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RESUMO

INVESTIGACAO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES EM SALIVA DE
PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM DOENCA DE WILSON. A doenca de
Wilson (DW) é uma doenca autossdmica recessiva caracterizada por excesso de
cobre intracelular no figado, cérebro e outros 6rgdos vitais. A sobrecarga de cobre no
organismo pode levar a uma série de complicacbes graves, como problemas
neurologicos, insuficiéncia hepatica aguda ou crbnica, problemas renais e
manifestacdes psiquiatricas. A DW é uma doenca progressiva e, quando néo tratada,
resulta em incapacidades graves e possiveis risco de vida. Portanto, o diagnéstico
precoce é essencial para tratamento adequado e a prevencdo de graves manifestacoes
clinicas. O presente trabalho avaliou a presenca de metabolitos diferenciadores em
amostras de saliva de individuos portadores da DW em compara¢do com um grupo de
individuos saudaveis. Para isso, fez-se uso de uma abordagem metabolémica global,
com emprego da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucdo (LC-HRMS), permitindo anotar potenciais candidatos a biomarcadores e
obter informacOes sobre alteracGes nas vias metabolicas dos grupos de individuos
avaliados. Foram analisadas amostras de saliva de individuos com DW (n=24) e
individuos saudaveis (n=39) e o0s resultados indicaram 39 metabdlitos
estatisticamente discriminantes (p < 0,05; VIP > 1), com a anotacgdo putativa de 15
desses metabolitos. Dentre esses, sedoheptulose-7-fosfato, acido palmitico, N-
undecanoilglicina, &cido subérico e pirocatecol ja foram previamente reportados e
estdo associados com as doengas de Alzheimer, esquizofrenia, Doenga de Parkinson,
cancer e doenca renal. Os metabdlitos N-metil-salsolinol, esfinganina e betaina ja
foram descritos como possiveis candidatos a biomarcadores da doenca de Parkinson e
da DW. No presente estudo, uma regulacdo positiva de betaina foi observada em
individuos com a DW. Além disso, a ceramida Cer(d18:2/20:4) apresentou-se como 0
metabolito mais significativo na discriminacdo dos grupos pela curva ROC. A
Cer(d18:2/20:4) mostrou-se inedito para a DW e niveis elevados de ceramidas tem
sido associados com doencas neurodegenerativas, diabetes e doencgas
cardiovasculares e, portanto, caracteriza-se também como um metabolito importante
para futuros estudos relacionados a DW. Os metabdlitos relacionados a DW podem
auxiliar no avanco das pesquisas de biomarcadores em sindromes raras, auxiliando
um diagnéstico mais rapido e preciso. Além disso, 0 uso de uma amostragem nao
invasiva de saliva e desejavel como alternativas de monitoramento facil e acessivel.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POTENTIAL BIOMARKERS IN SALIVA FROM
PATIENTS DIAGNOSED WITH WILSON DISEASE. Wilson disease (WD) is a
rare inherited disorder characterized by excessive intracellular copper in the liver,
brain, and other vital organs. Copper overload in the body can lead to a series of
complications, including neurological problems, acute or chronic liver failure, kidney
problems, and psychiatric manifestations. WD is a progressive disease and, if left
untreated, results in serious and potentially life-threatening disabilities. Therefore,
early diagnosis is essential for effective treatment and preventing severe clinical
manifestations. The present work evaluated differentiating metabolites in saliva
samples from individuals with WD compared to healthy individuals. For this, a
global metabolomics approach was performed using liquid chromatography coupled
with high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS), allowing the annotation of
potential candidates for biomarkers, and obtaining information about changes in the
metabolic pathways of the individual’s group. Saliva samples from individuals with
WD (n=24) and healthy individuals (n=39) were analyzed, and the results showed 39
metabolites that differed significantly between the two groups (p < 0,05; VIP > 1),
with 15 of them being putatively annotated. Among these metabolites, sedoheptulose-
7-phosphate, palmitic acid, N-undecanoylglycine, suberic acid, and pyrocatechol
have been previously reported and are associated with Alzheimer disease,
schizophrenia, Parkinson disease, cancer, and kidney disease. The metabolites N-
methyl-salsolinol, sphinganine, and betaine have already been described as potential
biomarkers for Parkinson and Wilson diseases. In the present study, an upregulation
of betaine was observed in individuals with WD. Moreover, the metabolite ceramide
Cer(d18:2/20:4) was detected as the most significant metabolite in differentiating the
two groups by the ROC curve. While Cer(d18:2/20:4) is a new metabolite in the
context of WD, high levels of ceramides have been linked to neurodegenerative
diseases, diabetes, and cardiovascular diseases. Therefore, it is also considered an
important metabolite for future studies related to WD, which can aid in faster and
more accurate diagnosis of rare syndromes. Additionally, non-invasive saliva
sampling is desirable as an affordable and convenient biofluid monitoring alternative.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doengas Raras: Uma Visao Global

Mais de 300 milhGes de pessoas no mundo vivem com uma doenga
rara (DR), o que representa de 3,5 a 5,9% da populacdo global. Existem mais de
6.000 doencas raras identificadas, das quais 71,9% séo geneticas e destas 69,9% se
manifestam durante a infancia (WAKAP et al., 2020).

Em maio de 2022, em um evento na Assembléia Mundial da Saude
(AMS) em Genebra, realizado pela Rare Disease Internacional (RDI) foi proposta
uma definicdo internacional para doencas raras, sendo essa: “uma doenca rara €
uma condicdo médica com um padréo especifico de sinais clinicos, sintomas e
descobertas que afetam numero menor ou igual a 1 em 2.000 pessoas que vivem
em qualquer regido definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) do
mundo”. Entretanto, apesar dos esforcos para estabelecer uma definicdo de doenca
rara reconhecida internacionalmente, cada pais ainda adota sua propria definicao.
Os Estados Unidos (EUA) definem DR como condigbes que afetam menos de
200.000 individuos, enquanto a Unido Europeia define uma DR como aquela que
atinge 5 em cada 10.000 individuos. Na Colémbia, a variacdo € de 2 por 10.000
individuos. Outros paises como Argentina, Chile, México, Panama e Uruguai
consideram uma DR quando atinge 5 em cada 10.000 individuos. No Brasil, uma
doenca € considerada rara quando afeta até 65 pessoas a cada 100.000
(WAINSTOCK e KATZ., 2023).

Um dos grandes desafios mundiais associados as DRs € a dificuldade
dos sistemas médicos atuais em diagnosticar esses distirbios de forma correta e
precoce, pois uma ampla parcela dessas doencas tem sintomas parecidos com
outras enfermidades, muitas DRs ainda ndo possuem um tratamento eficaz e as
informac0es sobre as DR sdo bastante limitadas (FELIX et al., 2022; GIUGLIANI



et al., 2019). Toda essa dificuldade geralmente resulta em atrasos na intervencao
medicamentosa e essa demora tem impacto negativo na qualidade de vida dos
pacientes, que s6 depois conseguem ter acesso a medicamentos e terapias
adequados. Segundo MELNIKOVA et al. (2012), menos de 10% dos pacientes
com DRs recebem tratamento especifico. Outro problema enfrentado pelas pessoas
portadoras de uma DR € que, mesmo ap0s receberem um diagndstico, elas
enfrentam acesso limitado ao tratamento devido aos altos custos, dificuldade de
acesso a centros especializados, assim como, assisténcia coordenada e suporte ao
paciente.

No Brasil, o Ministério da Saude instituiu em 2014 a “Politica
Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com Doengas Raras”, estabelecendo
diretrizes para a oferta de cuidados as pessoas acometidas por doencas raras na
rede publica do sistema Unico de satde (SUS). Essa politica define um plano anual
de acdo, apoio financeiro e logistico e prevé a criacdo de centros de tratamento de
referéncia. Esses centros, principalmente associados a hospitais de pesquisa
universitarios e localizados em sua maioria nas grandes cidades e capitais, devem
ser capazes de avaliar pacientes, realizar procedimentos de testes genéticos,
diagnosticar, tratar e oferecer aconselhamento genético. As doencas raras no Brasil
estdo estruturadas em dois eixos principais: 1- DR de origem genética, incluindo
anomalias congénitas e disturbios de inicio tardio, deficiéncia intelectual e erros
inatos do metabolismo; 2- DR de origem ndo geneética, incluindo doencas
infecciosas, doencas inflamatdrias e autoimunes (FELIX et al., 2022; GIUGLIANI
et al., 2016).

Dentro do ndcleo das doencas raras de origem genéticas, destacam-se
0s erros inatos do metabolismo (EIM), que sdo disturbios de heranca autossdmica,
na maioria dos casos recessiva, causados por uma deficiéncia ou anormalidade de
uma enzima, resultando em defeitos na via bioquimica correspondente. Devido a

grande diversidade de vias metabolicas envolvidas nos processos enzimaticos ha



uma maior dificuldade em se estabelecer um diagnostico das doencas causadas por
EIM (SILVA NETO, 2023).

Os EIMs tém uma incidéncia de 1/800-2500 em recém-nascidos e 0S
diagnosticos para os EIM séo divididos em testes de triagem e testes direcionados e
especificos, como a deteccdo de biomarcadores e ensaios de atividade enzimatica.
Porém, nem todos EIM possuem marcadores bioquimicos e, quando ausentes,
alternativas adicionais resumem-se a procedimentos invasivos como analises
histopatoldgicas. (GHOSH et al., 2017) Os EIM séo distarbios de natureza
genéticas complexas, com um gene associado a diferentes fenotipos e fenotipos
semelhantes causados por mutacfes em diferentes genes. Por essas razdes, a
conscientizacdo sobre EIM e doencas raras pode auxiliar um diagnostico mais
rapido, um tratamento mais eficaz e a uma melhoria na qualidade de vida dos
pacientes. Além disso, pode ajudar a impulsionar a pesquisa e 0 desenvolvimento
por novas abordagens de triagem e diagndsticos rapidos e precisos, assim como de

novas terapias para o tratamento de doencas raras. (SILVA NETO, 2023)

1.2. Doenca de Wilson

A Doenca de Wilson (DW) foi descrita em 1912 pelo neurologista
Samuel Alexander Kinnier Wilson, que deu nome a doenca, tambem conhecida
como degeneracdo hepatolenticular ou degeneracdo progressiva lenticular
(WILSON, 1912). A DW afeta aproximadamente 1/30.000-1/100.000 individuos
no mundo e acredita-se que essa relacdo possa ser subestimada devido a
diagnosticos errdneos atribuidos a outros disturbios neuroldgicos, hepéaticos ou
psiquiatricos (ALA et al., 2007).

Adicionalmente, embora a DW seja reconhecidamente rara, a sua

prevaléncia indicada pelo Scheinberg-Sternlieb Estimate™ é considerada valida para

* Em 1984, Scheinberg e Sternlieb estimaram a prevaléncia mundial da doenga de Wilson para 1:30.000 com base em trés conjuntos de dados: 1) o
relatdrio de estatisticas vitais dos Estados Unidos, 1968-1978 (13.21/1,000,000); 2) um relatério clinico baseado na populagdo da Alemanha Oriental
sobre a prevaléncia (29/1.000.000); e 3) uma anélise epidemioldgica avancada baseada na frequéncia de parentesco em primeiro grau entre 289
familias japonesas com pelo menos 1 membro da familia com DW (33/1.000.000) (SANDAHL et al., 2020).



os Estados Unidos, Europa e Asia, mas criticada para regides com populacoes
menores onde a DW teria uma prevaléncia 3-4 vezes maior do que as estimativas
clinicas (SANDAHL et al., 2020), o que também a coloca como uma doenca
negligenciada.

A DW é uma enfermidade rara, autossomica recessiva e caracterizada
por uma alteracdo no transporte do cobre (Cu), gerando um acumulo progressivo
do metal em varios 6rgdos, especialmente no figado, cérebro, rins, placenta e
corneas (LIU et al., 2015). A DW possui uma ampla variabilidade na expressao
fenotipica entre individuos, podendo apresentar desde elevacdo das enzimas
hepaticas, em casos assintomaticos, até insuficiéncia hepatica fulminante (cirrose)
e doencas neuropsiquiatricas incapacitantes, como sintomas graves (WEISS e
SCHILSKY, 1999-2023). De forma geral, a maioria dos sintomas da DW
geralmente aparece na segunda e terceira década de vida dos pacientes, no entanto,
essa manifestacdo varia amplamente entre individuos, podendo ocorrer em criangas
(KIM et al.,, 2013; MATOS et al., 2015) até idosos (YOUSEFI et al., 2019;
ZIGRAI et al., 2020).

O acumulo anormal de Cu no organismo de pacientes com DW ocorre
devido a uma mutacdo do gene ATP7B, situado no cromossomo 13, banda g14.3
(13914.3). O gene codifica uma enzima transportadora de cobre chamada de
ATPase do tipo P, essencial no metabolismo e transporte do Cu intracelular
(ROSENCRANTZ e SCHILSKY, 2011). Até o momento, mais de 800 mutacGes
no gene ATP7B ja foram descritas (LI et al., 2021).

No Brasil, ndo foram encontrados dados epidemioldgicos sobre a DW,
mas um estudo recente reporta que a prevaléncia de DW no Brasil varia de acordo
com as regides do pais e que esta relacionada as taxas de consanguinidade
(CANCADO e BARBOSA., 2019). Na regido Sudeste do Brasil, o caso do
diagnostico de DW em um paciente de 70 anos, levou a descoberta de uma nova
mutacdo no gene ATP7B no exon 8, heterozigoto, ressaltando a importancia do



sequenciamento genético na descoberta de novas mutacBes genéticas e a
importancia de ndo descartar em pacientes idosos a possibilidade da DW
(OLIVEIRA SA et al., 2022).

O gene ATP7B codifica a proteina adenosina trifosfatase (ATPase) do
tipo-P, também designada de proteina de Wilson e relacionada ao transporte
intracelular de ions Cu (YANG et al, 2023). A ATP7B tipo-P pertence a familia
das ATPases tipo-P transportadora de metais pesados, incluindo Ag*, Zn*?, Cd*? e
Co*2, desempenhando um papel fundamental na homeostase e nos mecanismos de
biotolerancia desses metais (SCHURIG-BRICCIO e GENNIS, 2012). A ATP7B
tipo-P se expressa no figado, rim, cérebro, placenta e pulméo, e os disturbios no
seu funcionamento levam a elevados niveis de Cu*?/Cu*, primeiramente no figado,
e depois em outros 6rgdos, principalmente no cerebro (LUTSENKO et al., 2010;
TELIANIDIS et al., 2013).

