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RESUMO 

 

INVESTIGAÇÃO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES EM SALIVA DE 

PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM DOENÇA DE WILSON. A doença de 

Wilson (DW) é uma doença autossômica recessiva caracterizada por excesso de 

cobre intracelular no fígado, cérebro e outros órgãos vitais. A sobrecarga de cobre no 

organismo pode levar a uma série de complicações graves, como problemas 

neurológicos, insuficiência hepática aguda ou crônica, problemas renais e 

manifestações psiquiátricas. A DW é uma doença progressiva e, quando não tratada, 

resulta em incapacidades graves e possíveis risco de vida. Portanto, o diagnóstico 

precoce é essencial para tratamento adequado e a prevenção de graves manifestações 

clínicas. O presente trabalho avaliou a presença de metabólitos diferenciadores em 

amostras de saliva de indivíduos portadores da DW em comparação com um grupo de 

indivíduos saudáveis. Para isso, fez-se uso de uma abordagem metabolômica global, 

com emprego da cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas de alta 

resolução (LC-HRMS), permitindo anotar potenciais candidatos a biomarcadores e 

obter informações sobre alterações nas vias metabólicas dos grupos de indivíduos 

avaliados. Foram analisadas amostras de saliva de indivíduos com DW (n=24) e 

indivíduos saudáveis (n=39) e os resultados indicaram 39 metabólitos 

estatisticamente discriminantes (p ≤ 0,05; VIP ≥ 1), com a anotação putativa de 15 

desses metabólitos. Dentre esses, sedoheptulose-7-fosfato, ácido palmítico, N-

undecanoilglicina, ácido subérico e pirocatecol já foram previamente reportados e 

estão associados com as doenças de Alzheimer, esquizofrenia, Doença de Parkinson, 

câncer e doença renal. Os metabólitos N-metil-salsolinol, esfinganina e betaína já 

foram descritos como possíveis candidatos a biomarcadores da doença de Parkinson e 

da DW. No presente estudo, uma regulação positiva de betaína foi observada em 

indivíduos com a DW. Além disso, a ceramida Cer(d18:2/20:4) apresentou-se como o 

metabólito mais significativo na discriminação dos grupos pela curva ROC. A 

Cer(d18:2/20:4) mostrou-se inédito para a DW e níveis elevados de ceramidas tem 

sido associados com doenças neurodegenerativas, diabetes e doenças 

cardiovasculares e, portanto, caracteriza-se também como um metabólito importante 

para futuros estudos relacionados à DW. Os metabólitos relacionados à DW podem 

auxiliar no avanço das pesquisas de biomarcadores em síndromes raras, auxiliando 

um diagnóstico mais rápido e preciso. Além disso, o uso de uma amostragem não 

invasiva de saliva é desejável como alternativas de monitoramento fácil e acessível. 
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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.



xvii 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 1 

1.1. Doenças Raras: Uma Visão Global .................................................................. 1 

1.2. Doença de Wilson................................................................................................3 

1.2.1. Fisiopatologia ................................................................................................ 6 

1.2.2. Manifestações Clínicas .................................................................................. 9 

1.2.3. Diagnóstico Clínico ..................................................................................... 14 

1.2.4. Tratamento para a Doença de Wilson ......................................................... 22 

1.3. Análise Metabolômica .................................................................................... 24 

1.3.1. Doenças Raras e Metabolômica .................................................................. 29 

2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 31 

3. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................. 32 

3.1. Generalidades ................................................................................................. 32 

3.2. Amostras Clínicas e Indivíduos Participantes ................................................ 32 

3.3. Coleta e Preparo das Amostras de Saliva .................................................... 35 

3.4. Análises por Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massas de 

Alta Resolução .......................................................................................................... 36 

3.5. Mineração e Pré-processamento dos dados .................................................... 39 

3.6. Análises Estatísticas Multivariadas e Univariadas ......................................... 40 

3.7. Identificação dos metabólitos e Importância biológica .................................. 41 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES ......................................................................... 43 

4.1. Perfil dos indivíduos ....................................................................................... 43 

4.2. Análise Metabolômica Global de Saliva por LC-HRMS ............................... 43 

4.3. Pré-processamento dos dados ......................................................................... 45 

4.4. Análise Multivariada ...................................................................................... 46 

4.5. Análise Univariada ......................................................................................... 51 



xviii 

 

4.6. Metabólitos Anotados Putativamente ............................................................. 53 

4.7. Curva ROC (Característica de Operação do Receptor) .................................. 64 

4.8. Alteração das vias bioquímicas ...................................................................... 68 

5. CONCLUSÕES ..................................................................................................... 75 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .................................................................. 77 

7. ANEXOS ............................................................................................................... 95 

8. APÊNDICES ......................................................................................................... 96 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Doenças Raras: Uma Visão Global 

 

Mais de 300 milhões de pessoas no mundo vivem com uma doença 

rara (DR), o que representa de 3,5 a 5,9% da população global. Existem mais de 

6.000 doenças raras identificadas, das quais 71,9% são genéticas e destas 69,9% se 

manifestam durante a infância (WAKAP et al., 2020). 

Em maio de 2022, em um evento na Assembléia Mundial da Saúde 

(AMS) em Genebra, realizado pela Rare Disease Internacional (RDI) foi proposta 

uma definição internacional para doenças raras, sendo essa: “uma doença rara é 

uma condição médica com um padrão específico de sinais clínicos, sintomas e 

descobertas que afetam número menor ou igual a 1 em 2.000 pessoas que vivem 

em qualquer região definida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) do 

mundo”. Entretanto, apesar dos esforços para estabelecer uma definição de doença 

rara reconhecida internacionalmente, cada país ainda adota sua própria definição. 

Os Estados Unidos (EUA) definem DR como condições que afetam menos de 

200.000 indivíduos, enquanto a União Europeia define uma DR como aquela que 

atinge 5 em cada 10.000 indivíduos. Na Colômbia, a variação é de 2 por 10.000 

indivíduos. Outros países como Argentina, Chile, México, Panamá e Uruguai 

consideram uma DR quando atinge 5 em cada 10.000 indivíduos. No Brasil, uma 

doença é considerada rara quando afeta até 65 pessoas a cada 100.000 

(WAINSTOCK e KATZ., 2023). 

Um dos grandes desafios mundiais associados às DRs é a dificuldade 

dos sistemas médicos atuais em diagnosticar esses distúrbios de forma correta e 

precoce, pois uma ampla parcela dessas doenças tem sintomas parecidos com 

outras enfermidades, muitas DRs ainda não possuem um tratamento eficaz e as 

informações sobre as DR são bastante limitadas (FELIX et al., 2022; GIUGLIANI 
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et al., 2019). Toda essa dificuldade geralmente resulta em atrasos na intervenção 

medicamentosa e essa demora tem impacto negativo na qualidade de vida dos 

pacientes, que só depois conseguem ter acesso a medicamentos e terapias 

adequados. Segundo MELNIKOVA et al. (2012), menos de 10% dos pacientes 

com DRs recebem tratamento específico. Outro problema enfrentado pelas pessoas 

portadoras de uma DR é que, mesmo após receberem um diagnóstico, elas 

enfrentam acesso limitado ao tratamento devido aos altos custos, dificuldade de 

acesso a centros especializados, assim como, assistência coordenada e suporte ao 

paciente.  

No Brasil, o Ministério da Saúde instituiu em 2014 a “Política 

Nacional de Atenção Integral às Pessoas com Doenças Raras”, estabelecendo 

diretrizes para a oferta de cuidados às pessoas acometidas por doenças raras na 

rede pública do sistema único de saúde (SUS). Essa política define um plano anual 

de ação, apoio financeiro e logístico e prevê a criação de centros de tratamento de 

referência. Esses centros, principalmente associados a hospitais de pesquisa 

universitários 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 doenças raras no Brasil 

estão estruturadas em dois eixos principais: 1- DR de origem genética, incluindo 

anomalias congênitas e distúrbios de início tardio, deficiência intelectual e erros 

inatos do metabolismo; 2- DR de origem não genética, incluindo doenças 

infecciosas, doenças inflamatórias e autoimunes (FELIX et al., 2022; GIUGLIANI 

et al., 2016). 

Dentro do núcleo das doenças raras de origem genéticas, destacam-se 

os erros inatos do metabolismo (EIM), que são distúrbios de herança autossômica, 

na maioria dos casos recessiva, causados por uma deficiência ou anormalidade de 

uma enzima, resultando em defeitos na via bioquímica correspondente. Devido à 

grande diversidade de vias metabólicas envolvidas nos processos enzimáticos há 
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uma maior dificuldade em se estabelecer um diagnóstico das doenças causadas por 

EIM (SILVA NETO, 2023).  

Os EIMs têm uma incidência de 1/800-2500 em recém-nascidos e os 

diagnósticos para os EIM são divididos em testes de triagem e testes direcionados e 

específicos, como a detecção de biomarcadores e ensaios de atividade enzimática. 

Porém, nem todos EIM possuem marcadores bioquímicos e, quando ausentes, 

alternativas adicionais resumem-se à procedimentos invasivos como análises 

histopatológicas. (GHOSH et al., 2017) Os EIM são distúrbios de natureza 

genéticas complexas, com um gene associado a diferentes fenótipos e fenótipos 

semelhantes causados por mutações em diferentes genes. Por essas razões, a 

conscientização sobre EIM e doenças raras pode auxiliar um diagnóstico mais 

rápido, um tratamento mais eficaz e a uma melhoria na qualidade de vida dos 

pacientes. Além disso, pode ajudar a impulsionar a pesquisa e o desenvolvimento 

por novas abordagens de triagem e diagnósticos rápidos e precisos, assim como de 

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

 

1.2. Doença de Wilson  
  

A Doença de Wilson (DW) foi descrita em 1912 pelo neurologista 

Samuel Alexander Kinnier Wilson, que deu nome à doença, também conhecida 

como degeneração hepatolenticular ou degeneração progressiva lenticular 

(WILSON, 1912). A DW afeta aproximadamente 1/30.000-1/100.000 indivíduos 

no mundo e acredita-se que essa relação possa ser subestimada devido à 

diagnósticos errôneos atribuídos a outros distúrbios neurológicos, hepáticos ou 

psiquiátricos (ALA et al., 2007).  

