0,8885 ns 5,153016
N-Alfa-acetilisina Control PSC 0,000223 0,0014 ok 0,382735
N-Alfa-acetilisina Control PBC 0,000289 0,0017 *x 0,382735
N-Alfa-acetilisina Control PFIC 2,5E-07 6E-06 *kkok 0,382735
N-Alfa-acetilisina PBC PEIC 0,036 0,0 ns 0,382735
N-Alfa-acetilisina PBC PSC 0,063 0,11 ns 0,382735
N-Alfa-acetilisina PFIC PSC 0,602 0,697 ns 0,382735
N-Eicosapentaenoil Aspartato PBC PFIC 0 0,004 *x -
N-Eicosapentaenoil Aspartato Control PSC 0,8 0,836 ns -
N-Eicosapentaenoil Aspartato Control PBC 0 0,053 ns -
N-Eicosapentaenoil Aspartato Control PFIC 0,2 0,28 ns -
N-Eicosapentaenoil Aspartato PBC PSC 0,1 0,11 ns -
N-Eicosapentaenoil Aspartato PFIC PSC 0,1 0,21 ns -
N-Eicosapentaenoyl Leucine PBC PFIC 0,5 0,592 ns -
N-Eicosapentaenoyl Leucine PBC PSC 0,1 0,11 ns -
N-Eicosapentaenoyl Leucine PFIC PSC 0,2 0,277 ns -
N-Eicosapentaenoyl Leucine Control PSC 0 0,007 * -
N-Eicosapentaenoyl Leucine Control PBC 0 0,003 *x -
N-Eicosapentaenoyl Leucine Control PFIC 0 0,013 * -
Neomenthol-glucuronide Control PSC 0,1 0,209 ns 0,762836
Neomenthol-glucuronide Control PFIC 0,1 0,17 ns 0,762836
Neomenthol-glucuronide PBC PFIC 0 0,096 ns 0,762836
Neomenthol-glucuronide PBC PSC 0 0,033 ns 0,762836
Neomenthol-glucuronide PFIC PSC 0,8 0,859 ns 0,762836
Neomenthol-glucuronide Control PBC 0 0,004 ** 0,762836
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05) (continuacéo).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)
o-Adipoylcarnitine PFIC PSC 0 0,032 * 0,222447
o-Adipoylcarnitine Control PSC 0 0,003 ** 0,222447
o-Adipoylcarnitine Control PBC 0,2 0,51 ns 0,222447
o-Adipoylcarnitine Control PFIC 0,2 0,51 ns 0,222447
o-Adipoylcarnitine PBC PFIC 0,9 0,891 ns 0,222447
o-Adipoylcarnitine PBC PSC 0 0,061 ns 0,222447

O-Sulfotyrosine Control PBC 0 6,00E-04 *kx 0,059504
O-Sulfotyrosine PBC PSC 0 0,002 ** 0,059504
O-Sulfotyrosine PBC PFIC 0 1,00E-04 ok 0,059504
O-Sulfotyrosine Control PSC 0,3 0,386 ns 0,059504
O-Sulfotyrosine Control PFIC 0,9 0,923 ns 0,059504
O-Sulfotyrosine PFIC PSC 0,3 0,375 ns 0,059504
Prolina Control PSC 0 5,00E-11 Hkkk -
Prolina Control PBC 0 3,00E-11 *Axk -
Prolina Control PFIC 0 2,00E-09 *Axk -
Prolina PBC PFIC 0,1 0,103 ns -
Prolina PBC PSC 0 0,091 ns -
Prolina PFIC PSC 0,6 0,557 ns -
Serina Control PSC 0 2,00E-09 roEAR 0,478451
Serina Control PBC 0 2,00E-07 ok k 0,478451
Serina Control PFIC 0 1,00E-09 ok k 0,478451
Serina PBC PSC 0 0,018 * 0,478451
Serina PBC PFIC 0,2 0,216 ns 0,478451
Serina PFIC PSC 0,1 0,16 ns 0,478451
Suberato PBC PFIC 0,4 0,483 ns 0,049145
Suberato Control PSC 0 0,024 * 0,049145
Suberato PBC PSC 0 0,007 *x 0,049145
Suberato Control PBC 1 0,978 ns 0,049145
Suberato Control PFIC 0,5 0,596 ns 0,049145
Suberato PFIC PSC 0 0,045 ns 0,049145
succiniladenosina Control PFIC 0,7 0,812 ns 0,774162
succiniladenosina PBC PFIC 0,2 0,335 ns 0,774162
succiniladenosina PBC PSC 0,4 0,51 ns 0,774162
succiniladenosina PFIC PSC 0 0,007 *k 0,774162
succiniladenosina Control PSC 0 0,015 * 0,774162
sulfato de p-Cresol PBC PSC 0 0,025 * 0,633382
sulfato de p-Cresol PFIC PSC 0 0,025 * 0,633382
sulfato de p-Cresol Control PSC 0 0,143 ns 0,633382
sulfato de p-Cresol Control PBC 0,4 1 ns 0,633382
sulfato de p-Cresol Control PFIC 0,4 1 ns 0,633382
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TABELA VIII. Tabela de metabolitos identificados, juntamente com as analises
estatisticas ao comparar as amostras de urina dos grupos CBP, CEP, PFIC3 e CS.
Os resultados incluem os valores de significancia estatistica (p < 0,05 e q < 0,05),
bem como a influéncia da idade (p < 0,05).