A grande ameaca relacionada a DW é o fato dessa ser progressiva,
podendo permanecer sem diagnodstico e resultar no risco de vida se ndo for
adequadamente tratada. As variacdes clinicas da DW sdo amplas e, em termos
gerais, 0s pacientes podem apresentar manifestacdes hepaticas, neuroldgicas e
psiquiatricas (ALA et al., 2007; BEM et al., 2011). A partir do momento que se
obtém o diagndstico para DW, o tratamento ocorre por meio de uma dieta
alimentar que seja pobre em Cu e no uso de medicamentos quelantes, a fim de
remover o excesso de Cu acumulado, minimizando sua reabsor¢édo pelo organismo
(SILVA et al., 2010). A DW ¢é uma condicdo clinica tratdvel, no entanto,
precocidade do diagndstico e inicio imediato do tratamento sdo fundamentais para
aumentar as chances de sobrevida do paciente e diminuir a possibilidade para
sequelas graves, principalmente neuroldgicas e hepaticas (SILVA et al., 2010).

Embora exista uma combinacdo de exames clinicos, laboratoriais e
histologicos para identificar pacientes com DW, nenhum destes testes séo
especificos e nem considerados padrdo-ouro para fins de diagnosticos clinicos



(BRUHA et al., 2010; SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021). Adicionalmente,
testes genéticos possuem alto custo e devido a grande quantidade de mutacgdes ja
identificadas, esses se toram impraticaveis. Desta forma, no sentido de minimizar
0s riscos de um diagndstico tardio, onde ndo seria mais possivel evitar as sequelas
da DW, alguns autores recomendam que a DW seja incluida na lista de doencas de
risco e que passe a integrar os testes neonatal (SANCHEZ-MONTEAGUDO et al.,
2021).

Com base nesse cenario, justifica-se a necessidade de novas
investigacOes e pesquisas basicas na area da medicina de precisdo, que permitam o
diagndstico precoce, preciso e rapido e o aumento da eficacia dos tratamentos
médicos. Técnicas Omicas, como a metaboldmica, permitem avaliar as
caracterizacdes biogquimicas e moleculares do metaboloma e as mudangas nos
metabdlitos relacionadas a fatores genéticos, dieta, medicamentos, fatores
ambientais, entre outros, podendo eventualmente levar a novos procedimentos para
0 diagndstico clinico (biomarcadores), novas terapias medicamentosas, assim

como, a identificacdo de novos alvos terapéuticos (SILVA NETO, 2023).

1.2.1. Fisiopatologia

O Cu é um oligoelemento importante para 0s seres vivos, sendo
essencial para o funcionamento celular como cofator catalitico para sistemas
enzimaticos, participando de diversos processos biologicos (PENA et al., 1999). O
Cu na forma livre é uma substancia tdxica, capaz de causar danos irreversiveis no
organismo e morte celular. Para evitar essa toxidade do Cu, sistemas especificos de
transporte intracelular facilitam seu transporte e armazenamento, através da
formacdo de enzimas que se ligam ao metal, conhecidas como cuproenzimas
(PENA et al., 1999).



O consumo de Cu diario recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para adultos é de 0,9 mg/dia (ANVISA, 2005),
obtido através da alimentacdo. Os alimentos que contém niveis elevados de Cu
incluem mariscos, grdos, nozes, cogumelos, legumes, chocolate e carnes de érgaos.
O Cu € absorvido a partir do jejuno no intestino delgado, difunde-se através da
mucosa intestinal, é transportado atraves do enterdcito pela enzima transportadora
de Cu, ATPTA, para a circulacdo portal e chega ao figado onde entra nos
hepatocitos através do canal transportador de Cu 1 (CTR1) (ROSENCRANTZ e
SCHILSKY, 2011). Nos hepatocitos, o Cu € entdo capturado por chaperonas
especificas de Cu que o transportam para os determinados destinos intracelulares.
No citoplasma, a metalochaperona de Cu (CCS) transporta o metal para a
superoxido dismutase 1 (SOD1) dependente de Cu/Zn. Outra chaperona, conhecida
como COX17, fornece Cu para a mitocondria, onde este € incorporado ao
citocromo c¢ oxidase (COX, Complexo 1V) e utilizado na cadeia de fosforilacéo
oxidativa mitocondrial. Finalmente, a grande maioria do Cu que entra nos
hepatdcitos € transportado pela chaperona antioxidadente de Cu, a ATOX1, para a
enzima ATP7B, que se localiza no Complexo de Golgi, sendo responsavel pelo
transporte de Cu até a recém-sintetizada ceruloplasmina (CP), a principal proteina
contendo Cu no soro sanguineo. Outra atividade crucial da ATB7B consiste na
eliminacdo do excesso de Cu potencialmente toxico dos hepatdcitos para a bile
(POLISHCHUK, 2019; ROSENCRANTZ e SCHILSKY, 2011). A Figura 1.1

ilustra 0 mecanismo descrito anteriormente.
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FIGURA 1.1- Mecanismo de distribuicdo de Cu nos hepatécitos. CTR1, proteina

transportadora de Cu 1; Cu, cobre; COX17, oxidase do citocromo c; CCS,
proteinas de metalochaperone de Cu; SOD, superoxidade dismutase de Cu/Zn;
ATOX1, chaperona antioxidante de Cu 1; CP, ceruloplasmina; ATB7B, enzima
transportadora de Cu; TNG, rede trans-Golgi.

Adaptado de POLISHCHUK (2019).

No entanto, esse mecanismo fisiolégico ndo acontece na DW. As
mutacdes do gene ATP7B resultam na diminuicdo ou total auséncia da funcédo da
ATPases tipo-P, resultando em uma deficiéncia na interacdo do Cu com a
ceruloplasmina e consequente defeito da excrecdo biliar do Cu. O Cu hepético
acumulado ocasiona toxidade e danos celulares que se manifestam como sintomas
clinicos da DW. Ocorrendo primariamente leséo hepatica, evoluindo para fibrose e

cirrose, ate a insuficiéncia hepética. O Cu livre liberado para a corrente sanguinea



se acumula em outros 6rgdos acarretando as demais manifestac@es clinicas da DW
(PATIL etal., 2013).

1.2.2. Manifestacoes Clinicas

A DW apresenta uma ampla variedade de manifestacdes clinicas,
caracterizada por depositos anormais de Cu, as quais dependem do 6rgdo no qual o
Cu se acumulou ao longo do processo patologico (SANCHEZ-MONTEAGUDO et
al., 2021).

A doenca hepatica € a primeira manifestacdo clinica em
aproximadamente 40-60% dos pacientes com DW, podendo se apresentar como
insuficiéncia hepatica crénica ou aguda (ALA et al., 2007). Geralmente, a hepatite
evolui para hepatite cronica (fibrose e cirrose) quando nédo diagnosticada e tratada.
A insuficiéncia hepatica aguda € a forma mais grave da DW e surge acompanhada
de niveis elevados de bilirrubina sérica, hipoalbuminémia e coagulopaia,
encefalopatia hepatica, ascite e edema periférico (TIAN et al., 2016). O quadro
clinico de pacientes com DW pode ser semelhante a outras formas de hepatite
crbnica, 0 que enfatiza a necessidade de se investigar cuidadosamente esses
pacientes (ALA et al., 2007).

Em pacientes jovens, a DW apresenta como sintomas a hepatite
aguda, cronica ou fulminante e a sua apresentacdo clinica ndo é facilmente
distinguivel da hepatite viral aguda, com ictericia e desconforto abdominal (EASL,
2012). Assim, o diagnostico da DW é dificil em individuos com comprometimento
hepatico, mas facil em pacientes com sintomas neurologicos, sendo o grau de
suspeita clinica para a DW dependente do paciente apresentar doenca hepaética,
e/ou neuropsiquiatrica (CABRAS et al., 2015).

Apo6s as manifestacbes hepéticas, os sintomas neuroldgicos sdo 0S

mais frequentes na DW. A apresentacdo neurologica pode ser extremamente sutil e
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intermitente por muitos anos, mas também pode se desenvolver rapidamente,
levando em poucos meses a incapacidade mental completa. Em muitos casos, 0s
sinais neuroldgicos sdao muito dificeis de serem classificados, pois 0s pacientes
podem apresentar mais de uma anomalia, cada uma com diferentes niveis de
gravidade (EASL, 2012). As manifestacdes neuroldgicas estdo presentes em 18-
68% dos sintomas iniciais dos pacientes com idade média de 20-30 anos. A
sintomatologia é variavel, destacando-se os tremores, que podem ser de repouso,
postural (frequentemente com caracteristicas de “bater asas”) ou cinético.
Inicialmente afeta as extremidades superiores, no entanto, a medida que a doenca
progride pode afetar as pernas, a cabeca ou até mesmo todo o corpo. A distonia
(contracdo muscular) também é um sintoma frequente em pacientes com sintomas
neurologicos e pode ser focal, segmentar ou até generalizada. A apresentacédo
distbnica caracteristica da DW € o riso sard6nico, que se apresenta como um
sorriso fixo devido a distonia do musculo risorio (CZLONKOWSKA et al., 2018;
EASL, 2012).

Convulsbes ndo sao frequentes em pacientes com DW, mas podem
ocorrer em até 6% dos pacientes, sendo mais comum as convulsdes parciais.
Outros sintomas neuroldgicos incluem parkinsonismo com bradicinesia (escassez e
lentiddo de movimentos, rigidez muscular e tremor de repouso), disartria
(articulacdo indefinida da fala) e disfagia (dificuldades durante a degluticdo)
(PFEIFFER, 2016). O quadro clinico pode ser semelhante com a doenca de
Parkinson, devendo a DW ser sempre considerada no diagnostico diferencial com
distarbios de movimentos (BRITO et al., 2005).

As alteracbes psiquiatricas podem aparecer antes dos sinais
neuroldgicos ou hepéaticos em 1/3 dos pacientes. Baixo desempenho académico ou
alteracGes de personalidade como hiperatividade, perda de controle emocional,
desinibicdo sexual e comportamento inadequado podem ser observados em

criancas, enquanto caracteristicas psicoticas semelhantes a paranoia, esquizofrenia
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ou depressdo podem ser observadas em pacientes mais velhos. O atraso do
diagnostico em pacientes com DW que apresentam neuropsiquiatrias é frequente
(EASL, 2012).

No geral, a doenca de Wilson apresenta um amplo espectro de
sintomas clinicos que dependem dos o6rgdos mais afetados (Figura 1.2)
(CZLONKOWSKA et al., 2018).
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FIGURA 1.2- Diversas manifestacBes clinicas identificadas em pacientes com a
DW. Contorno laranja: sintomas primarios; Contorno azul, possiveis sintomas
secundarios da DW.

Adaptado de CZLONKOWSKA et al., 2018.

No Brasil, de acordo com CANCADO e BARBOSA (2019), pacientes

com DW atendidos em clinicas pediatricas, apresentam predominantemente
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manifestacdes hepaticas. Um estudo feito com 28 criancas com DW (faixa de idade
de 2 a 18 anos no momento do diagndstico) mostrou que 42,8% eram
assintomaticas e foram identificadas por meio de triagem familiar, 25,0%
apresentavam caracteristicas clinicas de hepatite, 3,5% insuficiéncia hepatica
aguda com anemia hemolitica, 17,8% apresentavam enzimas hepaticas elevadas e
10,7% apresentavam hepatoesplenomegalia com sinais neuroldgicos, como
disturbios cerebelares, disartria, tremores e instabilidade postural (KLEINE et al.,
2012).

Em pesquisa realizada por BEM et al. (2011) na regido Sul do Brasil,
36 pacientes com DW com idades entre 10 e 41 anos no inicio dos sintomas,
apresentavam as formas hepatica e neuroldgica da doenca. Nove pacientes
apresentavam manifestacdes exclusivamente neuropsiquiatricas (25%), 14 apenas
manifestacbes hepaticas (38,9%), 11 (30,6%) apresentavam ambas as
manifestacdes e 2 pacientes (5,5%) eram assintomaticos.

Na maior revisdo clinica conduzida no Brasil, entre adultos e criangas
(ARAUJO, 2012) foram catalogados 262 pacientes com DW, acompanhados nos
Servigos de Gastroenterologia Clinica, Neurologia, Cirurgia do Figado e
Transplante Hepatico, e pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, de janeiro de 1946 a dezembro de 2010.
As apresentacOes clinicas mais frequentes foram hepaticas (36,3%), neurologicas
(34,7%), assintomaticas (16,8%), neuropsiquiatricas (8,3%) e hematoldgicas
(1,9%). Uma descricdo completa de todas as manifestacdes clinicas reportadas por
ARAUJO (2012) pode ser observada na Tabela 1.1.
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TABELA 1.1- ManifestacGes clinicas de pacientes com DW proveniente de estudo
realizado com 262 pacientes na Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

Forma Clinica (%o) Modo de Apresentacao Pacientes
(N)
Assintomatica (16,8) Hepatite cronica 32
Cirrose hepética 9
Sem hepatopatia 3
Hepética (36,3) Cirrose hepética descompensada 55
Cirrose hepéatica compensada 25
Hepatite aguda 10
Insuficiéncia hepatica aguda grave 5
Neuroldgica (34,7) Disartria 81
Tremor 66
Alteracdo na marcha 52
Distonia 49
Rigidez 45
Alteracdes cerebelares 27
Epilepsia 9
Neuro-psiquiétrica (8,3) Alteracdes ndo psicoticas 12
Depresséo 3
Esquizofrenia 5
Transtorno bipolar 2
Neuro-hepética (0,8) Cirrose hepéatica compensada 2
Disartria
Distonia
Rigidez
Alteracdo na marcha
Osteomuscular (0,4) Artrite 1
Hematoldgica (1,9) Anemia Hemolitica 5
Renal (0,8) Sindrome de Fanconi 1
Hematdria 1

Fonte: ARAUJO (2012).
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1.2.3. Diagnéstico Clinico

As manifestacdes clinicas da DW sdo diversas e nem sempre presentes
ou facilmente identificadas, podendo ainda ser semelhante a outras doengas. Alem
disso, nenhum dos testes laboratoriais que indicam o acimulo de Cu no organismo
e 100% sensivel e/ou especifico para a DW, resultando na necessidade de
combinar achados clinicos e parametros bioquimicos para chegar a um diagndstico
(SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021).

O primeiro caso documentado de DW no Brasil foi em 1944, em um
paciente que apresentava a forma distonica da doenca (CANCADO e BARBOSA,
2019). O primeiro caso de DW diagnosticado na Clinica Neuroldgica do HC-
FMUSP foi em 1946, o paciente apresentava a variante da doenca em que
predominavam tremor postural e disartria (BARBOSA et al., 2009).