Adicionalmente, embora a DW seja reconhecidamente rara, a sua 

prevalência indicada pelo Scheinberg-Sternlieb Estimate* é considerada válida para 

* Em 1984, Scheinberg e Sternlieb estimaram a prevalência mundial da doença de Wilson para 1:30.000 com base em três conjuntos de dados: 1) o 

relatório de estatísticas vitais dos Estados Unidos, 1968-1978 (13.21/1,000,000); 2) um relatório clínico baseado na população da Alemanha Oriental 

sobre a prevalência (29/1.000.000); e 3) uma análise epidemiológica avançada baseada na frequência de parentesco em primeiro grau entre 289 

famílias japonesas com pelo menos 1 membro da família com DW (33/1.000.000) (SANDAHL et al., 2020). 
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os Estados Unidos, Europa e Asia, mas criticada para regiões com populações 

menores onde a DW teria uma prevalência 3-4 vezes maior do que as estimativas 

clínicas (SANDAHL et al., 2020), o que também a coloca como uma doença 

negligenciada.  

A DW é uma enfermidade rara, autossômica recessiva e caracterizada 

por uma alteração no transporte do cobre (Cu), gerando um acúmulo progressivo 

do metal em vários órgãos, especialmente no fígado, cérebro, rins, placenta e 

córneas (LIU et al., 2015). A DW possui uma ampla variabilidade na expressão 

fenotípica entre indivíduos, podendo apresentar desde elevação das enzimas 

hepáticas, em casos assintomáticos, até insuficiência hepática fulminante (cirrose) 

e doenças neuropsiquiátricas 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 manifestação varia amplamente entre indivíduos, podendo ocorrer em crianças 

(KIM et al., 2013; MATOS et al., 2015) até idosos (YOUSEFI et al., 2019; 

ŽIGRAI et al., 2020).  

O acúmulo anormal de Cu no organismo de pacientes com DW ocorre 

devido a uma mutação do gene ATP7B, situado no cromossomo 13, banda q14.3 

(13q14.3). 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 mutações 

no gene ATP7B já foram descritas (LI et al., 2021). 

No Brasil, não foram encontrados dados epidemiológicos sobre a DW, 

mas um estudo recente reporta que a prevalência de DW no Brasil varia de acordo 

com as regiões do país e que está relacionada às taxas de consanguinidade 

(CANÇADO e BARBOSA., 2019). Na região Sudeste do Brasil, o caso do 

diagnóstico de DW em um paciente de 70 anos, levou à descoberta de uma nova 

mutação no gene ATP7B no exon 8, heterozigoto, ressaltando a importância do 
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sequenciamento genético na descoberta de novas mutações genéticas e a 

importância de não descartar em pacientes idosos a possibilidade da DW 

(OLIVEIRA SÁ et al., 2022). 

O gene ATP7B codifica a proteína adenosina trifosfatase (ATPase) do 

tipo-P, também designada de proteína de Wilson e relacionada ao transporte 

intracelular de íons Cu (YANG et al, 2023). A ATP7B tipo-P pertence à família 

das ATPases tipo-P transportadora de metais pesados, incluindo Ag+, Zn+2, Cd+2 e 

Co+2, desempenhando um papel fundamental na homeostase e nos mecanismos de 

biotolerância desses metais (SCHURIG-BRICCIO e GENNIS, 2012). A ATP7B 

tipo-P se expressa no fígado, rim, cérebro, placenta e pulmão, e os distúrbios no 

seu funcionamento levam a elevados níveis de Cu+2/Cu+, primeiramente no fígado, 

e depois em outros órgãos, principalmente no cérebro (LUTSENKO et al., 2010; 

TELIANIDIS et al., 2013).  

A grande ameaça relacionada à DW é o fato dessa ser progressiva, 

podendo permanecer sem diagnóstico e resultar no risco de vida se não for 

adequadamente tratada. As variações clínicas da DW são amplas e, em termos 

gerais, os pacientes podem apresentar manifestações hepáticas, neurológicas e 

psiquiátricas (ALA et al., 2007; BEM et al., 2011). A partir do momento que se 

obtêm o diagnóstico 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 reabsorção pelo organismo 

(SILVA et al., 2010). A DW é uma condição clínica tratável, no entanto, 

precocidade do diagnóstico e início imediato do tratamento são fundamentais para 

aumentar as chances de sobrevida do paciente e diminuir a possibilidade para 

sequelas graves, principalmente neurológicas e hepáticas (SILVA et al., 2010). 

Embora exista uma combinação de exames clínicos, laboratoriais e 

histológicos para identificar pacientes com DW, nenhum destes testes são 

específicos e nem considerados padrão-ouro para fins de diagnósticos clínicos 
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(BRUHA et al., 2010; SÁNCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021). Adicionalmente, 

testes genéticos possuem alto custo e devido à grande quantidade de mutações já 

identificadas, esses se toram impraticáveis. Desta forma, no sentido de minimizar 

os riscos de um diagnóstico tardio, onde não seria mais possível evitar as sequelas 

da DW, alguns autores recomendam que a DW seja incluída na lista de doenças de 

risco e que passe a integrar os testes neonatal (SÁNCHEZ-MONTEAGUDO et al., 

2021). 

Com base nesse cenário, justifica-se a necessidade de novas 

investigações e pesquisas básicas na área da medicina de precisão, que permitam o 

diagnóstico precoce, preciso e rápido e o aumento da eficácia dos tratamentos 

médicos. Técnicas ômicas, como a metabolômica, permitem avaliar as 

caracterizações bioquímicas e moleculares do metaboloma e as mudanças nos 

metabólitos relacionadas a fatores genéticos, dieta, medicamentos, fatores 

ambientais, entre outros, podendo eventualmente levar a novos procedimentos para 

o diagnóstico clínico (biomarcadores), novas terapias medicamentosas, assim 

como, a identificação de novos alvos terapêuticos (SILVA NETO, 2023). 

 

1.2.1. Fisiopatologia  

  

O Cu é um oligoelemento importante para os seres vivos, sendo 

essencial para o funcionamento celular como cofator catalítico para sistemas 

enzimáticos, participando de diversos processos biológicos (PEÑA et al., 1999). O 

Cu na forma livre é uma substância tóxica, capaz de causar danos irreversíveis no 

organismo e morte celular. Para evitar essa toxidade do Cu, sistemas específicos de 

transporte intracelular facilitam seu transporte e armazenamento, através da 

formação de enzimas que se ligam ao metal, conhecidas como cuproenzimas 

(PEÑA et al., 1999).  
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O consumo de Cu diário recomendado pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) para adultos é de 0,9 mg/dia (ANVISA, 2005), 

obtido através da alimentação. Os alimentos que contêm níveis elevados de Cu 

incluem mariscos, grãos, nozes, cogumelos, legumes, chocolate e carnes de órgãos. 

O Cu é absorvido a partir do jejuno no intestino delgado, difunde-se através da 

mucosa intestinal, é transportado através do enterócito pela enzima transportadora 

de Cu, ATP7A, para a circulação portal e chega ao fígado onde entra nos 

hepatócitos através do canal transportador de Cu 1 (CTR1) (ROSENCRANTZ e 

SCHILSKY, 2011). Nos hepatócitos, o Cu é então capturado por chaperonas 

específicas de Cu que o transportam para os determinados destinos intracelulares. 

No citoplasma, a metalochaperona de Cu (CCS) transporta o metal para a 

superóxido dismutase 1 (SOD1) dependente de Cu/Zn. Outra chaperona, conhecida 

como COX17, fornece Cu para a mitocôndria, onde este é incorporado ao 

citocromo c oxidase (COX, Complexo IV) e utilizado na cadeia de fosforilação 

oxidativa mitocondrial. Finalmente, a grande maioria do Cu que entra nos 

hepatócitos é transportado pela chaperona antioxidadente de Cu, a ATOX1, para a 

enzima ATP7B, que se localiza no Complexo de Golgi, sendo responsável pelo 

transporte de Cu até a recém-sintetizada ceruloplasmina (CP), a principal proteína 

contendo Cu no soro sanguíneo. Outra atividade crucial da ATB7B consiste na 

eliminação do excesso de Cu potencialmente tóxico dos hepatócitos para a bile 

(POLISHCHUK, 2019; ROSENCRANTZ e SCHILSKY, 2011). A Figura 1.1 

ilustra o mecanismo descrito anteriormente.  
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FIGURA 1.1- Mecanismo de distribuição de Cu nos hepatócitos. CTR1, proteína 

transportadora de Cu 1; Cu, cobre; COX17, oxidase do citocromo c; CCS, 

proteínas 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 fisiológico não acontece na DW. As 

mutações do gene ATP7B resultam na diminuição ou total ausência da função da 

ATPases tipo-P, resultando em uma deficiência na interação do Cu com a 

ceruloplasmina e consequente defeito da excreção biliar do Cu. O Cu hepático 

acumulado ocasiona toxidade e danos celulares que se manifestam como sintomas 

clínicos da DW. Ocorrendo primariamente lesão hepática, evoluindo para fibrose e 

cirrose, até a insuficiência hepática. O Cu livre liberado para a corrente sanguínea 
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se acumula em outros órgãos acarretando as demais manifestações clínicas da DW 

(PATIL et al., 2013). 

 

1.2.2. Manifestações Clínicas  

 

A DW apresenta uma ampla variedade de manifestações clínicas, 

caracterizada por depósitos anormais de Cu, as quais dependem do órgão no qual o 

Cu se acumulou ao longo do processo patológico (SÁNCHEZ-MONTEAGUDO et 

al., 2021). 

A doença hepática é a primeira manifestação clínica em 

aproximadamente 40-60% dos pacientes com DW, podendo se apresentar como 

insuficiência hepática crônica ou aguda (ALA et al., 2007). Geralmente, a hepatite 

evolui para hepatite crônica (fibrose e cirrose) quando não diagnosticada e tratada. 