Metabdlito Grupol Grupo2 (l’:.:;{;:) (Z-:Z{‘é:) p.adj.signif (plga:;,'gs)
sulfato de p-Cresol PBC PFIC 1 1 ns 0,633382

Tirosina Control PFIC 0 0,003 ** -

Tirosina Control PSC 0 0,009 ** -

Tirosina PBC PFIC 0 7,00E-04 ok -

Tirosina PBC PSC 0 0,003 *x -

Tirosina Control PBC 0,7 0,722 ns -

Tirosina PFIC PSC 0,4 0,716 ns -
Triptofano 2-C-manosideo Control PSC 0 0,001 ** 0,89388
Triptofano 2-C-manosideo PFIC PSC 0 0,015 * 1,89388
Triptofano 2-C-manosideo Control PFIC 0,2 0,275 ns 2,89388
Triptofano 2-C-manosideo Control PBC 0,3 0,412 ns 3,89388
Triptofano 2-C-manosideo PBC PFIC 0,6 0,672 ns 4,89388
Triptofano 2-C-manosideo PBC PSC 0,4 0,484 ns 5,89388
Urocanato PFIC PSC 0,6 1 ns 0,069017
Urocanato Control PFIC 0 0,005 ** 0,069017
Urocanato Control PSC 0 0,009 ** 0,069017
Urocanato PBC PFIC 0 0,002 *x 0,069017
Urocanato PBC PSC 0 0,005 *x 0,069017
Urocanato Control PBC 0,8 1 ns 0,069017




186

APENDICE IlI



187

Scores Plot B Scores Plot

* CBP * CBP
® CEP * CEP

* PFIC
*QC

PC2(7.3%)
*
PC2(7.7%)

-10

T T T
-10 5 o 5 -20 -10 o 10 20 30

PC1(12.1%) PC1(129%)

c Scores Plot D Scores Plot

e Cs ®% o CEP
°®

10

PC2(7.7%)
PC2(89%)

-10

-20

PC1(12.9 %) PC 1(34.5%)

FIGURA 1. Anélise multivariada dos dados metabolomicos plasmaticos. Gréafico
de pontuacdo 2D da anélise de componentes principais (PCA) do conjunto de dados
com todas as caracteristicas detectadas nas analises LC-HRMS. As éareas verdes
representam o grupo (CS), vermelhas (CEP), azul (PFIC) e roxo (CBP). A cor
laranja representa o grupo de controles de qualidade (QCs).

(@) RPLC (ESI+)

(b) RPLC (ESI-)

(c) HILIC (ESI+)

(d) HILIC (ESI-)
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FIGURA Il. Analise multivariada dos dados metabolémicos obtidos das amostras
de urina. Gréfico de pontuagéo 2D da anélise de componentes principais (PCA) do
conjunto de dados com todos os features detectadas nas analises LC-HRMS. A cor
laranja representa o grupo de controles de qualidade (QCs).

(@) RPLC (ESI+)

(b) RPLC (ESI-)

(c) HILIC (ESI+)

(d) HILIC (ESI-)