A DW pode se manifestar em qualquer idade, embora a maioria se
manifeste de 5 a 35 anos (EASL, 2012). O paciente mais jovem diagnosticado com
cirrose devido a DW tinha 3 anos de idade (WILSON et al., 2000) e um estudo de
caso relata um bebé de 9 meses diagnosticado com DW que apresentava um
quadro de diarreia aguda e niveis de aminotransferase elevados, sintomatologia
atipica da doenca (KIM et al., 2013). Apesar da DW ser considerada uma doenca
jovem (raramente se manifesta apds os 40 anos) ha relatos de diagndsticos em dois
irm&os acima dos 70 anos (ALA et al., 2005), assim como uma mulher de 67 anos,
diagnosticada erroneamente como doenca de Parkinson e, ap6s manifestacdes
hepéticas e neuroldgicas, diagndstica corretamente com DW (ZIGRAL et al, 2020).

A avaliacdo neuroldgica é realizada em pacientes com manifestacdes
neuropsiquiatricas e também pode ser realizada em pacientes assintomaticos que
demonstrem manifestages hepaticas. E possivel observar alterages cerebrais nos
exames de imagem como ressondncia magnética nuclear (RMN) e tomografia

computadorizada (TC). Nos cortes axiais na ponderacdo T2 da RMN podem ser
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observadas lesGes na regido do mesencéfalo descritas com o sinal da “face do
panda gigante” (Figura 1.3A), caracteristico da DW, ocorrendo em até 20% dos
pacientes com sintomas neuroldgicos. Tambeém é possivel ver o sinal da “face do
panda em miniatura” (Figura 1.3B) porém com uma ocorréncia menos frequente
(BRITO et al., 2005; CZLONKOWSKA et al., 2018).

FIGURA 1.3- Sinal da face do panda, sinal neuroldgico caracteristico da DW. A)
Ressonéncia magnética ponderada em T2 apresentando a “face do panda gigante”
no mesencéfalo (seta preta). B) Ressonancia magnética ponderada em T2
mostrando a “face do panda em miniatura” no segmento da ponte (seta preta).
Adaptado de BRITO et al (2005).

O anel de Kayser-Fleischer (K-F) (Figura 1.4) é um marcador
importante para o diagnéstico da DW, sendo encontrado em aproximadamente
100% dos casos de pacientes com manifestacdes neuroldgicas, 40-50% dos casos
com manifestacdo hepética e 20-30% em pacientes pré-sintomaticos (SULLIVAN

et al., 2002). Os anéis de K-F s@o depdsitos de Cu em grumos granulares na
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membrana Descemet (membrana basal do epitélio da cornea), aparecendo como
uma alteracdo pigmentar castanho-dourada, amarelo-dourada ou bronze. O anel de
K-F sé pode ser definitivamente diagnosticado por um oftalmologista, utilizando
uma lampada de fenda. A densidade do anel correlaciona-se com a gravidade da
doenca, sendo encontrado principalmente em casos em que 0 paciente j& apresenta
alteracdes hepéticas (PATIL et al., 2013; SULLIVAN et al., 2002; WALTER et al,
2014).

Alteracdes semelhantes aos anéis de K-F também s&o observadas em
distarbios como cirrose biliar primaria, colestase e distarbios neoplasicos com alto
nivel de Cu serico (por exemplo, mieloma multiplo) e durante o uso de estrogénio
(uso crénico de contraceptivos orais ou terapia de estrogénio na pos-menopausa)
(DUSEK et al., 2015; SCHRAG e SCHOTT, 2012).
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FIGURA 1.4- Anel de Kayser-Fleischer nas manifestac6es da DW, causado pelo

acumulo de Cu na cdrnea (seta preta).
Adaptado de SCHRAG e SCHOTT (2012).

Um teste de rotina em pacientes com suspeita de DW é a
ceruloplasmina sérica. A ceruloplasmina sérica normalmente se apresenta em

concentragdes baixas em pacientes portadores da DW com sintomas neuroldgicos
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em comparac¢do a individuos saudaveis, porém pode se apresentar na faixa baixo-
normal em aproximadamente 50% dos pacientes com DW e sintomas hepaticos
(CAUZA et al., 1997). Os niveis de ceruloplasmina tendem a aumentar em caso de
inflamacdo, infeccdo e hiperestrogenemia durante a gravidez ou como
consequéncia de tratamentos contraceptivos. Além disso, 0s portadores
heterozigotos da DW ocasionalmente apresentam niveis anormalmente reduzidos.
Outras consideracGes para niveis baixos de ceruloplasmina sdo a ma absorcéo,
insuficiéncia hepética fulminante ou aceruloplasminemia. Portanto, o valor
preditivo da ceruloplasmina como marcador Unico para o diagnostico de DW ¢
questionavel, principalmente porque muitos pacientes com DW apresentam niveis
proximos ao normal (SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021).

Uma medida util para o diagnostico da DW é a excrecdo urinaria de
Cu durante 24 horas. O valor da excrecdo urinaria de Cu considerado para
diagnostico é de >100 pg em 24 horas em pacientes com sinais e sintomas de DW.
No entanto, a interpretacdo dos valores de excre¢do urinaria de Cu pode ser dificil
devido a sobreposicdo com achados de outros tipos de doenca hepética, em
particular lesdo hepética aguda ou insuficiéncia hepéatica de qualquer etiologia
(ROBERTS e SCHILSKY, 2008).

A anemia hemolitica negativa para Coombs (teste de antiglobulina)
pode ser 0 unico sintoma inicial da DW. No entanto, a hemdlise acentuada esta
comumente associada a doenca hepatica grave. A hemdlise de baixo grau pode
estar associada a DW mesmo quando ndo ha manifestacdes hepaticas da doenca
(FERENCI, 2014).

No caso de suspeita de DW, o diagndstico pode ser confirmado por
uma bidpsia hepatica percutdnea para medir a quantidade de Cu depositado no
figado, caso os demais sinais clinicos e testes ndo invasivos ndo sejam conclusivos.

Valores de Cu hepatico >250 g por grama de peso seco do figado é considerado
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uma evidéncia bioguimica robusta para o diagnostico da DW (FERENCI et al.,
2005).

Outra forma de confirmar o diagnéstico para a DW € o teste genético,
que também permite fazer o screening de irmaos assintomaticos. O teste consiste
na deteccdo de mutacdes no gene ATP7B. No entanto, o diagndstico genetico
molecular ¢ dificil devido a mais de 500 mutagdes possiveis, além da maioria dos
pacientes serem heterozigotos compostos, ou seja, carregam duas mutacdes
diferentes (EASL, 2012; PATIL et al., 2013).

De acordo com as investigacbes de mutacdes do ATB7B, existem
alguns pontos criticos de mutacdo, dependendo dos diferentes grupos étnicos e da
localizagdo geogréafica. A mutacdo mais comum em pacientes da Europa Central,
Oriental e do Norte € a mutacdo pontual H1069Q (éxon 14). Cerca de 50-80% dos
pacientes com DW desses paises carregam pelo menos um alelo com esta mutacéo,
com uma frequéncia alélica variando entre 30 e 70% (FERENCI, 2006). Em estudo
realizado no sudoeste da China com pacientes de DW, a Arg778Leu foi a mutacéao
mais comum, representando 30% da frequéncia, porém sem dados conclusivos
entre a correlacdo da mutacdo com os sintomas clinicos apresentados pelos
pacientes (LIU et al., 2015).

No Brasil, um estudo feito por DEGUTI et al (2004) identificou vinte
e cinco mutacdes da ATP7B, doze delas inéditas. A mutacdo c¢.3402delC
apresentou a maior frequéncia alélica (30,8%), sequida pela mutacéo ¢.2123T>C
(p.L708P) (16,7%). A mutacdo europeia comum ¢.3207C>A (p.H1069Q) néo
estava presente. Um segundo estudo realizado na regido Sul do Brasil, onde ha
forte colonizacdo europeia, com ascendéncia alem4, italiana e polonesa, a mutagéo
H1069Q, que é bastante comum na Europa, teve uma frequéncia alélica de 37,1% e
foi a mais frequente em 23 pacientes estudados (BEM et al., 2013). Assim, pode-se

concluir que as mutagdes presentes no gene ATB7B sdo amplas, com variagdes
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geograficas e sem muitas evidéncias de correlacdo entre os sintomas apresentados
pela DW.

Atualmente o diagnostico da DW ¢é dado pelo conjunto dos testes
discutidos anteriormente, onde cada um tem uma pontuacdo baseada no score
desenvolvido no 8° Encontro Internacional sobre DW em Leipzig (EASL, 2012).

Um resumo da pontuacdo utilizada é apresentado na Tabela 1.2.



TABELA 1.2- Pontuacdo baseada em sistema de score para diagnostico da DW.

Sintomas Score
Anéis de Kayser-Fleischer
Presentes 2
Ausentes 0
Sintomas Neuroldgicos
Graves 2
Moderados 1
Ausentes 0
Ceruloplasmina Sérica
Normal (>0,2 g/L) 0
0,1-0,2 g/L 1
<0,1 g/L 2
Anemia Hemolitica Negativa para Coombs
Presente 1
Ausente 0
Exames Laboratoriais
Cu no Figado (na auséncia de Colestase)
> 250 pg (>4 pumol/g) 2
50-249 ug (0,8-4 umol/g) 1
Normal: <50 pg (<0,8 pumol/g) -1
Granulos Rodamina Positivos 1
Cu Urinario (na auséncia de Hepatite aguda)
Normal 0
1-2x acima do valor normal 1
>2x acima do valor normal 2
Normal, mas >5x normal depois de Penicilamina 2
Anédlise de mutacdo da ATP7B
Detectada nos dois cromossomos 4
Detectada em um cromossomo 1
N&o detectada 0
Score Total Avaliacao
>4 Diagnostico
estabelecido
3 Diagnostico possivel,
necessidade de testes
adicionais
<2 Diagnostico pouco
provavel

Fonte: SANCHEZ-MONTEAGUDO et al. (2021)



21

Embora a pontuacdo de Leipzig seja Util, nem sempre essa produz
resultados claros e precisos quanto ao diagndstico. Ja os testes genéticos sao caros
e de dificil acesso para populacdo (SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021).

Portanto, o diagnostico da DW é geralmente dificil, visto que nédo
existe um teste especifico, os sintomas usualmente sdao complexos e a DW afeta
muitos sistemas e orgdos humanos diferentes, o que resulta em sobreposicdo com
outras patologias (LIN et al., 2014). Por se tratar de uma doenca rara, o diagnostico
da DW exige cuidado minucioso, onde erros sdéo comuns, resultando na falta de
tratamento rapido e adequado para muitos pacientes (FERNANDES, 2016; LIN et
al., 2014). A Tabela 1.3 resume os testes de rotina empregados no diagnostico da
DW.

TABELA 1.3- Testes de rotina para o diagndstico da DW, achados tipicos, falsos

negativos e falsos positivos.

Teste Falsos Negativos Falsos Positivos
Ceruloplasmina -Niveis normais em pacientes com - Pacientes com ma absorcéo,
sérica inflamacdo hepatica; desnutricdo e/ou

-Gravidez; aceruloplasminemia;
-Terapia hormonal com estrogénios; - Heterozigotos;
Excrecao - Coleta incorreta; - Necrose hepatocelular;
urinaria de Cu - Criancas sem DW hepética; - Colestase;
em 24h - Contaminacdo;
Cu hepético - Variagéo regional em pacientes com - Sindrome colestatica;

doenca hepaética ativa ou nddulos de

regeneracao
Anéis de K-F - Ausente em até 50% dos pacientes - Cirrose biliar priméria;
com DW hepética; - Colestase;

- Ausente na maioria dos irmaos

assintomaticos
Fonte: Adaptado de CZLONKOWSKA et al. (2018)
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1.2.4. Tratamento para a Doenca de Wilson

A DW ¢é um dos poucos disturbios metabolicos hereditarios,
potencialmente fatal, com tratamento relativamente simples através do uso de
medicamentos, caso seja estabelecido um diagnéstico precoce (CZLONKOWSKA
etal., 2018).

Com excecdo do transplante de figado, o tratamento da DW é
paliativo e destina-se a restaurar e manter o equilibrio do Cu no organismo, nao
eliminando o defeito genético responsavel pela doencga. Sendo assim, o tratamento
exige um compromisso vitalicio. Apenas a limitacdo de ingestdo de Cu na dieta
geralmente ¢ ineficaz e o uso de farmacos € necessario no tratamento (PFEIFFER,
2007). Assim, faz-se uso de medicamentos quelantes de Cu, os quais diminuem a
absorcéo intestinal do metal e o acimulo em outros érgdos. A penicilamina é o
tratamento adotado na maioria dos casos e outras opc¢des incluem a trientina e 0
Zinco (Zn) (ALA et al., 2007; SIAJ et al, 2012).

O uso de Zn no tratamento da DW tem assumido um papel importante
no manejo da doenca. Administrado como sais de acetato, sulfato ou gluconato, o
Zn reduz a absorcéo intestinal de Cu dietético atraves da inducéo da formacéo de
metalotioneina em enterocitos intestinais. O aumento da metalotioneina liga-se
entdo ao Zn e ao Cu, aprisionando-os nas células da mucosa intestinal, que séo
eventualmente eliminadas e excretadas nas fezes (PFEIFFER, 2007).

A penicilamina atua como quelante de Cu. Mais de 80% da excrecéo
de penicilamina ocorre na urina, com Cu quelado. A penicilamina também pode
induzir a formacdo da metalotioneina. Assim, a penicilamina aumenta a excrecédo
urinéria de Cu, mas também pode levar ao sequestro de Cu intracelular livre (ALA
et al., 2007). Devido aos possiveis efeitos adversos da penicilamina que ocorrem

em 10-20% dos pacientes, podendo ser suficientemente graves e levar a
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interrupcdo do tratamento, é recomendado um monitoramento regular durante a sua
administracdo (STERNLIEB e SCHEINBERG, 1968).

A trientina também é um agente quelante de Cu com mecanismo de
acdo semelhante ao da penicilamina, aumentando a excre¢do urinaria de Cu. Porém
a trientina apresenta uma melhor tolerancia quando comparado a penicilamina,
apresentando menores efeitos colaterais (WALSHE, 1982).

O transplante de figado em pacientes com DW corrige os defeitos
metabolicos da doenca e restaura a excrecdo normal de Cu, bem como reestabelece
a funcdo hepatica a niveis normais. No entanto, o transplante de figado € um
procedimento complexo e reservado para pacientes com insuficiéncia hepatica
aguda ou cirrose descompensada (FERNANDES, 2016; MULLIGAN e
BRONSTEIN, 2020).