A insuficiência hepática aguda é a forma mais grave da DW e surge acompanhada 

de níveis elevados de bilirrubina sérica, hipoalbuminémia e coagulopaia, 

encefalopatia hepática, ascite e edema periférico (TIAN et al., 2016). O quadro 

clínico de pacientes com DW pode ser semelhante a outras formas de hepatite 

crônica, o 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, crônica ou fulminante e a sua apresentação clínica não é facilmente 

distinguível da hepatite viral aguda, com icterícia e desconforto abdominal (EASL, 

2012). Assim, o diagnóstico da DW é difícil em indivíduos com comprometimento 

hepático, mas fácil em pacientes com sintomas neurológicos, sendo o grau de 

suspeita clínica para a DW dependente do paciente apresentar doença hepática, 

e/ou neuropsiquiátrica (CABRAS et al., 2015). 

Após as manifestações hepáticas, os sintomas neurológicos são os 

mais frequentes na DW. A apresentação neurológica pode ser extremamente sutil e 
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intermitente por muitos anos, mas também pode se desenvolver rapidamente, 

levando em poucos meses à incapacidade mental completa. Em muitos casos, os 

sinais neurológicos são muito difíceis de serem classificados, pois os pacientes 

podem apresentar mais de uma anomalia, cada uma com diferentes níveis de 

gravidade (EASL, 2012). As manifestações neurológicas estão presentes em 18-

68% dos sintomas iniciais dos pacientes com idade média de 20-30 anos. A 

sintomatologia é variável, destacando-se os tremores, que podem ser de repouso, 

postural (frequentemente com características de “bater asas”) ou cinético. 

Inicialmente afeta as extremidades superiores, no entanto, à medida que a doença 

progride pode afetar as pernas, a cabeça ou até mesmo todo o corpo. A distonia 

(contração muscular) também é um sintoma frequente em pacientes com sintomas 

neurológicos e pode ser focal, segmentar ou até generalizada. A apresentação 

distônica característica da DW é o riso sardônico, que se apresenta como um 

sorriso fixo devido à distonia do músculo risório (CZŁONKOWSKA et al., 2018; 

EASL, 2012). 

Convulsões não são frequentes em pacientes com DW, mas podem 

ocorrer em até 6% dos pacientes, sendo mais comum as convulsões parciais. 

Outros sintomas neurológicos incluem parkinsonismo com bradicinesia (escassez e 

lentidão de movimentos, rigidez muscular e tremor de repouso), disartria 

(articulação indefinida da fala) e disfagia (dificuldades durante a deglutição) 

(PFEIFFER, 2016). O quadro clínico pode ser semelhante com a doença de 

Parkinson, devendo a DW ser sempre considerada no diagnóstico diferencial com 

distúrbios de movimentos (BRITO et al., 2005). 

As alterações psiquiátricas podem aparecer antes dos sinais 

neurológicos ou hepáticos em 1/3 dos pacientes. Baixo desempenho acadêmico ou 

alterações de personalidade como hiperatividade, perda de controle emocional, 

desinibição sexual e comportamento inadequado podem ser observados em 

crianças, enquanto características psicóticas semelhantes a paranoia, esquizofrenia 
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ou depressão podem ser observadas em pacientes mais velhos. O atraso do 

diagnóstico em pacientes com DW que apresentam neuropsiquiatrias é frequente 

(EASL, 2012).  

No geral, a doença de Wilson apresenta um amplo espectro de 

sintomas clínicos que dependem dos órgãos mais afetados (Figura 1.2) 

(CZŁONKOWSKA et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

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

com DW atendidos em clínicas pediátricas, apresentam predominantemente 

FIGURA 1.2- Diversas manifestações clínicas identificadas em pacientes com a 

DW. Contorno laranja: sintomas primários; Contorno azul, possíveis sintomas 

secundários da DW.  

Adaptado de CZŁONKOWSKA et al., 2018. 
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manifestações hepáticas. Um estudo feito com 28 crianças com DW (faixa de idade 

de 2 a 18 anos no momento do diagnóstico) mostrou que 42,8% eram 

assintomáticas e foram identificadas por meio de triagem familiar, 25,0% 

apresentavam características clínicas de hepatite, 3,5% insuficiência hepática 

aguda com anemia hemolítica, 17,8% apresentavam enzimas hepáticas elevadas e 

10,7% apresentavam hepatoesplenomegalia com sinais neurológicos, como 

distúrbios cerebelares, disartria, tremores e instabilidade postural (KLEINE et al., 

2012). 

Em pesquisa realizada por BEM et al. (2011) na região Sul do Brasil, 

36 pacientes com DW com idades entre 10 e 41 anos no início dos sintomas, 

apresentavam as formas hepática e neurológica da doença. Nove pacientes 

apresentavam manifestações exclusivamente neuropsiquiátricas (25%), 14 apenas 

manifestações hepáticas (38,9%), 11 (30,6%) apresentavam ambas as 

manifestações e 2 pacientes (5,5%) eram assintomáticos. 

Na maior revisão clínica conduzida no Brasil, entre adultos e crianças 

(ARAÚJO, 2012) foram catalogados 262 pacientes com DW, acompanhados nos 

Serviços de Gastroenterologia Clínica, Neurologia, Cirurgia do Fígado e 

Transplante Hepático, e pediátrica do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, de janeiro de 1946 a dezembro de 2010. 

As apresentações clínicas mais frequentes foram hepáticas (36,3%), neurológicas 

(34,7%), assintomáticas (16,8%), neuropsiquiátricas (8,3%) e hematológicas 

(1,9%). Uma descrição completa de todas as manifestações clínicas reportadas por 

ARAÚJO (2012) pode ser observada na Tabela 1.1. 
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TABELA 1.1- Manifestações clínicas de pacientes com DW proveniente de estudo 

realizado com 262 pacientes na Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. 

Fonte: ARAÚJO (2012). 

Forma Clínica (%) Modo de Apresentação  Pacientes 

(N) 

Assintomática (16,8)  Hepatite crônica  32 

Cirrose hepática 9 

Sem hepatopatia  3 

Hepática (36,3)   Cirrose hepática descompensada  55 

Cirrose hepática compensada  25 

Hepatite aguda 10 

Insuficiência hepática aguda grave  5 

Neurológica (34,7)  Disartria 81 

Tremor  66 

Alteração na marcha  52 

Distonia  49 

Rigidez  45 

Alterações cerebelares  27 

Epilepsia 9 

Neuro-psiquiátrica (8,3)  Alterações não psicóticas  12 

Depressão  3 

Esquizofrenia  5 

Transtorno bipolar  2 

Neuro-hepática (0,8)  Cirrose hepática compensada 

Disartria 

Distonia 

Rigidez 

Alteração na marcha 

2 

Osteomuscular (0,4) Artrite  1 

Hematológica (1,9) Anemia Hemolítica  5 

Renal (0,8)  Síndrome de Fanconi 1 

Hematúria 1 
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1.2.3. Diagnóstico Clínico  

 

As manifestações clínicas da DW são diversas e nem sempre presentes 

ou facilmente identificadas, podendo ainda ser semelhante a outras doenças. Além 

disso, nenhum dos testes laboratoriais que indicam o acúmulo de Cu no organismo 

é 100% sensível e/ou específico para a DW, resultando na necessidade de 

combinar achados clínicos e parâmetros bioquímicos para chegar a um diagnóstico 

(SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021). 

O primeiro caso documentado de DW no Brasil foi em 1944, em um 

paciente que apresentava a forma distônica da doença (CANÇADO e BARBOSA, 

2019). O primeiro caso de DW diagnosticado na Clínica Neurológica do HC-

FMUSP foi em 1946, o paciente apresentava a variante da doença 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 à DW tinha 3 anos de idade (WILSON et al., 2000) e um estudo de 

caso relata um bebê de 9 meses diagnosticado com DW que apresentava um 

quadro de diarreia aguda e níveis de aminotransferase elevados, sintomatologia 

atípica da doença (KIM et al., 2013). Apesar da DW ser considerada uma doença 

jovem (raramente se manifesta após os 40 anos) há relatos de diagnósticos em dois 

irmãos acima dos 70 anos (ALA et al., 2005), assim como uma mulher de 67 anos, 

diagnosticada erroneamente como doença de Parkinson e, após manifestações 

hepáticas e neurológicas, diagnóstica corretamente com DW (ŽIGRAI et al, 2020). 

A avaliação neurológica é realizada em pacientes com manifestações 

neuropsiquiátricas e também pode ser realizada em pacientes assintomáticos que 

demonstrem manifestações hepáticas. É possível observar alterações cerebrais nos 

exames de imagem como ressonância magnética nuclear (RMN) e tomografia 

computadorizada (TC). Nos cortes axiais na ponderação T2 da RMN podem ser 
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observadas lesões na região do mesencéfalo descritas com o sinal da “face do 

panda gigante” (Figura 1.3A), característico da DW, ocorrendo em até 20% dos 

pacientes com sintomas neurológicos. Também é possível ver o sinal da “face do 

panda em miniatura” (Figura 1.3B) porém com uma ocorrência menos frequente 

(BRITO et al., 2005; CZŁONKOWSKA et al., 2018). 

 

FIGURA 1.3- Sinal da face do panda, sinal neurológico característico da DW. A) 

Ressonância magnética ponderada em T2 apresentando a “face do panda gigante” 

no mesencéfalo (seta preta). B) Ressonância 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 diagnóstico da DW, sendo encontrado em aproximadamente 

100% dos casos de pacientes com manifestações neurológicas, 40-50% dos casos 

com manifestação hepática e 20-30% em pacientes pré-sintomáticos (SULLIVAN 

et al., 2002). Os anéis de K-F são depósitos de Cu em grumos granulares na 
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membrana Descemet (membrana basal do epitélio da córnea), aparecendo como 

uma alteração pigmentar castanho-dourada, amarelo-dourada ou bronze. O anel de 

K-F só pode ser definitivamente diagnosticado por um oftalmologista, utilizando 

uma lâmpada de fenda. A densidade do anel correlaciona-se com a gravidade da 

doença, sendo encontrado principalmente em casos em que o paciente já apresenta 

alterações hepáticas (PATIL et al., 2013; SULLIVAN et al., 2002; WALTER et al, 

2014). 