Atualmente no Brasil, apenas os sais de penicilamina e Zn estdo
disponiveis para o tratamento dos pacientes com DW, uma vez que a trientina nao
é encontrada no SUS desde 2014. Para os pacientes com doenca hepatica que
apresentam efeitos adversos a penicilamina, a Unica alternativa sdo os sais de Zn; o
que pode ser uma fatalidade, porque a melhora é muito lenta e a condicéo clinica
do paciente pode estar avancada para esperar por efeitos benéficos a longo prazo.
Mesmo para a penicilamina, sempre ocorrem periodos de interrupcdo da
distribuicdo do medicamento pelo SUS, o que tambem dificulta o tratamento da
DW (CANCADO e BARBOSA, 2019).
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1.3. Analise Metaboldmica

O termo “Omica” refere-se a qualquer tipo de estudo especifico que
forneca informacdes coletivas sobre um sistema biologico. As dmicas incluem as
analises gendmicas, transcriptdmicas, proteémicas e metabolémicas, incluindo a
lipidémica ou glicomica. Cada técnica 6mica é crucial para a compreensdo de
varios sistemas biologicos e complementa as informacdes fornecidas por outras
abordagens (Figura 1.5). As principais vantagens da metabolémica sdo que 0s
metabdlitos estdo intimamente relacionados aos fenotipos dos organismos vivos e
fornecem informacdes sobre as atividades bioguimicas, refletindo os substratos e
produtos do metabolismo celular. Os metabdlitos sdo tipicamente biomoléculas de
baixo peso molecular (<1.500 Da). Eles s&o os blocos de constru¢do do genoma,
proteoma e membranas celulares e desempenham papéis importantes na biologia
como moléculas ligantes, fontes de energia e intermediarios metabdlicos. Seus
niveis fornecem informacdes sobre as funcdes biologicas e definem os fendtipos
dos sistemas biologicos em resposta a mudancas genéticas ou ambientais (KIM et
al., 2016).
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<1500 Da

Ex. Carboidratos, lipidios,
aminoacidos

Fendtipo

Genodmica Transcriptomica Protedmica
Metabolomica

FIGURA 1.5- Classifica¢do das ciéncias “Omicas”. Gendmica, transcriptomica,
protedmica e metabolémica que definem o fendtipo. Adaptado de KIM et al.
(2016)
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As estratégias utilizadas para investigacdo metabolémica podem ser
classificadas de duas formas: metabolomica alvo (target metabolomics) ou
metabolomica global (untarget metabolomics). A metabolémica alvo fornece
informacBes quantitativas de um ou mais metabdlitos pré-selecionados de
determinada classe quimica ou que estejam associados a rotas metabodlicas de
interesse (YUAN et al., 2012). Ja a metabol6mica global, estd baseada na anélise
qualitativa do maior numero possivel de metabolitos, contidos no metaboloma de
células, biofluidos ou tecidos (WANT et al., 2013). Essas abordagens se referem a
medidas comparativas entre grupos de amostras, sendo um grupo estudo e um
controle. A comparacdo do metaboloma de um grupo sujeito a alteracdes
ambientais ou genéticas (grupo estudo), por exemplo, com um grupo de individuos
ndo alterados (grupo controle), pode fornecer informacdes importantes para o
entendimento do fendtipo de um organismo, auxiliando na compreensdo bioldgica
de diversos sistemas (CANUTO et al., 2018).

A anélise metaboldmica evoluiu juntamente com o desenvolvimento
da instrumentagcdo analitica, onde diversas técnicas instrumentais vém sendo
aplicadas na analise de metabdlitos, sendo as mais comuns a ressonancia
magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massa (MS), acoplada a técnicas
de separacdo, como a cromatografia gasosa (GC-MS), eletroforese capilar (CE-
MS) e cromatografia liquida (LC-MS) (LENZ e WILSON, 2007).

O uso de RMN para estudos metaboldmicos € vantajoso pelo fato
desta ser uma técnica ndo-destrutiva, robusta, de simples preparo de amostra e
reprodutivel. Porém, apesar das suas vantagens, a técnica de RMN também
apresenta alguns desafios, sendo o mais significativo a sua sensibilidade que, em
comparagdo com as técnicas de LC-MS e GC-MS, pode apresentar de 10 a 100
vezes menor sensibilidade. Com isso, 0 emprego de LC-MS e GC-MS corresponde
a mais de 80% dos trabalhos publicados em analises metabolémicas (EMWAS et
al., 2019).
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A técnica de deteccdo por MS é a mais favoravel para metabolémica,
uma vez que proporciona analises rapidas, alta sensibilidade e seletividade, além
de ser capaz de detectar uma gama diversificada de espécies moleculares
comparada as demais técnicas (KIM et al., 2016). A MS acoplada a técnicas de
separacdo, como a cromatografia liquida (LC), cromatografia gasosa (GC) e
eletroforese capilar (CE), tem varias vantagens, uma vez que possibilitam o
aumento de seletividade com a separacdo dos compostos de interesse antes da
detecdo. A supressdo de ions, que geralmente é causada por uma matriz bioldgica
complexa, pode ser contornada através do emprego de técnicas de preparo de
amostras para eliminar sais, proteinas e outros contaminantes. Além disso, a
informacdo de tempo de retencdo, ou migracdo do metabolito previamente
separado, auxilia na identificacdo de metabolitos com o emprego de padrdes
analiticos (KIM et al., 2016; METZ et al., 2007).

A técnica de GC-MS é bastante empregada para a deteccdo de
metabdlitos volateis de baixa massa molecular (50-600 Da). No entanto, para a
deteccdo de metabolitos polares, termolébeis e ndo volateis, € necessario o uso de
derivatizacdo quimica como etapa de preparo de amostras. A etapa de
derivatizacdo é trabalhosa e pode introduzir erros durante o procedimento, gerando
perdas de analitos por volatizacdo, falta de reprodutibilidade, além de limitar o
nimero de amostras a serem preparadas simultaneamente (BEALE et al., 2018).
Com isso, o acoplamento LC-MS é mais atrativo do que GC-MS, uma vez que a
etapa de derivatizacdo da amostra ndo é necessaria. Ainda a técnica de LC-MS
apresenta alta robustez, sensibilidade e seletividade, sendo considerada abrangente
em relacdo a classe de compostos a serem analisados e, devido a grande variedade
de fases estaciondrias disponiveis, diferentes modos de separacdo podem ser
empregados, como a elui¢cdo no modo reverso de elui¢cdo (RPLC), a cromatografia
de interacdo hidrofilica (HILIC) e a cromatografia de troca idnica (IC) (NUNEZ et
al., 2013).
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Em geral, a fonte de ionizacdo mais utilizada em trabalhos de
metaboldémica por LC-MS é a fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) em modo
positivo e negativo de ionizacdo para obter o perfil de deteccdo mais abrangente
possivel (LENZ e WILSON, 2007). A ionizacdo por ESI é uma ionizacdo branda,
que minimiza a fragmentacdo das moléculas, tornando possivel gerar espectros
reprodutiveis e, consequentemente, bibliotecas de compostos. Ensaios
metabolémicos por LC-MS geralmente fazem o uso de analisadores de massas de
alta resolucédo (HRMS) para metabolémica global, como o analisador quadruplo-
tempo-de-v6o (QqTof) ou Orbitrap (Thermo Scientific), os quais possibilitam a
aquisicdo simultanea de espectros no modo full-MS-scan e de fragmentagdo (MS?)
com alta exatiddo de massa (erros de massa < 2-5ppm). Os analisadores de alta
resolucdo simplificam a identificacdo de compostos atraves da exatiddo na medida
de massa exata (m/z), contribuicdo isotopica e informacdes estruturais decorrentes
dos espectros de fragmentacdo (LIU e LOCASALE, 2017).

Os dados metabolémicos obtidos por analises por LC-HRMS séo
complexos e requerem o uso de ferramentas de bioinformatica para tornar possivel
a visualizacdo e analise dos metabdlitos discriminantes presentes nas amostras
controle e estudo, onde frequentemente sdo aplicadas técnicas de analises
multivariadas e univariadas (LOPES et al., 2017).

As andlises multivaridas podem ser feitas por métodos né&o-
supervisionados (onde a classificagdo da amostra ndo é levada em consideracdo
para construgdo do modelo), como a analise de componentes principais (PCA),
visando o entendimento global das amostras, assim como a detec¢do de tendéncias,
padrdes ou agrupamentos. Outro método muito utilizado nas analises multivariadas
em metabolomica € o método supervisionado (onde a classificacdo da amostra é
usada na construcdo do modelo), sendo a mais comum a analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA), com o objetivo de obter uma correlacéo
entre as varidveis quimicas e o conjunto de dados usado (PILON et al., 2020).
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A analise univariada tem sido usada em conjunto com a analise
multivariada para estudar a variacdo e testar a significAncia estatistica de
parametros e variaveis em estudos de metaboldomica (PILON et al., 2020). Na
analise univariada, os metabdlitos sdo testados um de cada vez entre os grupos de
forma independente. Antes da escolha do teste univariado, é necessario avaliar a
normalidade de distribuicdo dos dados por meio de diferentes testes disponiveis,
dependendo do tamanho do conjunto de dados. Geralmente, Shapiro-Wilks é o
mais usado para avaliar a normalidade de distribuicdo em pequenos conjuntos de
amostras, enquanto Lilliefors é mais indicado para grupo de amostras maiores.
Apobs a confirmacdo da distribuicdo normal dos dados, testes paramétricos sé@o
aplicados para destacar as variaveis significativas, sendo os mais comuns o teste de
t-Student e ANOVA. Quando muitos testes sdo realizados e uma grande
quantidade de compostos sdo investigados, como nas analises metabolémicas, o
risco de gerar falsos positivos e overfitting aumenta. Na metaboldmica, esses erros,
conhecidos como erro do tipo I, sdo particularmente indesejaveis porque podem
comprometer os resultados do estudo. Assim, deve-se sempre aplicar correcoes
para multiplos testes, como a correcdo de Bonferroni e a taxa de falsa descoberta
(FDR), que séo as mais utilizadas (MASTRANGELO et al., 2015).

Os metabolitos significativamente alterados (p < 0,05) passam para a
etapa de identificacdo, onde bancos de dados podem ser utilizados como
ferramentas de pesquisa. Os mais comumente empregados séo HMDB (WISHART
et al., 2007), KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000), PubChem (WANG et al.,
2009), LIPID MAPS (FAHY et al., 2007), entre outros. Uma vez anotados
putativamente, os metabolitos sdo associados as suas respectivas vias metabolicas e
as hipoteses sobre o problema bioldgico principal do estudo metabolémico séo
geradas (LOPES et al., 2017).
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1.3.1. Doencas Raras e Metabol6mica

As doencas raras muitas vezes apresentam sintomas clinicos atipicos e
exigem exames laboratoriais especificos para se chegar ao diagnostico correto. No
entanto, os procedimentos convencionais sdo baseados em uma série de testes
bioquimicos sequenciais que necessitam de varias plataformas analiticas separadas.
Esse tipo de abordagem em muitos casos € lenta, demorada e complexa, enquanto
0 ideal séo testes bioquimicos mais rapidos e precisos para permitir o diagnostico
precoce e melhor monitoramento das doengas. Nesse contexto, a metabolomica
representa uma oportunidade para fornecer ferramentas inovadoras para o
diagnostico rapido de DRs, além de fornecer uma visdo rica do fenotipo do
individuo (TEBANI et al., 2016).

A metabolbmica surgiu como uma promessa consideravel de avancos
na compreensdo das DRs, incluindo a compreensdo dos erros inatos do
metabolismo (IEM). A aplicacdo da metabolémica na pesquisa de IEM ja levou a
descoberta de novos tipos de IEMs e a identificacdo de novos biomarcadores
(MANDAL et al., 2018). No entanto, com centenas de IEMs conhecidos e mais de
700 metabolitos associados aos IEM, o maior desafio estd na identificacdo de
novos metabolitos detectados. Além disso, diferentemente do genoma, o
metaboloma sofre grande influéncia do ambiente e de fatores externos, como uso
de farmacos, dieta, cigarro, obesidade, saude mental e horario de coletas de
amostras dos pacientes. (SILVA NETO, 2023; MANDAL et al., 2018)

A metabolomica global permite aprofundar a compreensdo dos
mecanismos das doencas raras (inclusive EIMSs), permitindo descobertas de
biomarcadores, novas op¢oes de tratamento e terapias personalizadas, através de
perfis metabolicos obtidos de fluidos biologicos (SILVA NETO, 2023). Dentro
desse cenario, podemos destacar a saliva como um fluido bioldgico atraente por ter

diversas vantagens importantes como uma coleta ndo invasiva, custo minimo, facil
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manuseio e facil tratamento de amostras. A saliva é um fluido complexo contendo
uma variedade de metabolitos, proteinas, RNAs, DNASs, enzimas, hormonios,
anticorpos, constituintes antimicrobianos, fatores de crescimento e outras
moléculas que podem estar associadas ao fenotipo de doencas. Se descobertas e
validadas com sucesso, essas moléculas informativas podem servir como
biomarcadores, levando ao uso de biofluido ndo invasivo para deteccdo e
monitoramento de doencas (ZHANG et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar metabolitos
discriminantes presentes nas amostras de saliva de individuos portadores da
Doenca de Wilson, comparativamente com um grupo de individuos saudaveis, e
avaliar as possiveis alteracdes bioquimicas decorrentes da Doenca de Wilson. A
partir dos resultados, obter potenciais candidatos a biomarcadores que possam
fornecer informagdes sobre as alteracfes nas vias metabolicas de pacientes,
visando contribuicdes cientificas para serem aplicadas no diagnostico da doenca,
de forma rapida e com maior especificidade. Assim como investigar o potencial da
saliva como biofluido ndo invasivo para a auxiliar na identificacdo de alteracoes

bioquimicas da Doenca de Wilson.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Generalidades
Os experimentos foram realizados no SEPARARE - Nucleo de

Pesquisa em Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sdo Carlos (UFSCar). Os reagentes e solventes utilizados no preparo de
amostras e analises por LC-HRMS foram todos de alto grau de pureza, sendo acido
férmico (grau MS, Sigma-Aldrich, Alemanha), acetonitrila (ACN) (grau HPLC,
Merck, Estados Unidos), metanol (MEOH) (grau HPLC, Merck, Estados Unidos) e
etanol (grau HPLC, Merck, Estados Unidos). Todas as solu¢des aquosas utilizaram
agua ultrapura proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil).