Alterações semelhantes aos anéis de K-F também são observadas em 

distúrbios como cirrose biliar primária, colestase e distúrbios neoplásicos com alto 

nível de Cu sérico (por exemplo, mieloma múltiplo) e durante o uso de estrogênio 

(uso crônico de contraceptivos orais ou terapia de estrogênio na pós-menopausa) 

(DUSEK et al., 2015; SCHRAG e SCHOTT, 2012).  

 

 

FIGURA 1.4- Anel de Kayser-Fleischer nas manifestações da DW, causado pelo 

acúmulo de Cu na córnea (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 

concentrações baixas em pacientes portadores da DW com sintomas neurológicos 
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em comparação a indivíduos saudáveis, porém pode se apresentar na faixa baixo-

normal em aproximadamente 50% dos pacientes com DW e sintomas hepáticos 

(CAUZA et al., 1997). Os níveis de ceruloplasmina tendem a aumentar em caso de 

inflamação, infecção e hiperestrogenemia durante a gravidez ou como 

consequência de tratamentos contraceptivos. Além disso, os portadores 

heterozigotos da DW ocasionalmente apresentam níveis anormalmente reduzidos. 

Outras considerações para níveis baixos de ceruloplasmina são a má absorção, 

insuficiência hepática fulminante ou aceruloplasminemia. Portanto, o valor 

preditivo da ceruloplasmina como marcador único para o diagnóstico de DW é 

questionável, principalmente porque muitos pacientes com DW apresentam níveis 

próximos ao normal (SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021). 

Uma medida útil para o diagnóstico da DW é a excreção urinária de 

Cu durante 24 horas. O valor da excreção urinária de Cu considerado para 

diagnóstico é de >100 µg em 24 horas em pacientes com sinais e sintomas de DW. 

No entanto, a interpretação dos valores de excreção urinária de Cu pode ser difícil 

devido à sobreposição com achados de outros tipos de doença hepática, em 

particular lesão hepática aguda ou insuficiência hepática de qualquer etiologia 

(ROBERTS e SCHILSKY, 2008). 

A anemia hemolítica negativa para Coombs (teste de antiglobulina) 

pode ser o único sintoma inicial da DW. No entanto, a hemólise acentuada está 

comumente associada a doença hepática grave. A hemólise de baixo grau pode 

estar associada à DW mesmo quando não há manifestações hepáticas da doença 

(FERENCI, 2014). 

No caso de suspeita de DW, o diagnóstico pode ser confirmado por 

uma biópsia hepática percutânea para medir a quantidade de Cu depositado no 

fígado, caso os demais sinais clínicos e testes não invasivos não sejam conclusivos. 

Valores de Cu hepático >250 µg por grama de peso seco do fígado é considerado 
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uma evidência bioquímica robusta para o diagnóstico da DW (FERENCI et al., 

2005).  

Outra forma de confirmar o diagnóstico para a DW é o teste genético, 

que também permite fazer o screening de irmãos assintomáticos. O teste consiste 

na detecção de mutações no gene ATP7B. No entanto, o diagnóstico genético 

molecular é difícil devido a mais de 500 mutações possíveis, além da maioria dos 

pacientes serem heterozigotos compostos, ou seja, carregam duas mutações 

diferentes (EASL, 2012; PATIL et al., 2013). 

De acordo com as investigações de mutações do ATB7B, existem 

alguns pontos críticos de mutação, dependendo dos diferentes grupos étnicos e da 

localização geográfica. A mutação mais comum em pacientes da Europa Central, 

Oriental e do Norte é a mutação pontual H1069Q (éxon 14). Cerca de 50–80% dos 

pacientes com DW desses países carregam pelo menos um alelo com esta mutação, 

com uma frequência alélica variando entre 30 e 70% (FERENCI, 2006). Em estudo 

realizado no sudoeste da China com pacientes de DW, a Arg778Leu foi a mutação 

mais comum, representando 30% da frequência, porém sem dados conclusivos 

entre a correlação da mutação com os sintomas clínicos apresentados pelos 

pacientes (LIU et al., 2015). 

No Brasil, um estudo feito por DEGUTI et al (2004) identificou vinte 

e cinco mutações da ATP7B, doze delas inéditas. A mutação c.3402delC 

apresentou a maior frequência alélica (30,8%), seguida pela mutação c.2123T>C 

(p.L708P) (16,7%). A mutação europeia comum c.3207C>A (p.H1069Q) não 

estava presente. Um segundo estudo realizado na região Sul do Brasil, onde há 

forte colonização europeia, com ascendência alemã, italiana e polonesa, a mutação 

H1069Q, que é bastante comum na Europa, teve uma frequência alélica de 37,1% e 

foi a mais frequente em 23 pacientes estudados (BEM et al., 2013). Assim, pode-se 

concluir que as mutações presentes no gene ATB7B são amplas, com variações 
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geográficas e sem muitas evidências de correlação entre os sintomas apresentados 

pela DW. 

Atualmente o diagnóstico da DW é dado pelo conjunto dos testes 

discutidos anteriormente, onde cada um tem uma pontuação baseada no score 

desenvolvido no 8º Encontro Internacional sobre DW em Leipzig (EASL, 2012). 

Um resumo da pontuação utilizada é apresentado na Tabela 1.2.



20 

 

 

TABELA 1.2- Pontuação baseada em sistema de score para diagnóstico da DW.  

Sintomas Score 

Anéis de Kayser-Fleischer 

Presentes 2 

Ausentes 0 

Sintomas Neurológicos 

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 Hemolítica Negativa para Coombs 

Presente 1 

Ausente 0 

Exames Laboratoriais 

Cu no Fígado (na ausência de Colestase) 

> 250 µg (>4 µmol/g) 2 

50-249 µg (0,8-4 µmol/g) 1 

Normal: <50 µg (<0,8 µmol/g) -1 

Grânulos Rodamina Positivos 1 

Cu Urinário (na ausência 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  
Análise de mutação da ATP7B 

Detectada nos dois cromossomos 4 

Detectada em um cromossomo 1 

Não detectada 0 

Score Total Avaliação 

≥ 4 Diagnóstico 

estabelecido 

3 Diagnóstico possível, 

necessidade de testes 

adicionais 

≤ 2 Diagnóstico pouco 

provável 

Fonte: SANCHEZ-MONTEAGUDO et al. (2021) 
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Embora a pontuação de Leipzig seja útil, nem sempre essa produz 

resultados claros e precisos quanto ao diagnóstico. Já os testes genéticos são caros 

e de difícil acesso para população (SANCHEZ-MONTEAGUDO et al., 2021). 

Portanto, o diagnóstico da DW é geralmente difícil, visto que não 

existe um teste específico, os sintomas usualmente são complexos e a DW afeta 

muitos sistemas e órgãos humanos diferentes, o que resulta em sobreposição com 

outras patologias (LIN et al., 2014). Por se tratar de uma doença rara, o diagnóstico 

da DW exige cuidado minucioso, onde erros são comuns, resultando na falta de 

tratamento rápido e adequado para muitos pacientes (FERNANDES, 2016; LIN et 

al., 2014). A Tabela 1.3 resume os testes de rotina empregados no diagnóstico da 

DW. 

 

TABELA 1.3- Testes de rotina para o diagnóstico da DW, achados típicos, falsos 

negativos e falsos positivos. 

Teste Falsos Negativos Falsos Positivos 

Ceruloplasmina 

sérica 

-Níveis normais em pacientes com 

inflamação hepática; 

-Gravidez; 

-Terapia hormonal com estrogênios; 

- Pacientes com má absorção, 

desnutrição e/ou 

aceruloplasminemia; 

- Heterozigotos; 

Excreção 

urinária de Cu 

em 24h 

- Coleta incorreta; 

- Crianças sem DW hepática; 

- Necrose hepatocelular; 

- Colestase; 

- Contaminação; 

Cu hepático - Variação regional em pacientes com 

doença hepática ativa ou nódulos de 

regeneração 

- Síndrome colestática; 

Anéis de K-F - Ausente em até 50% dos pacientes 

com DW hepática; 

- Ausente na maioria dos irmãos 

assintomáticos 

- Cirrose biliar primária; 

- Colestase; 

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

 

A DW é um dos poucos distúrbios metabólicos hereditários, 

potencialmente fatal, com tratamento relativamente simples através do uso de 

medicamentos, caso seja estabelecido um diagnóstico precoce (CZLONKOWSKA 

et al., 2018). 

Com exceção do transplante de fígado, o tratamento da DW é 

paliativo e destina-se a restaurar e manter o equilíbrio do Cu no organismo, não 

eliminando o defeito genético responsável pela doença. Sendo assim, o tratamento 

exige um compromisso vitalício. Apenas a limitação de ingestão de Cu na dieta 

geralmente é ineficaz e o uso de fármacos é necessário no tratamento (PFEIFFER, 

2007). Assim, faz-se uso de medicamentos quelantes de Cu, os quais diminuem a 

absorção intestinal do metal e o acúmulo em outros órgãos. A penicilamina é o 

tratamento adotado na maioria dos casos e outras opções incluem a trientina e o 

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 doença. Administrado como sais de acetato, sulfato ou gluconato, o 

Zn reduz a absorção intestinal de Cu dietético através da indução da formação de 

metalotioneína em enterócitos intestinais. O aumento da metalotioneína liga-se 

então ao Zn e ao Cu, aprisionando-os nas células da mucosa intestinal, que são 

eventualmente eliminadas e excretadas nas fezes (PFEIFFER, 2007). 

A penicilamina atua como quelante de Cu. Mais de 80% da excreção 

de penicilamina ocorre na urina, com Cu quelado. A penicilamina também pode 

induzir a formação da metalotioneína. Assim, a penicilamina aumenta a excreção 

urinária de Cu, mas também pode levar ao sequestro de Cu intracelular livre (ALA 

et al., 2007). Devido aos possíveis efeitos adversos da penicilamina que ocorrem 

em 10-20% dos pacientes, podendo ser suficientemente graves e levar a 
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interrupção do tratamento, é recomendado um monitoramento regular durante a sua 

administração (STERNLIEB e SCHEINBERG, 1968). 

A trientina também é um agente quelante de Cu com mecanismo de 

ação semelhante ao da penicilamina, aumentando a excreção urinária de Cu. Porém 

a trientina apresenta uma melhor tolerância quando comparado a penicilamina, 

apresentando menores efeitos colaterais (WALSHE, 1982). 

O transplante de fígado em pacientes com DW corrige os defeitos 

metabólicos da doença e restaura a excreção normal de Cu, bem como reestabelece 

a função hepática a níveis normais. No entanto, o transplante de fígado é um 

procedimento complexo e reservado para pacientes com insuficiência hepática 

aguda ou cirrose descompensada (FERNANDES, 2016; MULLIGAN e 

BRONSTEIN, 2020). 

Atualmente no Brasil, apenas os sais de penicilamina e Zn estão 

disponíveis para o tratamento dos pacientes com DW, uma vez que a trientina não 

é encontrada no SUS desde 2014. Para os pacientes com doença hepática que 

apresentam efeitos adversos à penicilamina, a única alternativa são os sais de Zn; o 

que pode ser uma fatalidade, porque a melhora é muito lenta e a condição clínica 

do paciente pode estar avançada para esperar por efeitos benéficos a longo prazo. 

Mesmo para a penicilamina, sempre ocorrem períodos de interrupção da 

distribuição do medicamento pelo SUS, o que também dificulta o tratamento da 

DW (CANÇADO e BARBOSA, 2019). 
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1.3. Análise Metabolômica 

 

O termo “ômica” refere-se a qualquer tipo de estudo específico que 

forneça informações coletivas sobre um sistema biológico. As ômicas incluem as 

análises genômicas, transcriptômicas, proteômicas e metabolômicas, incluindo a 

lipidômica ou glicômica. Cada técnica ômica é crucial para a compreensão de 

vários sistemas biológicos e complementa as informações fornecidas por outras 

abordagens (Figura 1.5). As principais vantagens da metabolômica são que os 

metabólitos estão intimamente relacionados aos fenótipos dos organismos vivos e 

fornecem informações sobre as atividades bioquímicas, refletindo os substratos e 

produtos do metabolismo celular. Os metabólitos são tipicamente biomoléculas de 

baixo peso molecular (<1.500 Da). Eles são os blocos de construção do genoma, 

proteoma e membranas celulares e desempenham papéis importantes na biologia 

como moléculas ligantes, fontes de energia e intermediários metabólicos. Seus 

níveis fornecem informações sobre as funções biológicas e definem os fenótipos 

dos sistemas biológicos em resposta a mudanças genéticas ou ambientais (KIM et 

al., 2016). 

 

 

 

 

FIGURA 1.5- Classificação das ciências “ômicas”. Genômica, transcriptômica, 

proteômica e metabolômica que definem o fenótipo. Adaptado de KIM et al.  

(2016) 



25 

 

 

As estratégias utilizadas para investigação metabolômica podem ser 

classificadas de duas formas: metabolômica alvo (target metabolomics) ou 

metabolômica global (untarget metabolomics). A metabolômica alvo fornece 

informações quantitativas de um ou mais metabólitos pré-selecionados de 

determinada classe química ou que estejam associados a rotas metabólicas de 

interesse (YUAN et al., 2012). Já a metabolômica global, está baseada na análise 

qualitativa do maior número possível de metabólitos, 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 comparação do metaboloma de um grupo sujeito a alterações 

ambientais ou genéticas (grupo estudo), por exemplo, com um grupo de indivíduos 

não alterados (grupo controle), pode fornecer informações importantes para o 

entendimento do fenótipo de um organismo, auxiliando na compreensão biológica 

de diversos sistemas (CANUTO et al., 2018). 

A análise metabolômica evoluiu juntamente com o desenvolvimento 

da instrumentação analítica, onde diversas técnicas instrumentais vêm sendo 

aplicadas na análise de metabólitos, sendo as mais comuns a ressonância 

magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massa (MS), acoplada a técnicas 

de separação, como a cromatografia gasosa (GC-MS), eletroforese capilar (CE-

MS) e cromatografia líquida (LC-MS) (LENZ e WILSON, 2007). 

O uso de RMN para estudos metabolômicos é vantajoso pelo fato 

desta ser uma técnica não-destrutiva, robusta, de simples preparo de amostra e 

reprodutível. Porém, apesar das suas vantagens, a técnica de RMN também 

apresenta alguns desafios, sendo o mais significativo a sua sensibilidade que, em 

comparação com as técnicas de LC-MS e GC-MS, pode apresentar de 10 a 100 

vezes menor sensibilidade. Com isso, o emprego de LC-MS e GC-MS corresponde 

a mais de 80% dos trabalhos publicados em análises metabolômicas (EMWAS et 

al., 2019).  
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A técnica de detecção por MS é a mais favorável para metabolômica, 

uma vez que proporciona análises rápidas, 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 

separação, como a cromatografia liquida (LC), cromatografia gasosa (GC) e 

eletroforese capilar (CE), tem várias vantagens, uma vez que possibilitam o 

aumento de seletividade com a separação dos compostos de interesse antes da 

deteção. A supressão de íons, que geralmente é causada por uma matriz biológica 

complexa, pode ser contornada através do emprego de técnicas de preparo de 

amostras para eliminar sais, proteínas e outros contaminantes. Além disso, a 

informação de tempo de retenção, ou migração do metabólito previamente 

separado, auxilia na identificação de metabólitos com o emprego de padrões 

analíticos (KIM et al., 2016; METZ et al., 2007). 

A técnica de GC-MS é bastante empregada para a detecção de 

metabólitos voláteis de baixa massa molecular (50-600 Da). No entanto, para a 

detecção de metabólitos polares, termolábeis e não voláteis, é necessário o uso de 

derivatização química como etapa de preparo de amostras. A etapa de 

derivatização é trabalhosa e pode introduzir erros durante o procedimento, gerando 

perdas de analitos por volatização, falta de reprodutibilidade, além de limitar o 

número 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 derivatização da amostra não é necessária. Ainda a técnica de LC-MS 

apresenta alta robustez, sensibilidade e seletividade, sendo considerada abrangente 

em relação à classe de compostos a serem analisados e, devido à grande variedade 

de fases estacionárias disponíveis, diferentes modos de separação podem ser 

empregados, como a eluição no modo reverso de eluição (RPLC), a cromatografia 

de interação hidrofílica (HILIC) e a cromatografia de troca iônica (IC) (NÚÑEZ et 

al., 2013). 
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Em geral, a fonte de ionização mais utilizada em trabalhos de 

metabolômica por LC-MS é a fonte de ionização por eletrospray (ESI) em modo 

positivo e negativo de ionização para obter o perfil de detecção mais abrangente 

possível (LENZ e WILSON, 2007). A ionização por ESI é uma ionização branda, 

que minimiza a fragmentação das moléculas, tornando possível gerar espectros 

reprodutíveis e, consequentemente, bibliotecas de compostos. Ensaios 

metabolômicos por LC-MS geralmente fazem o uso de analisadores de massas de 

alta resolução (HRMS) para metabolômica global, como o analisador quadruplo-

tempo-de-vôo (QqTof) ou Orbitrap (Thermo Scientific), os quais possibilitam a 

aquisição simultânea de espectros no modo full-MS-scan e de fragmentação (MS2) 

com alta exatidão de massa (erros de massa ≤ 2-5ppm). Os analisadores de alta 

resolução simplificam a identificação de compostos através da exatidão na medida 

de massa exata (m/z), contribuição isotópica e informações estruturais decorrentes 

dos espectros de fragmentação (LIU e LOCASALE, 2017). 

Os dados metabolômicos obtidos por análises por LC-HRMS são 

complexos e requerem o uso de ferramentas de bioinformática para tornar possível 

a visualização e análise dos metabólitos discriminantes presentes nas amostras 

controle e estudo, onde frequentemente são aplicadas técnicas de análises 

multivariadas e univariadas (LOPES et al., 2017). 

As análises multivaridas podem ser feitas por métodos não-

supervisionados (onde a classificação da amostra não é levada em consideração 

para construção do modelo), como a análise de componentes principais (PCA), 

visando o entendimento global das amostras, assim como a detecção de tendências, 

padrões ou agrupamentos. Outro método muito utilizado nas análises multivariadas 

em metabolômica é o método supervisionado (onde a classificação da amostra é 

usada na construção do modelo), sendo a mais comum a análise discriminante de 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA), com o objetivo de obter uma correlação 

entre as variáveis químicas e o conjunto de dados usado (PILON et al., 2020).  
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A análise univariada tem sido usada em conjunto com a análise 

multivariada para estudar a variação e testar a significância estatística de 

parâmetros e variáveis em estudos de metabolômica (PILON et al., 2020). Na 

análise univariada, os metabólitos são testados um de cada vez entre os grupos de 

forma independente. Antes da escolha do teste univariado, é necessário avaliar a 

normalidade de distribuição dos dados por meio de diferentes testes disponíveis, 

dependendo do tamanho do conjunto de dados. Geralmente, Shapiro-Wilks é o 

mais usado para avaliar a normalidade de distribuição em pequenos conjuntos de 

amostras, enquanto Lilliefors é mais indicado para grupo de amostras maiores. 

Após a confirmação da distribuição normal dos dados, testes paramétricos são 

aplicados para destacar as variáveis significativas, sendo os mais comuns o teste de 

t-Student e ANOVA. Quando muitos testes são realizados e uma grande 

quantidade de compostos são investigados, como nas análises metabolômicas, o 

risco de gerar falsos positivos e overfitting aumenta. Na metabolômica, esses erros, 

conhecidos como erro do tipo I, são particularmente indesejáveis porque podem 

comprometer os resultados do estudo. Assim, deve-se sempre aplicar correções 

para múltiplos testes, como a correção de Bonferroni e a taxa de falsa descoberta 

(FDR), que são as mais utilizadas (MASTRANGELO et al., 2015).  