Para o preparo de amostras, utilizou-se micropipetas Gilson (Gilson,
Estados Unidos) e/ou Eppendorf (Eppendorf, Alemanha), vortex MS3 basic (IKA,
Alemanha) e centrifuga refrigerada 5415R (Eppendorf®, Alemanha). Para a coleta
das amostras de saliva foram utilizados coletores de algoddo Salivette® (Sarstedt,

Alemanha).

3.2. Amostras Clinicas e Individuos Participantes

As amostras clinicas foram coletadas no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S& Paulo - HCFMUSP, mediante
prévia aprovacdo pelo Comité de Etica de Pesquisa do Hospital das Clinicas de S&o
Paulo da Universidade de Sdo Paulo, Escola de Medicina Protocolo 3.728.710,
assim como a obtencdo da assinatura do Termo de Assentimento dos participantes
(Anexol). As amostras bioldgicas de saliva dos pacientes com Doenca de Wilson

(WD) foram coletadas pela enfermeira Celina Teixeira Prado, no Hospital das
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Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Clinica de
Gastroenterologia. Os pacientes foram selecionados e monitorados pelo Prof. Dr.
Eduardo Luiz Rachid Cancado. O grupo controle foram pessoas saudaveis e as
amostras bioldgicas foram coletadas na Universidade Federal de Sdo Carlos.

Foram coletadas amostras de saliva de 24 individuos portadores da
DW e de 39 individuos saudaveis pertencentes ao grupo controle. A faixa etéaria
dos participantes da pesquisa foi de 20 a 67 anos. Os participantes foram divididos
em dois grupos: individuos com a doenca de Wilson (DW) e individuos saudaveis

(GC). Todas as pessoas participantes do estudo estdo descritas na Tabela 3.1.



TABELA 3.1- Caracteristicas dos Participantes do Estudo. (continuacao)

Grupos
GC DW
ID Género |dade ID Género |dade
(anos) (anos)
Masculino Feminino Masculino Feminino

1 28 1 27
2 30 2 33
3 36 3 37
4 35 4 27
5 30 5 52
6 29 6 43
7 21 7 26
8 26 8 44
9 27 9 29
10 26 10 43
11 25 11 22
12 30 12 56
13 21 13 43
14 34 14 52
15 30 15 41
16 34 16 38
17 26 17 20
18 47 18 36
19 66 19 38
20 45 20 67
21 30 21 24
22 26 22 39
23 36 23 43
24 26 24 54
25 58

26 25

27 22

28 29

29 32

30 28

31 27

32 38

33 27

34
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TABELA 3.1- Caracteristicas dos Participantes do Estudo.

Grupos
GC DW
ID Género |dade ID Género |dade ID
(anos) (anos)
Masculino Feminino Masculino Feminino
34 30
35 31
36 27
37 21
38 29
39 24
18 21 14 10
Total (n) 39 24

3.3. Coleta e Preparo das Amostras de Saliva

As amostras de saliva foram coletadas utilizando um coletor de
algodéo (Salivettes®), com os participantes em jejum de 12 horas. Os coletores de
algoddo foram removidos dos frascos e inseridos na boca dos individuos e
mantidos por 2 minutos, sem mastigacdo. Posteriormente, os Salivettes® foram
removidos, colocados no frasco coletor e esses foram centrifugadas a 7.267 g a
4°C por 5 min e a saliva extraida foi transferida para tubos de centrifugacédo de 1,5
mL e armazenadas a -80°C até o preparo. No preparo das amostras, as amostras de
saliva foram degeladas em banho de gelo e em uma aliquota de 150 uL de saliva
adicionou-se 450 uL de metanol gelado para a precipitacdo de proteinas, sendo
uma proporcéo de (1:3 v/v).

A mistura obtida foi armazenada a -20°C por 5 minutos, depois
agitada no vortex por 20 segundos e centrifugada a 7.267 g a 4°C por 10 minutos.
A seguir, aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidas para novos tubos

de centrigugacdo de 1,5 mL e armazenados a -80°C até as analises por LC-HRMS.
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Amostra de brancos controle (CBs) foram preparadas empregando-se
0 mesmo procedimento, no entanto, substituindo o volume da amostra de saliva
por 150 puL de agua Milli-Q. As amostras de controle de qualidade (QCs) foram
preparadas aliquotando 15 ulL de cada amostra individual de saliva de todos os
participantes (n= 63), j& submetidas a etapa de extracdo, e transferidas para um
tubo de centrifugacdo de 5 mL, seguidas por homogeneizagdo por 10 s em vortex,

gerando uma amostra representativa de todos os individuos participantes.

3.4. Analises por Cromatografia Liquida acoplada a

Espectrometria de Massas de Alta Resolugao

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-HRMS) para a analise
randomizada das amostras de saliva. Para tal, empregou-se um sistema UHPLC
Agilent 1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) composto
por uma bomba binaria (G7120A), autoinjetor (G7129B) e um compartimento de
coluna (G7116B) acoplado a um espectrometro de massa de alta resolucédo hibrido
com analisador quadrupolo-tempo de voo (QgToF) modelo Impact HD (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), com uma fonte de ionizacdo por eletrospray,
operando em modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-) de ionizacdo. A separacdo
cromatografica das amostras de saliva foi realizada no modo reverso de eluigdo
(RPLC), empregando uma coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (100 x 3,0 mm i.d; 3,5
um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) mantida a 50 °C. As fases
moveis A e B foram constituidas por: A) agua com 0,1% acido formico e B) ACN
com 0,1% de acido formico conforme gradiente descrito na Tabela 3.2. A vazéo da
fase movels usada foi de 0,400 mL/min, com volume de injecdo de 3 pL,

temperatura do autoinjetor mantida a 15°C e um tempo total de analise de 30 min.
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TABELA 3.2- Perfil do gradiente cromatografico utilizado nas analises por LC-
HRMS.

Tempo (min) B (%)
0,00 1,00
3,00 2,00
5,00 50,00
10,00 80,00
13,00 90,00
15,00 95,00
18,00 95,00
22,00 99,00
28,00 99,00
28,10 1,00

30,00 1,00

Na etapa de limpeza da coluna, a valvula de 6 caminhos redirecionou
a vazdo da fase movel para o descarte, a0 mesmo tempo em que possibilitou a
infusdo da solucéo de calibracdo (formiato de sddio 1 mmol/L em ACN) para a
fonte de ionizacdo. Essa etapa viabiliza a aquisi¢do de ions de referéncia para a
calibracdo de massas de cada analise.

A sequencia de analise iniciou com injecédo de solvente (n=3), seguida
com a injecdo das amostras branco (QB; n=5) e a injecdo das amostras de controle
de qualidade (QC; n=5). As amostras QC foram analisadas intercaladas a cada 10
injecGes das amostras dos individuos participantes, as quais foram injetadas
randomizadas.

As amostras de saliva foram analisadas no modo positivo (ESI+) e no

modo negativo (ESI-) de ionizagéo, usando aquisicdo dependente de dados (DDA),
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com intervalo de massas m/z 50 a 1300. Os parametros de aquisicdo de dados
foram definidos da seguinte forma: voltagem capilar de +4,0 kV (ESI+) e -3,5 kV
(ESI-); end platte offset: 500 V; gas nebulizador: 4 bar; temperatura do gas de
secagem: 180 °C; vazdo de gas de secagem: 8 L/min; energia da célula de colisdo:
5 eV e faixa de varredura de full MS scan, m/z 50-1300. O modo MS/MS de
aquisicdo foi conduzido com radiofrequencia (RF) de colisdo foi definida para
variar de 200,0 a 550,0 Vpp; o tempo de transferéncia de ions foi ajustado para
variar de 50,0 a 90,0 ps; com temporizacdo de 50,0% em cada. As RFs 1 e 2 do
funil foram de 250,0 e 150,0 Vpp, respectivamente. A RF do hexapolo foi de 50,0
Vpp, a energia do ion quadrupolo foi de 5,0 eV com armazenamento pré-pulso de
6,0 ps. Os parametros usados para disparar a fragmentacdo MS/MS foram 2,0 Hz
para baixas contagens (10.000 contagens/por 1.000 somas) e 4,0 Hz para altas
contagens (100.000 contagens/por 1.000 somas), usando um tempo de ciclo total
de 3s; com limite absoluto de 1.491 contagens (302 contagens/por soma de 1.000),
exclusdo ativa de 1 espectro; com liberacdo apos 0,90 min, enquanto a aquisi¢ao no
modo full MS scan foi definida em 2,0 Hz. A energia de colisdo utilizada para
fragmentacdo dos ions foi programada para variar de 250,0 a 100,0% dos 20 eV
inicialmente ajustados.

A calibragao interna do QqToF foi realizada com uma solugdo 1
mmol/L de formiato de sédio preparado em acetonitrila, usando um modelo de
regressao quadratica de calibracdo de alta precisdao (HPC). A solucéo de calibracéo
foi injetada no final de cada analise e todos os dados MS e MS/MS foram
recalibrados antes da identificacdo dos compostos. Os dados foram obtidos com o
Qtof Control Software v3.4 e processados com o software Brucker Data Analysis®

v4.3, ambos da Brucker (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
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3.5. Mineracéo e Pré-processamento dos dados

Os dados brutos foram processados no software Data Analysis®
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha). A deteccdo de picos, extracdo e
alinhamento dos features moleculares dos dados adquiridos por LC-HRMS foi
realizada através do software Bruker Compass ProfileAnalysis v4.2, onde os dados
brutos foram obtidos com a elaboracdo de uma matriz de variaveis (bucket table)
que representa as intensidades dos sinais em um respectivo intervalo de tempo de
retencdo de 0 a 26 minutos, no intervalo de m/z 50 a 1300 e com maximo de 30%
de missing values. Para a busca das caracteristicas moleculares (Find Molecular
Features), utilizando alinhamento por tempo, foram estabelecidos os seguintes
parametros: limite sinal/ruido (S/N) = 2, limite de coeficiente de correlacdo = 0.2,
aquisicdo minima de 10 espectros (scans) e filtro — value count of bucket > 70 %.

A planilha de dados foi obtida no formato .txt, onde os pontos foram
substituidos por virgula e os dados foram entéo pré-processados utilizando o Excel
(Microsoft Office 2016). Inicialmente procedeu-se com a subtracdo dos sinais
detectadas nas amostras branco (QB) de todas as amostras dos individuos em
estudo, onde foram excluidos todos os features moleculares que apresentaram
intensidade de sinal inferior a 5% das intensidades dos sinais presentes nas
amostras dos individuos. Na sequéncia, procedeu-se com a inspecdo da qualidade
dos dados empregando-se as amostras de QCs. Nessa etapa, foram verificadas a
presenca dos features moleculares detectados em pelo menos 80% do total de
amostras de QCs analisadas, para assegurar a boa qualidade dos dados.
Adicionalmente, a repetibilidade das andlises obtidas das amostras QCs foi
verificada através do desvio padrdo relativo (RSD) entre todas as réplicas de
injecdo, com emprego do calculo do coeficiente de variacdo (CV). Os features
moleculares que apresentaram CV > 30% foram excluidos das amostras QCs e das

amostras dos individuos em estudo. Adicionalmente, foram excluidos os features
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moleculares que possuiam dados ausentes (missing value) superiores a 80%, tanto
das amostras de QC quanto das amostras dos individuos em estudo. Para as
amostras que possuiam missing value < 80%, os dados foram imputados usando o
algoritmo k-Nearest Neighbors (KNN) com o software online Noreva 2.0
(http://idrblab.cn/noreva/#part2.4). Para a normalizacdo dos dados com relagédo a
erros sistematicos relacionados a variabilidade instrumental, utilizou-se o software
Lowess/Spline normalization tool v1.1 que promove uma suavizagdo da dispersédo
dos dados pelo emprego das anélises das amostras de controle de qualidade (QCs)
localmente por correcdo de sinal (QC-RLSC; do inglés: locally weighted scatter-
plot smoothing). Ou seja, o desvio do sinal de cada feature molecular nas amostras
dos individuos em estudo é corrigido pela mudanca no sinal do mesmo feature
molecular, presente nas amostras de QCs, 0 que permite a correcdo da
variabilidade temporal do sinal de um mesmo feature molecular em todas as

amostras estudo e QCs.

3.6. Analises Estatisticas Multivariadas e Univariadas

Apbs o pré-processamento, 0s dados foram submetidos ao
processamento no software online MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/), para a conducdo de analises

estatisticas multivariadas. Os dados obtidos das analises provenientes do modo de
ionizacdo positivo e negativo foram escalonados utilizando o método de auto-
escalonamento. A discriminacdo entre os grupos DW e GC foi avaliada pela
Analise de Componentes Principais (PCA) e pela Analise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA). As variaveis discriminantes (features) das
classes foram selecionadas no modelo PLS-DA através da Importancia da Variavel
de Projecéo (VIP) onde foram considerados VIP score > 1,0. Foi feita a validacao

cruzada para avaliar a capacidade preditiva do modelo, considerando-se os valores
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de coeficiente de determinacdo (R?), coeficientes de correlacdo (predicdo) Q2 e
teste de permutacgdo, sendo considerados aceitaveis valores de R? >0,7, Q? >0,5 e
p-permutacdo<0.05.

A normalidade da distribuicdo dos features moleculares foi verificada
utilizando os testes de Shapiro-Wilk. Os dados que ndo apresentaram distribuicéo
normal foram normalizados por transformacdo Box-Cox, com emprego do
software Develve. ApoOs o teste de Shapiro-Wilk, foram realizados teste de t-
Student, com nivel de confianca p < 0,05, para avaliar o impacto da idade dos
individuos no grupo de dados de amostras independentes.

Com os dados normalizados, empregou-se a andlise ANCOVA para
obter os p-valores e taxa de falsa descoberta (FDR), permitindo selecionar o
features moleculares estatisticamente significativos. Essas analises foram
realizadas usando o software estatistico PASW versao 25.0 (SPSS, Chicago, IL). O

nivel de significancia adotado foi de 5%.