Os metabólitos significativamente alterados (p ≤ 0,05) passam para a 

etapa de identificação, onde bancos de dados podem ser utilizados como 

ferramentas de pesquisa. Os mais comumente empregados são 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 metabólitos são associados as suas respectivas vias metabólicas e 

as hipóteses sobre o problema biológico principal do estudo metabolômico são 

geradas (LOPES et al., 2017). 
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1.3.1. Doenças Raras e Metabolômica 

 

As doenças raras muitas vezes apresentam sintomas clínicos atípicos e 

exigem exames laboratoriais específicos para se chegar ao diagnóstico correto. No 

entanto, os procedimentos convencionais são baseados em uma série de testes 

bioquímicos sequenciais que necessitam de várias plataformas analíticas separadas. 

Esse tipo de abordagem em muitos casos é lenta, demorada e complexa, enquanto 

o ideal são testes bioquímicos mais rápidos e precisos para permitir o diagnóstico 

precoce e melhor monitoramento das doenças. Nesse contexto, a metabolômica 

representa uma oportunidade para fornecer ferramentas inovadoras para o 

diagnóstico rápido de DRs, além de fornecer uma visão rica do fenótipo do 

indivíduo (TEBANI et al., 2016). 

A metabolômica surgiu como uma promessa considerável de avanços 

na compreensão das DRs, incluindo a compreensão dos erros inatos do 

metabolismo (IEM). A aplicação da metabolômica na pesquisa de IEM já levou à 

descoberta de novos tipos de IEMs e à identificação de novos biomarcadores 

(MANDAL et al., 2018). No entanto, com centenas de IEMs conhecidos e mais de 

700 metabólitos associados aos IEM, o maior desafio está na identificação de 

novos metabólitos detectados. Além disso, diferentemente do genoma, o 

metaboloma sofre grande influência do ambiente e de fatores externos, como uso 

de fármacos, dieta, cigarro, obesidade, saúde mental e horário de coletas de 

amostras dos pacientes. (SILVA NETO, 2023; MANDAL et al., 2018) 

A metabolômica global permite aprofundar a compreensão dos 

mecanismos das doenças raras (inclusive EIMs), permitindo descobertas de 

biomarcadores, novas opções de tratamento e terapias personalizadas, através de 

perfis metabólicos obtidos de fluidos biológicos (SILVA NETO, 2023). Dentro 

desse cenário, podemos destacar a saliva como um fluido biológico atraente por ter 

diversas vantagens importantes como uma coleta não invasiva, custo mínimo, fácil 



30 

 

 

manuseio e fácil tratamento de amostras. A saliva é um fluido complexo contendo 

uma variedade de metabólitos, proteínas, RNAs, DNAs, enzimas, hormônios, 

anticorpos, constituintes antimicrobianos, fatores de crescimento e outras 

moléculas que podem estar associadas ao fenótipo de doenças. Se descobertas e 

validadas com sucesso, essas moléculas informativas podem servir como 

biomarcadores, levando ao uso de biofluido não invasivo para detecção e 

monitoramento de doenças (ZHANG et al., 2012). 
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2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar metabólitos 

discriminantes presentes nas amostras de saliva de indivíduos portadores da 

Doença de Wilson, comparativamente com um grupo de indivíduos saudáveis, e 

avaliar as possíveis alterações bioquímicas decorrentes da Doença de Wilson. A 

partir dos resultados, obter potenciais candidatos a biomarcadores que possam 

fornecer informações sobre as alterações nas vias metabólicas de pacientes, 

visando contribuições científicas para serem aplicadas no diagnóstico da doença, 

de forma rápida e com maior especificidade. Assim como investigar o potencial da 

saliva como biofluido não invasivo para a auxiliar na identificação de alterações 

bioquímicas da Doença de Wilson. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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

Pesquisa em Cromatografia do Departamento de Química da Universidade Federal 

de São Carlos (UFSCar). Os reagentes e solventes utilizados no preparo de 

amostras e análises por LC-HRMS foram todos de alto grau de pureza, sendo ácido 

fórmico (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 soluções aquosas utilizaram 

água ultrapura proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore, Ribeirão Preto, SP, 

Brasil). 

Para o preparo de amostras, utilizou-se micropipetas Gilson (Gilson, 

Estados Unidos) e/ou Eppendorf (Eppendorf, Alemanha), vórtex MS3 basic (IKA, 

Alemanha) e centrifuga refrigerada 5415R (Eppendorf®, Alemanha). Para a coleta 

das amostras de saliva foram utilizados coletores de algodão Salivette® (Sarstedt, 

Alemanha). 

 

3.2. Amostras Clínicas e Indivíduos Participantes 
 

As amostras clínicas foram coletadas no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo - HCFMUSP, mediante 

prévia aprovação pelo Comitê de Ética de Pesquisa do Hospital das Clínicas de São 

Paulo da Universidade de São Paulo, Escola de Medicina Protocolo 3.728.710, 

assim como a obtenção da assinatura do Termo de Assentimento dos participantes 

(Anexo1). As amostras biológicas de saliva dos pacientes com Doença de Wilson 

(WD) foram coletadas pela enfermeira Celina Teixeira Prado, no Hospital das 
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Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Clínica de 

Gastroenterologia. Os pacientes foram selecionados e monitorados pelo Prof. Dr. 

Eduardo Luiz Rachid Cançado. O grupo controle foram pessoas saudáveis e as 

amostras biológicas foram coletadas na Universidade Federal de São Carlos. 

Foram coletadas amostras de saliva de 24 indivíduos portadores da 

DW e de 39 indivíduos saudáveis pertencentes ao grupo controle. A faixa etária 

dos participantes da pesquisa foi de 20 a 67 anos. Os participantes foram divididos 

em dois grupos: indivíduos com a doença de Wilson (DW) e indivíduos saudáveis 

(GC). Todas as pessoas participantes do estudo estão descritas na Tabela 3.1. 
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TABELA 3.1- Características dos Participantes do Estudo. (continuação) 

Grupos 

GC   DW 

ID Gênero 
Idade 

(anos) 
  ID Gênero 

Idade  

(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           

         



35 

 

 

 

TABELA 3.1- Características dos Participantes do Estudo. 

 Grupos 

 GC DW 

  ID                       Gênero 
   Idade 

(anos) 
  ID     Gênero 

Idade  

(anos) 
ID 

 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 

algodão (Salivettes®), com os participantes em jejum de 12 horas. Os coletores de 

algodão foram removidos dos frascos e inseridos na boca dos indivíduos e 

mantidos por 2 minutos, sem mastigação. 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 extraída foi transferida para tubos de centrifugação 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 alíquota de 150 μL de saliva 

adicionou-se 450 μL de metanol gelado para a precipitação de proteínas, sendo 

uma proporção de (1:3 v/v). 

A mistura obtida foi armazenada a -20°C por 5 minutos, depois 

agitada no vórtex por 20 segundos e centrifugada a 7.267 g a 4°C por 10 minutos. 

A seguir, alíquotas de 200 μL do sobrenadante foram transferidas para novos tubos 

de centrigugação de 1,5 mL e armazenados a -80°C até as análises por LC-HRMS. 
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Amostra de brancos controle (CBs) foram preparadas empregando-se 

o mesmo procedimento, no entanto, substituindo o volume da amostra de saliva 

por 150 μL de água Milli-Q. As amostras de controle de qualidade (QCs) foram 

preparadas alíquotando 15 μL de cada amostra individual de saliva de todos os 

participantes (n= 63), já submetidas à etapa de extração, e transferidas para um 

tubo de centrifugação de 5 mL, seguidas por homogeneização por 10 s em vórtex, 

gerando uma amostra representativa de todos os indivíduos participantes.  

 

3.4. Análises por Cromatografia Líquida acoplada à 

Espectrometria de Massas de Alta Resolução  

 

Foi utilizado um sistema de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas de alta resolução (LC-HRMS) para a análise 

randomizada das amostras de saliva. Para tal, empregou-se um sistema UHPLC 

Agilent 1290 Infinity II (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) composto 

por uma bomba binária (G7120A), autoinjetor (G7129B) e um compartimento de 

coluna (G7116B) acoplado a um espectrômetro de massa de alta resolução híbrido 

com analisador quadrupolo-tempo de vôo (QqToF) modelo Impact HD (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha), com uma fonte de ionização por eletrospray, 

operando em modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-) de ionização. A separação 

cromatográfica das amostras de saliva foi realizada no modo reverso de eluição 

(RPLC), empregando uma coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (100 x 3,0 mm i.d; 3,5 

μm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) mantida a 50 °C. As fases 

móveis A e B foram constituídas por: A) água com 0,1% ácido fórmico e B) ACN 

com 0,1% de ácido fórmico conforme gradiente descrito na Tabela 3.2. A vazão da 

fase móvels usada foi de 0,400 mL/min, com volume de injeção de 3 µL, 

temperatura do autoinjetor mantida a 15°C e um tempo total de análise de 30 min. 
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TABELA 3.2- Perfil do gradiente cromatográfico utilizado nas análises 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 válvula de 6 caminhos redirecionou 

a vazão da fase móvel para o descarte, ao mesmo tempo em que possibilitou a 

infusão da solução de calibração (formiato de sódio 1 mmol/L em ACN) para a 

fonte de ionização. Essa etapa viabiliza a aquisição de íons de referência para a 

calibração de massas de cada análise. 

A sequencia de análise iniciou com injeção de solvente (n=3), seguida 

com a injeção das amostras branco (QB; n=5) e a injeção das amostras de controle 

de qualidade (QC; n=5). As amostras QC foram analisadas intercaladas a cada 10 

injeções das amostras dos indíviduos participantes, as quais foram injetadas 

randomizadas.  