3.7. ldentificacdo dos metabolitos e Importancia biologica

A anotacdo putativa dos features moleculares estatisticamente
significativos foi realizada através de bancos de dados de livre acesso, sendo esses:
CEU Mass Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es/), Human Metaboloma
Database-HMDB (http://www.hmdb.ca/) e PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Foram utilizadas as informacdes de massa

exata (m/z) com exatiddo < 10ppm, os espectros de fragmentacdo (MS/MS) de
cada ion com tolerancia de 10 ppm e similaridade isotépica. Foram considerados
0s seguintes adutos: [M+H]", [M+K]*, [M+NH4]* e [M+H-H,O]* no modo
positivo. J& para os adutos no modo negativo foram considerados: [M-H]-, [M+CI]
e [M-H,0-H]".


http://ceumass.eps.uspceu.es/
http://www.hmdb.ca/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Apols a anotacdo putativa dos metabdlitos foram geradas curvas
caracteristicas de operacdo do receptor (ROC; do inglés: receiver operating
characteristic), exibindo taxas de sensibilidade e especificidade, com um intervalo
de confianca de 95%. As vias bioguimicas com importancia biolégica foram
obtidas através da anotagdo dos metabolitos estatisticamente significativos,
empregando a ferramenta Pathway Analysis do software Metaboanalyst v5.0, com
base no banco de dados Homo sapiens disponibilizada pelo Small Molecule
Pathway Database (SMPDB).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Perfil dos individuos

Participaram do estudo um total de 63 individuos sendo 24 (38,1%) do
grupo estudo (DW) e 39 (61,9%) do grupo controle (GC). O grupo DW foi
formado por 10 (15,9%) individuos do sexo feminino e 14 (22,2%) do sexo
masculino, com média de idade 39 + 12 anos. O grupo GC foi composto por 21
(33,3%) individuos do sexo feminino e 18 (28,6%) do sexo masculino, com meédia
de idade 31 £ 9 anos (Tabela 4.1).

TABELA 4.1- Perfil dos participantes dos grupos de estudo (DW) e grupo
controle (GC).

Grupos Total
DW GC
10 21 31
Feminino Grupo 41.7% 53.8% 49.2%
Sexo Total 15.9% 33.3% 49.2%
14 18 32
Masculino Grupo 58.3% 46.2% 50.8%
Total 22.2% 28.6% 50.8%
Total 24 39 63
38.1% 61.9% 100.0%
Grupo Media(anos)  SD (%)
Idade DW 24 38.9 11.8
GC 39 31.1 9.3

DW: grupo estudo com Doenca de Wilson; GC: grupo controle de individuos
saudaveis; SD: desvio padrao.

4.2. Analise Metabol6mica Global de Saliva por LC-HRMS

As amostras de saliva analisadas por eluicio no modo RPLC

resultaram em 133 ESI(+) e 92 ESI(-) features moleculares, respectivamente, no
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modo positivo e negativo de ionizagdo. As Figuras 4.1 e 4.2 ilustram exemplos de
cromatogramas obtidos nos diferentes modos de ionizagdo. Pode-se observar que

houve a eluicdo de compostos durante toda a analise cromatogréfica.
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FIGURA 4.1- Cromatograma de ions extraidos das analises de saliva no modo
RPLC com ESI(+). (A) Amostra do grupo DW; (B) Amostra do grupo GC.
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FIGURA 4.2- Cromatograma de ions extraidos das analises de saliva no modo
RPLC com ESI(-). (A) Amostra do grupo DW; (B) Amostra do grupo GC.

4.3. Pré-processamento dos dados

Os dados metabolémicos gerados por LC-HRMS sdo de alta
complexidade e em 3 dimensbes, sendo esses m/z, tempo de retencdo (tg) e
intensidade de sinal (counts). Por esse motivo foram pré-processados pelo software
Profile Analysis para obtencdo de uma matriz de dados em 2 dimensdes onde esta
relacionado um feature molecular (m/z) e um tempo de retencéo (tr) (par m/z- tg)
em funcgéo da intensidade do sinal. A matriz de dados obtida foi entdo convertido
para uma tabela Excel, onde os features moleculares que apresentaram intensidade
de sinal superior a 5% das intensidades dos mesmos features moleculares

detectados nas amostras QB foram mantidos, enquanto os features moleculares que

Tine [min]
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apresentaram coeficiente de variacdo (CV) > 30% entre as réplicas de analise, em
relacdo as amostras de QC, e missing value > 80% foram removidos. Os demais
dados faltantes foram imputados pelo método KNN e normalizados por método
LOWESS/Spline, uma normalizacdo que utiliza a ordem de injecdo das amostras de
QC para corrigir diferencas nos sinais analiticos dos features moleculares
decorrentes de erros sistematicos. Essas etapas sao importantes para as analises
estatisticas posteriores.

Apbs a etapa de pré-processamento dos dados foram obtidos 59
features moleculares provenientes do modo ESI(+) e 42 features moleculares do

modo ESI(-), sendo esses empregados nas analises estatisticas multivariadas.

4.4. Analise Multivariada

Para as analises multivariadas, os dados foram escalonados
empregando-se 0 autoescalonamento e submetidos a um método nao
supervisionado de reconhecimento de padrdes, sendo esse a analise de
componentes principais (PCA). Na analise PCA nédo supervisionada, nao é
apresentado ao modelo a classificacdo do conjunto de dados, permitindo avaliar o
agrupamento de dados (ou a anélise de clusters) e a predicdo de separacdo dos
grupos em estudo. Primeiramente, uma analise multivariada ndo supervisionada
PCA das amostras em estudos (DW e GC) e das amostras QCs foi realizada para
avaliar a qualidade dos dados (Figura 4.3A-B). O agrupamento observado para as
amostras QCs indicam a estabilidade instrumental, com a auséncia de erros
instrumentais, durante toda a sequéncia de aquisicdo de dados. O agrupamento das
amostras QCs encontra-se localizado proximo do centro dos plots, sendo a
variabilidade (disténcia euclidiana entre os pontos) no grupo de QCs menor do que
a variabilidade observada para os grupos de amostras DW e GC. Esse

comportamento € o esperado Vvisto que para o grupo QCs sdo realizadas réeplicas de
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injecdo, enquanto para os grupos DW e GC sdo realizadas réplicas bioldgicas.
Ainda, os resultados obtidos resultaram em padrbes de agrupamentos entre as
amostras de cada um dos dois diferentes grupos em estudo (DW vs GC), em ambos
0os modos de ionizacdo estudados. E, por ser tratar de uma analise ndo
supervisionada, os modelos mostraram-se satisfatérios para os resultados das
anélises de LC-HRMS no modo positivo e negativo de ionizacdo (Figura 4.3A e

Figura 4.3B, respectivamente).
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FIGURA 4.3- Gréaficos 2D de scores plots da analise de componentes
principais (PCA) dos dados de metabolémica global por LC-HRMS com
predicdo de QCs. (A) Anélise no modo RPLC ESI(+), (B) Analise no modo
RPLC ESI(-). Verde: grupo controle (GC), Vermelho: grupo estudo (DW) e
Azul: controles de qualidade (QC). Software: MetaboAnalyst.

A anélise multivariada PCA néo supervisionada (Figura 4.4), sem a
predicdo das amostras QCs, também foi avaliada e o padrdo de agrupamento

indicou uma tendéncia de separacgéo entre os grupos DW e GC.
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FIGURA 4.4- Grafico 2D de score plot da analise de componentes principais
(PCA) dos dados de metabolomica global por LC-HRMS, em ambos os modos de
ionizacdo RPLC ESI(+) e RPLC ESI(-). Verde: grupo controle (GC) e Vermelho:
grupo estudo (DW). Software: MetaboAnalyst.

Apbs a combinacdo dos dados de aquisicdo por LC-HRMS [ESI(+) e
ESI(-)] foi realizada uma andlise discriminante com o modelo do método de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) para construir um modelo de classificacao.
Diferente do PCA, o PLS-DA ¢é um método supervisionado onde atribui-se
rotulacdo ao conjunto de dados. A Figura 4.5A mostra uma separacao efetiva entre
os grupos DW e GC, indicando o pertencimento de classe de cada amostra.
Adicionalmente, a validagdo cruzada (cross-validation) do modelo foi utilizada
para avaliar a capacidade preditiva do modelo com obtencdo dos valores de
precisdo, ou ajuste do modelo (R2), e da estimativa da capacidade preditiva (Q?)
(Figura 4.5B). Durante a validacgdo cruzada, os dados previstos sdo comparados aos
dados originais. Os valores de R% e Q2 dependem do tipo de amostra analisada,

para amostras biologicas, como é o caso, sdo aceitaveis valores de R2>0,7 e Q=>0,4
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(LUNDSTEDT et al., 1998) e um bom valor da relagdo R?/Q? dever ser > 0.7. Na
analise em questdo, o coeficiente de predicdo (Q?) foi de 0,78 e o ajuste do modelo
R2 foi de 0,83. (Figura 4.5B)

Realizou-se também um teste de permutacdo usando 1000
permutacOes aleatdrias para avaliar a significAncia estatistica de Q2 ou seja, a
classificacdo especifica dos individuos nos grupos DW e GC deve ser melhor que
qualquer outra classificacdo aleatoria em dois grupos arbitrarios. No estudo em
questdo (Figura 4.5C), obteve-se um valor de p=0,047, sendo esse considerado
estatisticamente significativo, indicando que o contraste entre 0sS grupos €
significante e que o modelo tem poder preditivo (LUNDSTEDT et al., 1998).
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FIGURA 4.5- Analise Multivariada por PLS-DA e teste de permutagdo. (A)
Gréfico 2D de score plot do modelo PLS-DA dos dados de metabolomica global
por LC-HRMS, em ambos os modos de ionizacdo, RPLC ESI(+) e RPLC ESI(-).
Amostras do GC (verde) e DW (vermelho); (B) Resultados da validacao cruzada,
com plotagem de acurécia, RZ e Q2. (C) Teste de permutacdo, com 1000

permutaces aleatorias. Software: MetaboAnalyst.
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A partir da validacdo do modelo PLS-DA foi possivel obter os

features moleculares responsaveis pela separacdo e discriminacdo dos grupos DW

e GC. Nesse caso, a Projecdo das Variaveis Importantes (VIPs) classificou 39

features que apresentaram valores da VIP score > 1,0 (Figura 4.6). Associado aos

valores de VIP scores, a matriz de dados foi submetida a analise univariada para

obtencdo do maior numero de informagfes que classifiquem os dados como

estatisticamente significativos.
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FIGURA 4.6- Features moleculares selecionados através do modelo PLS-DA,
com VIP >1,0. Software: MetaboAnalyst.
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4.5, Analise Univariada

O modelo multivariado apresenta diversas vantagens na analise de
amostras bioldgicas, ajudando a interpretar relacbes complexas, lineares ou nao
lineares. Porém, ele também apresenta alguns ricos como overfitting (inclusdo de
mais varidveis do que possa ser necessario) e a falta de poder para estimar
covariaveis (variaveis continuas que influenciam no desfecho da anélise). Os testes
univariados sdo usualmente estatisticamente mais poderosos que 0s testes
multivariados, proporcionando uma maior probabilidade de detectar efeitos
significativos, quando esses realmente existirem (AGRANONIK E MACHADO,
2011; AMARAL etal., 2022).

Antes de iniciar a anélise estatistica univariada, as distribui¢cbes dos
dados foram verificadas usando o teste de Shapiro-Wilk. Variaveis com
distribuicdo ndo normal foram transformadas por Box-Cox (Figura 4.7) para
analises subsequentes. Um teste de t-Student para amostras independentes e um
teste Qui-quadrado de Pearson (Q-Q) foram wusados para comparar as
caracteristicas fisicas (idade e sexo) dos participantes entre as amostras do GC e
DW (CASTRO et al., 2022).

FIGURA 4.7- Exemplo do resultado de transformacéo de dados por Box-Cox pelo
software Develve. (A) Distribuicio do dado antes da transformacédo; (B)

Distribuicdo do dado apds transformacéo.
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Apos a normalizacdo dos dados, o teste de t-Student entre os grupos
DW e GC apresentou valor de significancia (o) < 0,05, indicando que a idade dos
individuos pertencentes aos grupos em estudo € uma covariavel e que essa deve ser
considerada no modelo estatistico. Dessa forma, foi aplicado o teste estatistico
paramétrico ANCOVA, a qual combina as técnicas de analise de variancia
(ANOVA) e regressdo linear simples com a incorporacdo de uma variavel
quantitativa (covariavel) junto com a varidvel nominal em um Unico modelo. No
teste ANCOVA, os valores de p-valor foram ajustados com uma Taxa de Falsa
Descoberta (FDR) para minimizar erros tipo | (DUFT et al., 2020).

Por conseguinte, 39 features foram considerados estatisticamente
significativos por apresentarem VIP > 1,0, p <0,05 e com p-valores corrigido-FDR
menores do que 5% (0,05) e seguiram para a etapa de anotacéo putativa. A Tabela

4.2 ilustra os resultados.

TABELA 4.2- Resultados da Analise Univariada para a Classificacdo de Features

Moleculares Significativos. (continuacao)

Features Tr m/z Modo de p-value FDR5% Conclusdo
(min) lonizacéo
1 11.11 223.096 Positivo <0,001 0.001 SIG
2 12.95 614.483 Positivo <0,001 0.003 SIG
3 6.16 163.133 Positivo <0,001 0.004 SIG
4 11.81 293.174 Positivo <0,001 0.005 SIG
5 13.07 526.431 Positivo <0,001 0.006 SIG
6 12.53 607.324 Positivo <0,001 0.008 SIG
7 10.49 276.197 Negativo <0,001 0.009 SIG
8 595 187.098 Negativo <0,001 0.010 SIG
9 12.86 658.509 Positivo <0,001 0.012 SIG
10 11.39 250.145 Negativo <0,001 0.013 SIG
11 14.88 255.233 Negativo <0,001 0.014 SIG
12 11.11  57.070 Positivo <0,001 0.015 SIG
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TABELA 4.2- Resultados da Andlise Univariada para a Classificacdo de Features
Significativos.

Features Tr m/z Modo de p-value FDR5% Concluséo
(min) lonizacao
13 10.41 440.358 Positivo <0,001 0.017 SIG
14 6.85 151.075 Positivo <0,001 0.018 SIG
15 6.19 173.118 Negativo <0,001 0.019 SIG
16 16.82 283.264 Negativo <0,001 0.021 SIG
17 492 111.044 Positivo <0,001 0.022 SIG
18 6.70 329.233 Negativo <0,001 0.023 SIG
19 7.14  302.305 Positivo <0,001 0.024 SIG
20 8.11  329.005 Positivo <0,001 0.026 SIG
21 7.04 221.118 Negativo <0,001 0.027 SIG
22 14.88 323.220 Negativo <0,001 0.028 SIG
23 10.82 235.170 Negativo <0,001 0.029 SIG
24 571 173.082 Negativo <0,001 0.031 SIG
25 3.92 100.076 Positivo <0,001 0.032 SIG
26 12.44 363.310 Positivo 0.000 0.033 SIG
27 12.47 319.284 Positivo 0.000 0.035 SIG
28 16.20 423.326 Negativo 0.000 0.036 SIG
29 6.50 242.176 Negativo 0.000 0.037 SIG
30 6.51 274.274 Positivo 0.000 0.038 SIG
31 1.14  194.117 Positivo 0.001 0.040 SIG
32 15.75 393.277 Negativo 0.001 0.041 SIG
33 10.48 291.253 Positivo 0.001 0.042 SIG
34 16.64 1706.034 Positivo 0.001 0.044 SIG
35 7.53  219.047 Positivo 0.001 0.045 SIG
36 10.51 247.226 Positivo 0.001 0.046 SIG
37 15.82 325.184 Negativo 0.001 0.047 SIG
38 6.74  119.086 Positivo 0.002 0.049 SIG
39 7.62 158.154 Positivo 0.007 0.050 SIG

Tr: tempo retencdo; min: minutos; razdo massa/carga (m/z); FDR: taxa de falsa

descoberta; SIG: significativo.

4.6. Metabdlitos Anotados Putativamente

A anotacdo putativa dos features moleculares estatisticamente

significativos foi feita através da busca do valor m/z com erro de exatiddo de massa
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<10 ppm, comparacdo dos espectros de fragmentacdo (MS/MS) e perfil isotopico
de cada ion em bancos de dados disponiveis online como Human Metabolome
Database - HMDB (http://www.hmdb.ca/), PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e a plataforma CEU Mass Mediator. A busca

resulta muitas vezes em diversas possibilidades para 0 mesmo feature molecular,
por isso é feito uma filtragem manual onde sdo descartados metabdlitos que sédo
biologicamente improvaveis, como farmacos e metabdlitos de origem vegetal, por
exemplo. Também é considerado o tempo de retencdo, onde um metabolito ndo
eluird em tempos de retencdo distintos na mesma analise cromatogréafica, além da
proposta de estrutura quimica apresentada nos sites de busca.

Um total de 15 metabolitos foram putativamente anotados, sendo
esses descritos na Tabela 4.3.

A anédlise no modo de eluicio RPLC, como era de se esperar,
privilegiou compostos com caracteristica de baixa e média polaridade. Podemos
observar algumas classes de lipidios identificados como ésteres de colesterol,
ceramidas e &cidos graxos derivados. Além dos lipidios, também foi possivel
identificar compostos polares que eluiram com baixos tempos de retencdo, como a
betaina e 0 N-metil-salsolinol. Os cromatogramas de ions extraidos e 0s espectros
de massas dos metabolitos identificados sdo apresentados no Apéndice 1.

As concentracdes relativas dos metabolitos identificados foram
padronizadas em z-score (média = 0 e multiplos de um desvio padréo) e também
demonstrados em graficos de boxplot (Figura 4.8) para uma melhor visualizacéo
dos niveis alterados entre os grupos controle (GC) e estudo (DW).


http://www.hmdb.ca/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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TABELA 4.3- Metabdlitos anotados putativamente. Sendo, tz (min): tempo de reteng¢do; VIP > 1,0, p-valores < 0,05

e Taxa de Falsa Descoberta (FDR) < 0,05. (continuagéo)

Metabdlito Cdédigo HMDB Classe tr(mMin) Q(/FZ) Aduto  Formula Fragmentos P-valor FDR VIP
. . Neurotoxina + 135.0446;
N-metil-salsolinol HMDBO0003626 endégena 1.14 194117  M+H" CuHisNO2 194 1174 0.001 0.040 1.197
. Amina (M+H- 118.0851;
Betaina HMDB0000043  quaternaria 3.92 100.076 H20)" CsH12NO2 100.0756 <0,001 0.032 1.267
. Acido . 55.0544;
Pirocatecol HMDB0000957 organico 4.92 111.044  (M+H) CeHs0O2 111.0440 <0,001 0.022 1.130
. . Acido i 111.0813;
Acido subérico HMDB0000893 graxo 571 173.082  (M-H) CsH1404 109.0662 <0,001 0.031 1.279
Acido 125.0963;
Nonato HMDB0011717 5.95 187.098  (M-H) CoH1604 169.0858; <0,001 0.010 1.407
graxo
187.0977
N- Acido ] 242.1762;
Undecanoilglicina HMDBO0013286 graxo 6.5 242176 (M-H)" Cu13H2sNOs 294 1679 <0,001 0.037 1.099
Acido 329.2332;
9,10,13-TriHOME HMDBO0004710 6.7 329.233 (M-H)"  Ci18H340s5 311.2240;  <0,001 0.023 1.402
graxo
157.1227
107.0856;
Acido 2- Acido . 105.0704;
fenilpropanoico HMDB0011743 organico 6.85 151.075 (M+H) CoH1002 103.0548: <0,001 0.018 1.596
133.0653
. . . . 302.3056;
Esfinganina HMDBO0000269 Esfingolipidio 7.14 302.305 (M+H)" CaigH3NO2 84,2942 <0,001 0.024 1.310
Sedoheptulose-7- . + 98.9837;
fosfato HMDBO0001068  Carboidrato 8.11 329.005 (M+K)" C7H15010P 45,0338 <0,001 0.026 1.331
Isotricodermina HMDBO0034738 Lipidio 11.81 293.174  (M+H)*  Ci7H2404 111.0447;  <0,001 0.005 1.983

57.0699
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TABELA 4.3- Metabolitos anotados putativamente. Sendo, tg (min): tempo de retencdo; VIP > 1,0, p-valores < 0,05; Taxa de Falsa
Descoberta (FDR) < 0,05.

Metabdlito Cddigo HMDB Classe tr(Min) g(/; Aduto Formula Eg:ﬁ Fragmentos P-valor FDR VIP
Ester de 57.0704;
CE(PGF1lalpha) HMDB0290249  colesterol 12.44 363.310 (M+2H)?>* C47HgoOs 6 67.0546; <0,001 0.033 1.454
71.0848
57.0703;
Cer(d18:2/20:4)  HMDBO0290065 Esfingolipidio  12.95  614.483 %5’;’ CasHesNOs 7 gégggg <0001 0003 2013
614.4811
- " Acido . 256.2351;
Acido palmitico  HMDB0000220 /3 1488 255233 (M-H) CuHgO 1 500000 <0001 0014 1624
, cido 283.2602;
Acido estearico  HMDB0000827 1682 283264 (M-H) CuHwO: O 2352429 <0001 0021 1.539

graxo 197.2244
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FIGURA 4.8- Boxplots (box-and-whisker) para os metabolitos anotados putativamente em amostras de saliva de

pacientes com DW vs. grupo GC. O eixo y representa as intensidades normalizadas em z-score (meédia + desvio

padréo). 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 de t-Student, com



58
um limiar de p < 0,05. Vermelho: grupo DW e Azul: grupo controle. A) N-undecanoilglicina; B) acido subérico; C)
9,10,13-TriHOME; D) acido estearico; E) nonato; F) N-metil-salsolinol; G) betaina; H) sedoheptulose 7-fosfato; 1)
CE(PGF1lalpha); J) Cer(d18:2/20:4); K) pirocatecol; L) esfinganina; M) &cido 2-fenilpropanoico; N) isotricodermina;

O) acido palmitico.
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Para aumentar o poder de visualizagdo dos dados em termos das
concentracgdes relativas dos metabdlitos em cada grupo, é apresentado um mapa de
calor (HeatMap) na Figura 4.9. Dentre os 15 metabolitos putativamente anotados,
N-metil-salsolinol, esfinganina, Sedoheptulose-7-fosfato e Cer(d18:2/20:4)
apresentam regulacdo positiva no grupo controle, enquanto os demais 11

metabolitos apresentam uma regulacgao positiva no grupo DW.

N class class
0.6 I pw
0.4

_— D-Sedoheptulose-7- 0.2
_— Cer(d18:2(4E,142) 0
_— 2-fenilpropionato -0.2
—__ Acido estearico
T [—
_— Acido suberico
_— Isotricodermina
_— Acido palmitico
= 3

-0.6

FIGURA 4.9- Anélise de agrupamento hierarquico dos metabdlitos putativamente

anotados, p < 0,01, representada como HeatMap.

A anélise metabolomica global revelou em sua maioria metabdlitos
pertencentes a classe dos lipidios. Os dez lipidios significativamente anotados
pertencem majoritariamente a categorias dos acidos graxos, seguido de
esfingolipidio, ceramida e éster de colesterol. Estudos anteriores realizados com

camundongos geneticamente modificados para ATP7B (modelos de estudos da
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DW) demonstram que ha uma desregulacdo no metabolismo dos lipidios, sendo o
processo metabdlico mais significativamente alterado e que pouco se sabe sobre
essa desregulacdo em pacientes com a DW (HUSTER et al., 2007, LUTSENKO,
2014; WOOTON-KEE et al., 2020).

Dentre os metabdlitos anotados putativamente, sedoheptulose-7-
fosfato, acido palmitico, N-undecanoilglicina, acido subérico e pirocatecol, ja
foram reportados como sendo associados com as doengas de Alzheimer
(TSURUOKA et al., 2013), esquizofrenia (XUAN et al., 2011; YANG et al.,,
2013), doenca de Parkinson (HENYKOVA et al., 2022; NAOI et al., 2002), cancer
(BROWN et al., 2016; WANG et al., 2019) e doenca renal (GRONWALD et al.,
2011), respectivamente.

Os metabdlitos N-metil-salsolinol, esfinganina e betaina, foram
reportados anteriormente como possiveis candidatos a biomarcadores da doenca de
Parkinson e da doenca de Wilson. O metabdlito N-metil-salsolinol ¢ uma
neurotoxina enddgena no cérebro e um dos principais agentes causadores da morte
de neurbnios dopaminérgicos. Ha evidéncias de que este tipo de producédo
endodgena de toxinas pode estar relacionado ao desenvolvimento de uma serie de
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, Parkinson e a doenca
de Huntington (IBANEZ et al., 2013).

O N-metil-(R)-salsolinol interage enantiosseletivamente no cérebro de
humanos e se acumula na via dopaminérgica nigroestriatal (NAOI et al., 2002). Em
estudos envolvendo pacientes com a doenga de Parkinson (DP), o nivel de N-metil-
(R)-salsolinol aumentou significativamente no liquido cefalorraquidiano (LCR) de
pacientes com DP, quando comparados ao grupo controle, o que sugere seu
envolvimento na patogénese da doenga e candidato promissor a biomarcador
(HENYKOVA et al., 2022; NAOI et al., 2002). Como a DP pode ser muitas vezes
clinicamente confundida com a doenca de Wilson, o N-metil-salsolinol pode
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apresentar um papel interessante em estudos futuros para distinguir pacientes com
doenca de Wilson em relagéo a pacientes com a doenca de Parkinson.

Em estudo conduzido por QIU et al. (2023) foram realizadas anélises
metabolémicas por LC-HRMS utilizando plasma de pacientes com DW,
subdivididos em dois grupos de pacientes, 0os com sintomas hepéaticos (H-DW) e os
pacientes com sintomas neurologicos (N-DW) e, ainda, comparando o perfil
metabolémico desses pacientes com os perfis metabolomicos de pacientes com
cirrose hepética e pacientes com DP (doencas com sintomas semelhantes a DW).
Essa comparacdo resultou em um segundo estudo, onde trés metabdlitos foram
anotados com potencial para serem considerados candidatos a biomarcadores para
a DW. Um dos metabdlitos considerado significante e candidato a biomarcador é a
esfinganina, com concentracdes relativas inferiores em pacientes N-DW quando
comparada a pacientes com DP.

A esfinganina é composta por um grupo amina no carbono 2, dois
grupos hidroxilas nos carbonos 1 e 3 e uma cadeia carbGnica composta por 18
atomos (Figura 4.10B), sendo a molécula base e precursora de todos 0s
esfingolipidios, da classe dos lipidios. A esfinganina existe em todas as especies
vivas, desde bactérias até humanos. Nos humanos, a esfinganina participa de
diversos processos bioldgicos, em particular, da biossintese dos esfingolipidios
(OLIVEIRA et al., 2015).

No presente trabalho, a esfinganina foi identificada como metabdlito
significativo e também apresentou uma regulacdo negativa em pacientes com DW

quando comparada ao grupo controle, como observado na Figura 4.10A.
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Esfinganina (z-score)
=)

FIGURA 4.10- Anélise de esfinganina em amostras de saliva por metabolomica
global via LC-HRMS. (A) Variabilidade da concentracdo relativa do metabdlito
esfinganina no grupo DW vs. GC. O eixo y representa as intensidades normalizadas

em z-score (média + desvio padrdo); p < 0,05. (B) Estrutura quimica da esfinganina.

Ja no estudo apresentado por MAZI et al. (2019), o objetivo foi avaliar
o perfil metabolémico através de LC-HRMS no soro de individuos com DW
categorizados com sintomas hepaticos (H-DW), neurologicos (N-DW) e pre-
clinicos (P-DW), comparados a individuos saudaveis (HC). Nenhum dos pacientes
com DW recebeu medicacdo, pois as amostras foram coletadas no momento do
diagnostico. Na comparagdo entre os individuos P-DW, N-DW e H-DW versus
HC, o metabdlito significativamente mais alterado foi a colina. Porém, na
comparacdo entre H-DW e HC, o metabolito significativamente alterado foi a
betaina, forma oxidada da colina. Segundo os autores, os niveis elevados de
betaina podem ser explicados pelo aumento da disponibilidade de colina. Para
validar as descobertas, os autores verificaram a expressdo de genes relacionados ao

metabolismo de colina e metionina no modelo de camundongos toxic milk Jackson



63

(tx-j) do Laboratério Jackson (Maine, EUA). Os camundongos tx-j apresentam
uma desregulacdo nos niveis de transcricdo hepatica de Bhmt (betaina-
homocisteina-metiltransferase), reduzindo assim a entrada de betaina para a
regeneracdo de metionina, com consequente acimulo de betaina (MAZI et al.
2019).

No presente estudo, uma regulacdo positiva de betaina também foi
observada em individuos com a DW em relacdo ao grupo controle (Figura 4.11), o
que pode contribuir para estudos posteriores da investigacdo da betaina como um

potencial candidato a biomarcador da DW.

I HC
B \ + OH
300 b iy N
§ vk He” \
é H.H CH3 O

) vee

-4 . ,

& &

FIGURA 4.11- Anélise de betaina em amostras de saliva por metabolémica global
via LC-HRMS. (A) Variabilidade da concentracdo relativa do metabolito betaina
no grupo DW vs. GC. O eixo y representa as intensidades normalizadas em z-score

(média + desvio padrdo); p < 0,05. (B) Estrutura quimica da betaina.
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4.7. Curva ROC (Caracteristica de Operacao do Receptor)

As curvas ROCs multivariadas foram construidas usando o software
MetaboAnalyst 5.0, empregando os dados dos 15 metabdlitos putativamente
anotados, sendo a curva ROC amplamente considerada como o método mais
objetivo para descrever e avaliar o desempenho de um biomarcador (XIA et al.,
2013).