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

modo negativo (ESI-) de ionização, usando aquisição dependente de dados (DDA), 
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com intervalo de massas m/z 50 a 1300. Os parâmetros de aquisição de dados 

foram definidos da seguinte forma: voltagem capilar de +4,0 kV (ESI+) e -3,5 kV 

(ESI-); end platte offset: 500 V; gás nebulizador: 4 bar; temperatura do gás de 

secagem: 180 °C; vazão de gás de secagem: 8 L/min; energia da célula de colisão: 

5 eV e faixa de varredura de full MS scan, m/z 50-1300. O modo MS/MS de 

aquisição foi conduzido com radiofrequencia (RF) de colisão foi definida para 

variar de 200,0 a 550,0 Vpp; o tempo de transferência de íons foi ajustado para 

variar de 50,0 a 90,0 µs; com temporização 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 íon quadrupolo foi de 5,0 eV com armazenamento pré-pulso de 

6,0 µs. Os parâmetros usados para disparar a fragmentação 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), 

exclusão ativa de 1 espectro; com liberação após 0,90 min, enquanto a aquisição no 

modo full MS scan foi definida em 2,0 Hz. A energia de colisão utilizada para 

fragmentação dos íons foi programada para variar de 250,0 a 100,0% dos 20 eV 

inicialmente ajustados.  

A calibraçao interna do QqToF foi realizada com uma solução 1 

mmol/L de formiato de sódio preparado em acetonitrila, usando um modelo de 

regressão quadrática de calibração de alta precisão (HPC). A solução de calibração 

foi injetada no final de cada análise e todos os dados MS e MS/MS foram 

recalibrados antes da identificação 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. Mineração e Pré-processamento dos dados 
 

Os dados brutos foram processados no software Data Analysis® 

(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha). A detecção de picos, extração 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 elaboração de uma matriz de variáveis (bucket table) 

que representa as intensidades dos sinais em um respectivo intervalo de tempo de 

retenção de 0 a 26 minutos, no intervalo de m/z 50 a 1300 e com máximo de 30% 

de missing values. Para a busca das características moleculares (Find Molecular 

Features), utilizando alinhamento por tempo, foram estabelecidos os seguintes 

parâmetros: limite sinal/ruído (S/N) = 2, limite de coeficiente de correlação = 0.2, 

aquisição mínima de 10 espectros (scans) e filtro – value count of bucket ≥ 70 %. 

A planilha de dados foi obtida no formato .txt, onde os pontos foram 

substituídos por vírgula e os dados foram então pré-processados utilizando o Excel 

(Microsoft Office 2016). Inicialmente procedeu-se com a subtração dos sinais 

detectadas nas amostras branco (QB) de todas as amostras dos indivíduos em 

estudo, onde foram excluídos todos os features moleculares que apresentaram 

intensidade de sinal inferior a 5% das intensidades dos sinais presentes nas 

amostras dos indivíduos. Na sequência, procedeu-se com a inspeção da qualidade 

dos dados empregando-se as amostras de QCs. Nessa etapa, foram verificadas a 

presença 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 análises obtidas das amostras QCs foi 

verificada através do desvio padrão relativo (RSD) entre todas as réplicas de 

injeção, com emprego do cálculo do coeficiente de variação (CV). Os features 

moleculares que apresentaram CV ≥ 30% foram excluídos das amostras QCs e das 

amostras dos indivíduos em estudo. Adicionalmente, foram excluídos os features 
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moleculares que possuíam dados ausentes (missing value) superiores a 80%, tanto 

das amostras de QC quanto das amostras dos indivíduos em estudo. Para as 

amostras que possuíam 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 normalização dos dados com relação a 

erros sistemáticos relacionados à variabilidade instrumental, utilizou-se o software 

Lowess/Spline normalization tool v1.1 que promove uma suavização da dispersão 

dos dados pelo emprego das análises das amostras de controle de qualidade (QCs) 

localmente por correção de sinal (QC-RLSC; do inglês: locally weighted scatter-

plot smoothing). Ou seja, o desvio do sinal de cada feature molecular nas amostras 

dos indivíduos em estudo é corrigido pela mudança no sinal do mesmo feature 

molecular, presente nas amostras de QCs, o que permite a correção da 

variabilidade temporal do sinal de um mesmo feature molecular em todas as 

amostras estudo e QCs. 

 

3.6. Análises Estatísticas Multivariadas e Univariadas 
 

Após o pré-processamento, os dados foram submetidos ao 

processamento no software online MetaboAnalyst 5.0 

(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/), para a condução de análises 

estatísticas multivariadas. Os dados obtidos das análises provenientes do modo de 

ionização positivo e negativo foram escalonados utilizando o método de auto-

escalonamento. A discriminação entre os grupos DW e GC foi avaliada pela 

Análise de Componentes Principais (PCA) e pela Análise Discriminante por 

Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA). As variáveis discriminantes (features) das 

classes foram selecionadas no modelo PLS-DA através da Importância da Variável 

de Projeção (VIP) onde foram considerados VIP score ≥ 1,0. Foi feita a validação 

cruzada para avaliar a capacidade preditiva do modelo, considerando-se os valores 

https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/
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de coeficiente de determinação (R²), coeficientes de correlação (predição) Q² e 

teste de permutação, sendo considerados aceitáveis valores de R2 ≥0,7, Q2 ≥0,5 e 

p-permutação<0.05. 

A normalidade da distribuição dos features moleculares foi verificada 

utilizando os testes de Shapiro-Wilk. Os dados que não apresentaram distribuição 

normal foram normalizados por transformação Box-Cox, com emprego do 

software Develve. Após o teste de Shapiro-Wilk, foram realizados teste de t-

Student, com nível de confiança p < 0,05, para avaliar o impacto da idade dos 

indivíduos no grupo de dados de amostras independentes. 

Com os dados normalizados, empregou-se a análise ANCOVA para 

obter os p-valores e taxa de falsa descoberta (FDR), permitindo selecionar o 

features moleculares estatisticamente significativos. Essas análises foram 

realizadas usando o software estatístico PASW versão 25.0 (SPSS, Chicago, IL). O 

nível de significância adotado foi de 5%. 

 

3.7. Identificação dos metabólitos e Importância biológica 
 

A anotação 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 informações de massa 

exata (m/z) com exatidão < 10ppm, os espectros de fragmentação (MS/MS) de 

cada íon com tolerância de 10 ppm e similaridade isotópica. Foram considerados 

os seguintes adutos: [M+H]+, [M+K]+, [M+NH4]
+ e [M+H-H2O]+ no modo 

positivo. Já para os adutos no modo negativo foram considerados: [M-H]-, [M+Cl]- 

e [M-H2O-H]-.  

http://ceumass.eps.uspceu.es/
http://www.hmdb.ca/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Após a anotação putativa dos metabólitos foram geradas curvas 

características de operação do receptor (ROC; do inglês: receiver operating 

characteristic), exibindo taxas de sensibilidade e especificidade, com um intervalo 

de confiança de 95%. As vias bioquímicas com importância biológica foram 

obtidas através da anotação dos metabólitos 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 DISCUSSÕES 

 

 

4.1. Perfil dos indivíduos 
 

Participaram do estudo um total de 63 indivíduos 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%) indivíduos 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%) indivíduos do sexo feminino e 18 (28,6%) do sexo masculino, com média 

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  

Sexo 

Feminino 

 10 21 31 

Grupo 41.7% 53.8% 49.2% 

Total 15.9% 33.3% 49.2% 

Masculino 

 14 18 32 

Grupo 58.3% 46.2% 50.8% 

Total 22.2% 28.6% 50.8% 

Total 
24 39 63 

38.1% 61.9% 100.0% 

Idade 

Grupo  Média(anos) SD (%)  

DW 24 38.9 11.8  

GC 39 31.1 9.3  

DW: grupo estudo com Doença de Wilson; GC: grupo controle de indivíduos 

saudáveis; SD: desvio padrão. 
 

 

4.2. Análise Metabolômica Global de Saliva por LC-HRMS 
 

As amostras de saliva analisadas por eluição no modo RPLC 

resultaram em 133 ESI(+) e 92 ESI(-) features moleculares, respectivamente, no 
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modo positivo e negativo de ionização. As Figuras 4.1 e 4.2 ilustram exemplos de 

cromatogramas obtidos nos diferentes modos de ionização. Pode-se observar que 

houve a eluição de compostos durante toda a análise cromatográfica. 

 

 

FIGURA 4.1- Cromatograma de íons extraídos das análises 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 íons extraídos das análises 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 metabolômicos gerados por LC-HRMS são de alta 

complexidade e em 3 dimensões, sendo esses m/z, tempo de retenção (tR) e 

intensidade de sinal (counts). Por esse motivo foram pré-processados pelo software 

Profile Analysis para obtenção de uma matriz de dados em 2 dimensões onde está 

relacionado um feature molecular (m/z) e um tempo de retenção (tR) (par m/z- tR) 

em função da intensidade do sinal. A matriz de dados obtida foi então 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 
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apresentaram coeficiente de variação (CV) > 30% entre as réplicas de análise, em 

relação 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 normalização que utiliza a ordem de injeção das amostras de 

QC para corrigir diferenças nos sinais analíticos dos features moleculares 

decorrentes de erros sistemáticos. Essas etapas são importantes para as análises 

estatísticas posteriores. 

Após 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 análises estatísticas multivariadas. 

 

4.4. Análise Multivariada 
 

Para as análises multivariadas, os dados foram escalonados 

empregando-se o autoescalonamento e submetidos a um método não 

supervisionado de reconhecimento de padrões, sendo esse a análise de 

componentes principais (PCA). Na análise PCA não supervisionada, não é 

apresentado ao modelo a classificação do conjunto de dados, permitindo avaliar o 

agrupamento de dados (ou a análise de clusters) e a predição de separação dos 

grupos em estudo. Primeiramente, uma análise multivariada não 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 ausência de erros 

instrumentais, durante toda a sequência de aquisição de dados. O agrupamento das 

amostras QCs encontra-se localizado próximo do centro dos plots, sendo a 

variabilidade (distância euclidiana entre os pontos) no grupo de QCs menor do que 

a variabilidade observada para os grupos de amostras DW e GC. Esse 

comportamento é o esperado visto que para o grupo QCs são realizadas réplicas de 



47 

 

 

injeção, enquanto para os grupos DW e GC são realizadas réplicas biológicas. 