O método de classificacdo e pontuacdo usado para criar a ROC foram
os dados obtidos da analise estatistica do PLS-DA. Foram criados 6 modelos
correspondes a uma curva com diferentes nimeros de metabdlitos (2, 3, 5, 7, 10 e

15), como ilustrado na Figura 4.12.
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FIGURA 4.12- Curvas ROC pelo método estatistico multivariado PLS-DA no
ponto de corte ideal definido pela distancia minima para o canto superior esquerdo.
Modelo otimizado gerou uma AUC de 0,969 (IC 95%: 0,893 - 1).

Software: MetaboAnalyst.

As curvas ROCs obtidas apresentaram uma Area Under The Curve
(AUC) entre 0,95 e 0,98, o que classifica 0 modelo como excelente, usando um
intervalo de confianca de 95%. O eixo classificado como sensibilidade (sensitivity)
mostra as taxas verdadeiro-positivo, enquanto o eixo especificidade (specificity)
mostra as taxas de falso-positivo. Sendo assim, quanto maior a AUC entre 0-1,
melhor a predicdo do modelo. Pode-se verificar que a AUC com a melhor

classificacéo € a de coloracdo amarela com 15 metabdlitos, porém o método com 3
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metabolitos foi o escolhido para predicdo, uma vez que esse ja apresentou uma

AUC de 0,96 (XIA et al., 2013).

A curva ROC com 3 metabdlitos apresenta AUC de 0,96, (Figura

4.13A), sendo essa uma medida satisfatoria para discriminar os grupos DW e GC,

como tambeém pode ser observado na Figura 4.13B.

=

Area under the curve (AUC) = 0.969
95% CI: 0.893-1

T T T T T
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FIGURA 4.13- Modelos de Previsdo. (A) Curva ROC PLS-DA com 3 metabolitos

como modelo de previsdo. (B) Matriz de previsdo das classes. Software:

MetaboAnalyst.
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Nenhum dos modelos utilizados atingiu 100% da capacidade preditiva

e de discriminacdo dos grupos, o que pode ser justificado pela complexidade das

amostras biologicas e pelo nimero (n) reduzido de individuos participantes. No

entanto, o metabolito mais significativo para discriminacdo dos grupos pela curva
ROC foi a ceramida Cer(d18:2/20:4) (Figura 4.14), metabolito esse ainda néo
reportado em literatura com relacdo a DW, sendo esse dado de interesse para

estudos posteriores de metabolémica alvo.
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FIGURA 4.14: HeatMap dos metabdlitos importantes para o modelo de predicéo

da curva ROC.
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reportem a ceramida

Cer(d18:2/20:4) para qualguer outra doenca, porém a desregulacdo de ceramidas é

relatada em diversos disturbios. As ceramidas séo esfingolipidios biologicamente

ativos produzidos por uma rede complexa de enzimas. Niveis elevados de

ceramida no sangue estdo associados a eventos cardiovasculares, como doencas

cardiacas ateroscleroticas e valvares (ZIETZER et al., 2022). Ceramidas

plasmaticas estdo associadas a citocinas pro-inflamatorias em pacientes com
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diabetes tipo 2, obesidade e também com doencas cardiovasculares (MELLO et al.,
2009). Além disso, um estudo demonstrou a relacdo entre ceramida e depressao,
onde a via da ceramida € considerada um alvo de interesse para antidepressivos
(GULBINS et al., 2015). XING et al. (2016) investigaram a relacdo das ceramidas
com os sintomas da doenca de Alzheimer e constataram que 0s niveis de ceramidas
estavam relacionados com os sintomas neuropsiquiatricos. De forma geral, niveis
elevados de ceramidas tem sido associado com doencas neurodegenerativas,
diabetes e doengas cardiovasculares (ZIETZER et al., 2022).

4.8. Alteracéo das vias Biogquimicas

Utilizando a ferramenta de impacto da via Pathway Impact do
MetaboAnalyst, obteve-se os resultados de centralidade e enriquecimento das
principais vias bioguimicas correspondentes com o0s metabolitos putativamente
anotados. Para se considerar uma via metabodlica relevante comumente séo
adotados valor de impacto > 0,1 e -log10(p) >1,0 A pontuacdo do impacto da via
representa uma estimativa objetiva da importancia de uma determinada via em
relacdo a uma rede metabdlica global (LIU et al., 2019). O método de
enriguecimento utilizado foi teste hipergeométrico, na analise topoldgica foi usada
centralidade de intermediacéo relativa e a biblioteca de via metabdlica selecionada
foi homo sapiens do banco de dados SMPDB (Small Molecule Patathway
Database).

A via alterada e de maior impacto esta envolvida no metabolismo da
betaina com valores de impacto de 0,13 e -log (p) = 0,98. Qutras vias com
impactos menos expressivos, porém importantes para 0 nosso estudo, também sédo

representadas na Figura 4.15.
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FIGURA 4.15- Impacto das vias metabdlicas na analise das amostras de
individuos com DW vs. GC. (A) Metabolismo da betaina; (B) Sintese de
plasmalogénio; (C) Metabolismo dos glicerolipidios; (D) Beta-oxidagéo
mitocondrial de acidos graxos saturados de cadeia longa; (E) Via das pentoses
fosfato; (F) Biossintese de acidos graxos; (G) Metabolismo dos esfingolipidios;
(H) Metabolismo da metionina; (1) Metabolismo de &cidos graxos. Software:

MetaboAnalyst.

Os resultados da analise de vias bioquimicas suportam os dados
metabolémicos encontrados no presente trabalho e também se correlacionam com
0 que ja foi descrito anteriormente na literatura para a DW. Para a rota metabdlica
da betaina e metionina, o metabolito participante putativamente anotado € a
betaina. No metabolismo da metionina, a metionina é metabolizada no figado para
formar S-adenosilmetionina (SAM) via metionina adenosiltransferase (MAT). O
MAT é codificado por dois genes, 0 MAT1A, presente em maior quantidade no

figado, que codifica as isoenzimas MATI/IIl, e 0 gene MAT2A, expresso em
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menor grau no figado e mais nos tecidos extra-hepaticos, que codifica 0 MATII
(MAZI et al., 2019; MATO et al., 1997). Estudos anteriores relataram uma
alteracdo nos niveis de metionina em modelos animais portadores da DW
(DELGADO et al., 2008).

A SAM ¢ o principal doador de metil para as reacfes de metilacdo do
DNA e das histonas, enquanto a S-adenosil-homocisteina (SAH) inibe todas as
reacdes de metilacdo dependentes de SAM. A S-adenosilomocisteinase (SAHH) é
a enzima bidirecional que hidrolisa a SAH para gerar homocisteina. A metionina
sintase (MS) remetila a homocisteina para formar metionina que, por sua vez, é
convertida em SAM por meio das isoenzimas MATI/II/IIl. A homocisteina
também pode ser remetilada em metionina por meio da reacdo catalisada pela
betaina homocisteina metiltransferase (BHMT) que utiliza betaina (LE et al.,
2014).
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FIGURA 4.16- Metabolismo da metionina. S-adenosilmetionina (SAM), S-
adenosil-homocisteina (SAH), S-adenosilomocisteinase (SAHH), metionina
sintase (MS), isoenzimas MATI/II/III, betaina homocisteina metiltransferase
(BHMT), dimetilglicina (DMG) e tetrahidrofolato (THF).

Adaptado de LE et al. (2014).

Estudo com modelos animais sugerem que a elevacdo dos niveis de
Cu inibe a atividade e expressdo da SAHH (BETHIN et al., 1995; L1 et al., 2007).
O estresse oxidativo gerado pelo acimulo de Cu pode inibir a MAT I/l
(DELGADO et al., 2008). Essa reacédo é essencial para a biossintese do doador de
metila SAM. Portanto, o acumulo de Cu pode resultar em um ciclo de metionina
desregulado e reducédo do potencial de metilacdo. O metabolismo da metionina esta
conectado ao ciclo da betaina, pois a betaina contribui para a regeneracdo da
metionina a partir da homocisteina por meio da reacdo BHMT (MATO et al.,
1997).
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A sintese de plasmalogénio e beta-oxidacdo mitocondrial de &acidos
graxos saturados de cadeia longa sdo as vias impactadas pelo metabdlito &cido
estearico. A B-oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa é fundamental para o
fornecimento de energia ao organismo e é de particular importancia para o
musculo cardiaco e esquelético. No entanto, varios outros tecidos, como o rim, o
intestino delgado, o tecido adiposo branco e, principalmente, o figado, podem
utilizar os produtos da -oxidacédo para a formacéo de corpos cetdnicos que podem
ser utilizados como energia por outros tecidos (BARTLETT e EATON, 2004). O
fenotipo clinico dos distarbios de oxidacdo de &cidos graxos geralmente inclui
hipoglicemia hipocetotica desencadeada por jejum ou infec¢Oes, fragueza muscular
esquelética, cardiomiopatia, hepatopatia e manifestagdes neurologicas (ADEVA-
ANDANY et al., 2019).

MAZI et al. (2019), também destaca a via da B-oxidacdo mitocondrial
de &cidos graxos saturados de cadeia longa como uma via importante na DW,
porém com um baixo fator de impacto, assim como foi encontrado no presente
estudo.

No metabolismo dos esfingolipidios, o metabdlito anotado que
impacta a via bioguimica é a esfinganina, formada a partir da condensacdo da
palmitoil-CoA com serina e redugdo de NADPH. A esfinganina entdo formada é
acilada e desidrogenada para formar ceramida, precursora de todos os
esfingolipidios (Figura 4.17) (NELSON e COX, 2014).
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FIGURA 4.17- Biossintese de esfingolipideos. Condensacdo de palmitoil-CoA
com serina, formando [-cetoesfinganina, seguida da reducdo de NADPH,
formando esfinganina, que é acilada para formar a ceramida. Adaptado de
NELSON e COX (2014).

A via metabodlica dos esfingolipidos € uma importante via celular
complexa e interconectada, onde a ceramida ocupa uma posicdo central tanto na
biossintese como no catabolismo. Alterac6es no metabolismo dos esfingolipidios
geralmente estdo associados com doencas que afetam o processo de enzimas que
degradam os esfingolipidios. Geralmente erros inatos do metabolismo
relativamente raros, que resultam no acumulo de esfingolipidios (esfingolipidose)
causado por defeitos nos genes que codificam proteinas que participam da
degradacédo lisossomal dos esfingolipidios (PRALHADA RAO et al., 2013).

O éacido palmitico é responsavel pelo impacto no metabolismo dos

glicerolipidios, assim como na biossintese e metabolismo dos acidos graxos.
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A via da pentose fosfato, impactada pelo metabdlito sedoheptulose-7-
fosfato, € uma rota alternativa de oxidacdo da glicose-6-fosfato (G6P) sem
producdo de ATP, porém com geracdo de NADPH e pentose fosfato. A via das
pentoses fosfato é o maior fornecedor de NADPH para a sintese de acidos graxos.
O NADPH da via da pentose fosfato é utilizado pelas células do figado, tecido
adiposo e glandulas mamarias durante a lactacdo. Assim como na sintese de
colesterol e hormdnios esterdides (figado, glandulas adrenais e gbdnadas)
(HARVEY e FERRIER 2012).

Apesar de ndo haver relatos na literatura sobre todas as vias alteradas
para a DW, todas estdo relacionadas ao metabolismo lipidico. Sabe-se que o
acumulo e a deficiéncia de Cu estdo ligados ao metabolismo lipidico, sendo assim,
na DW o metabolismo lipidico é desregulado, o que corrobora com os resultados
do presente estudo. Os mecanismos subjacentes que ligam o metabolismo do Cu e
dos lipidios na DW néo séo claros. O Cu pode prejudicar o mecanismo metabolico
pela ligacdo direta as estruturas proteicas e lipidicas ou pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) com consequente danos as organelas celulares, vitais

para 0 metabolismo energético (MAZI et al., 2020).



75

5. CONCLUSOES

A aplicacdo de uma abordagem metabolémica global associada ao
emprego de técnicas de alta seletividade e sensibilidade (LC-HRMS) permitiu a
analise das alteracGes metabolémicas em amostras de saliva de individuos
portadores da doenca de Wilson em comparacdo a um grupo controle. Atraves dos
modelos estatisticos multivariados e univariados foi possivel obter 39 features
significativos na separacdo dos grupos, sendo 15 deles anotados putativamente.
Betaina positivamente regulada e esfinganina negativamente regulada foram
reportadas com 0s mesmos niveis de alteracdo em estudos metabolémicos
anteriores da DW, o que indica importantes metabdlitos que poderdo contribuir no
avanco de pesquisas de biomarcadores para a DW, auxiliando em um diagnostico
clinico mais preciso. Da mesma forma, vias bioguimicas que se mostraram
alteradas no presente trabalho também j& foram reportadas anteriormente para a
DW. O modelo de curva ROC escolhido, composto por 3 metabdlitos, apresentou
uma AUC de 0,96, sendo uma medida satisfatdria para discriminar o grupo DW e
GC. O metabdlito mais significativo na curva ROC foi a ceramida Cer(d18:2/20:4),
metabdlito ineditamente reportado para amostras envolvendo pacientes com DW, o
que o torna um metabdlito alvo a ser avaliado em estudos metaboldémicos alvo.

Este estudo é um estudo piloto, do qual revelou-se as primeiras
alteracbes metabolomicas em amostras de saliva relacionadas a DW. Dados 0s
escassos estudos metabolémicos em individuos com DW, trabalhos futuros sdo
necessarios para um esclarecimento mais detalhado sobre metabdlitos e rotas
bioguimicas impactadas, incluindo estudos com técnicas de analises ortogonais,
como por exemplo 0 modo HILIC por LC-MS e andlises por GC-MS, que podem
contribuir para uma analise mais abrangente e, consequentemente, um melhor

entendimento das alteracGes bioquimicas envolvidas na DW. Adicionalmente, em
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trabalhos futuros, pode-se conduzir analises metabolémicas alvo empregando os
demais metabolitos anotados neste trabalho como etapa de validacdo/confirmacéo.

O presente trabalho reforca a utilizacdo da saliva como potencial
fluido bioldgico para diagndsticos menos invasivos, uma vez que potenciais
biomarcadores reportados anteriormente em amostras de sangue também foram
detectados nas amostras de saliva dos pacientes com DW. Assim, pode-se inferir

que as caracteristicas da DW podem ser refletidas igualmente na saliva.
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7. ANEXOS
ANEXO 1 — Termos de Assentimento dos participantes.
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APENDICE 1- Cromatogramas de ions extraidos (EIC) e 0s espectros correspondes
dos metabolitos anotados putativamente.
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