Ainda, os resultados obtidos resultaram em padrões de agrupamentos entre as 

amostras de cada um dos dois diferentes grupos em estudo (DW vs GC), em ambos 

os modos de ionização estudados. E, por ser tratar de uma análise não 

supervisionada, os modelos mostraram-se satisfatórios para os resultados das 

análises de LC-HRMS no modo positivo e negativo de ionização (Figura 4.3A e 

Figura 4.3B, respectivamente).  

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise multivariada PCA não supervisionada (Figura 4.4), sem a 

predição das amostras QCs, também foi avaliada e o padrão de agrupamento 

indicou uma tendência de separação entre os grupos DW e GC. 

 

A B

FIGURA 4.3- Gráficos 2D de scores plots da análise de componentes 

principais (PCA) dos dados de metabolômica global por LC-HRMS com 

predição de QCs. (A) Análise no modo RPLC ESI(+), (B) Análise no modo 

RPLC ESI(-). Verde: grupo controle (GC), Vermelho: grupo estudo (DW) e 

Azul: controles de qualidade (QC). Software: MetaboAnalyst. 
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FIGURA 4.4- Gráfico 2D de score plot da análise de componentes principais 

(PCA) dos dados de metabolômica global por LC-HRMS, em ambos os modos de 

ionização RPLC ESI(+) e RPLC ESI(-). Verde: grupo controle (GC) e Vermelho: 

grupo estudo (DW). Software: MetaboAnalyst. 

 

Após a combinação dos dados de aquisição por LC-HRMS [ESI(+) e 

ESI(-)] foi realizada uma análise discriminante com o modelo do método de 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA) para construir um modelo de classificação. 

Diferente do PCA, o PLS-DA é um método supervisionado onde atribui-se 

rotulação ao conjunto de dados. A Figura 4.5A mostra uma separação efetiva entre 

os grupos DW e GC, indicando o pertencimento de classe de cada amostra. 

Adicionalmente, a validação cruzada (cross-validation) do modelo foi utilizada 

para avaliar a capacidade preditiva do modelo com obtenção dos valores de 

precisão, ou ajuste do modelo (R²), e da estimativa da capacidade preditiva (Q²) 

(Figura 4.5B). Durante a validação cruzada, os dados previstos são comparados aos 

dados originais. Os valores de R² e Q² dependem do tipo de amostra analisada, 

para amostras biológicas, como é o caso, são aceitáveis valores de R²>0,7 e Q²>0,4 
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(LUNDSTEDT et al., 1998) e um bom valor da relação R2/Q2 dever ser > 0.7. Na 

análise em questão, o coeficiente de predição (Q2) foi de 0,78 e o ajuste do modelo 

R2 foi de 0,83. (Figura 4.5B)  

Realizou-se também um teste de permutação usando 1000 

permutações aleatórias para avaliar a significância estatística de Q², ou seja, a 

classificação específica dos indivíduos nos grupos DW e GC deve ser melhor que 

qualquer outra classificação aleatória em dois grupos arbitrários. No estudo em 

questão (Figura 4.5C), obteve-se um valor de p=0,047, sendo esse considerado 

estatisticamente significativo, indicando que o contraste entre os grupos é 

significante e que o modelo tem poder preditivo (LUNDSTEDT et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

A partir da validação da PLS-DA, foi possível obter os features  

A B

C

FIGURA 4.5- Análise Multivariada por PLS-DA e teste de permutação. (A) 

Gráfico 2D de score plot do modelo PLS-DA dos dados de metabolômica global 

por LC-HRMS, em ambos os modos de ionização, RPLC ESI(+) e RPLC ESI(-). 

Amostras do GC (verde) e DW (vermelho); (B) Resultados da validação cruzada, 

com plotagem de acurácia, R² e Q². (C) Teste de permutação, com 1000 

permutações aleatórias. Software: MetaboAnalyst. 
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A partir da validação do modelo PLS-DA foi possível obter os 

features moleculares responsáveis pela separação e discriminação dos grupos DW 

e GC. Nesse caso, a Projeção das Variáveis 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 análise univariada para 

obtenção do maior número de informações que classifiquem os dados como 

estatisticamente significativos. 

 

FIGURA 4.6- Features moleculares selecionados através do modelo PLS-DA, 

com VIP ≥1,0. Software: MetaboAnalyst. 
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4.5.  Análise Univariada 
 

O modelo multivariado apresenta diversas vantagens na análise de 

amostras biológicas, ajudando a interpretar relações complexas, lineares ou não 

lineares. Porém, ele também apresenta alguns ricos como overfitting (inclusão de 

mais variáveis do que possa ser necessário) e a falta de poder para estimar 

covariáveis (variáveis contínuas que influenciam no desfecho da análise). Os testes 

univariados são usualmente estatisticamente mais poderosos que os testes 

multivariados, proporcionando uma maior probabilidade de detectar efeitos 

significativos, quando esses realmente existirem (AGRANONIK E MACHADO, 

2011; AMARAL et al., 2022). 

Antes de iniciar a análise estatística univariada, as distribuições dos 

dados foram verificadas usando o teste de Shapiro-Wilk. Variáveis com 

distribuição não normal foram transformadas por Box-Cox (Figura 4.7) para 

análises subsequentes. Um teste de t-Student para amostras independentes e um 

teste Qui-quadrado de Pearson (Q-Q) foram usados para comparar as 

características físicas (idade e sexo) dos participantes entre as amostras do GC e 

DW (CASTRO et al., 2022). 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.7- Exemplo do resultado de transformação de dados por Box-Cox pelo 

software Develve. (A) Distribuição do dado antes da transformação; (B) 

Distribuição do dado após transformação. 
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Após a normalização dos dados, o teste de t-Student entre os grupos 

DW e GC apresentou valor de significância (α) < 0,05, indicando que a idade dos 

indivíduos pertencentes aos grupos em estudo é uma covariável e que essa deve ser 

considerada no modelo estatístico. Dessa forma, foi aplicado o teste estatístico 

paramétrico ANCOVA, a qual combina as técnicas de análise de variância 

(ANOVA) e regressão linear simples com a incorporação de uma variável 

quantitativa (covariável) junto com a variável nominal em um único modelo. No 

teste ANCOVA, os valores de p-valor foram ajustados com uma Taxa de Falsa 

Descoberta (FDR) para minimizar erros tipo I (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 anotação putativa. A Tabela 

4.2 ilustra os resultados. 

 

TABELA 4.2- Resultados da Análise Univariada para a Classificação de Features 

Moleculares Significativos. (continuação) 

Features TR 

(min) 

m/z Modo de 

Ionização 

p-value FDR 5% Conclusão 

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 5.95  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 Análise Univariada para a Classificação de Features 

Significativos. 

Features TR 

(min) 

m/z Modo de 

Ionização 

p-value FDR 5% Conclusão 

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 4.92  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 5.71  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 retenção; min: minutos; razão massa/carga (m/z); FDR: taxa de falsa 

descoberta; SIG: significativo.  

 

4.6. Metabólitos Anotados Putativamente 
 

A anotação putativa dos features moleculares estatisticamente 

significativos foi feita através da busca do valor m/z com erro de exatidão de massa 
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≤ 10 ppm, comparação dos espectros de fragmentação (MS/MS) e perfil isotópico 

de cada íon em bancos de dados disponíveis 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 o mesmo feature molecular, 

por isso é feito uma filtragem manual onde são descartados metabólitos que são 

biologicamente improváveis, como fármacos e metabólitos de origem vegetal, por 

exemplo. Também é considerado o tempo de retenção, onde um metabólito não 

eluirá em tempos de retenção distintos na mesma análise cromatográfica, além da 

proposta de estrutura química apresentada nos sites de busca. 

Um total de 15 metabólitos foram putativamente anotados, sendo 

esses descritos na Tabela 4.3. 

A análise no modo de eluição RPLC, como era de se esperar, 

privilegiou compostos com característica de baixa e média polaridade. Podemos 

observar algumas classes de lipídios identificados como ésteres de colesterol, 

ceramidas e ácidos graxos derivados. Além dos lipídios, também foi possível 

identificar compostos polares que eluiram com baixos tempos de retenção, como a 

betaína e o N-metil-salsolinol. Os cromatogramas de íons extraídos e os espectros 

de massas dos metabólitos identificados são apresentados no Apêndice 1. 

As concentrações relativas dos metabólitos identificados foram 

padronizadas em z-score (média = 0 e múltiplos de um desvio padrão) e também 

demonstrados em gráficos de boxplot (Figura 4.8) para uma melhor visualização 

dos níveis 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- Metabólitos anotados putativamente. Sendo, tR (min): tempo de retenção; VIP ≥ 1,0, p-valores ≤ 0,05 

e Taxa de Falsa Descoberta (FDR) ≤ 0,05. (continuação) 

Metabólito Código HMDB Classe tR(min) 
m/z 

exp 
Aduto Fórmula 

Erro 

ppm 
Fragmentos P-valor FDR VIP 

 

N-metil-salsolinol HMDB0003626 
Neurotoxina 

endógena 
1.14 194.117 M+H+ C11H15NO2 1 

135.0446; 

194.1174 
0.001 0.040 1.197  

Betaína 
HMDB0000043 

Amina 

quaternária 
3.92 100.076 

(M+H-

H2O)+ C5H12NO2 0 
118.0851; 

100.0756 
<0,001 0.032 1.267  

Pirocatecol HMDB0000957 
Ácido 

orgânico 
4.92 111.044 (M+H)+ C6H6O2 1 

55.0544; 

111.0440 
<0,001 0.022 1.130  

Ácido subérico HMDB0000893 
Ácido 

graxo 
5.71 173.082 (M-H)- C8H14O4 2 

111.0813; 

109.0662 
<0,001 0.031 1.279  

Nonato HMDB0011717 
Ácido 

graxo 
5.95 187.098 (M-H)- C9H16O4 0 

125.0963; 

169.0858; 

187.0977 

<0,001 0.010 1.407  

N-

Undecanoilglicina 
HMDB0013286 

Ácido 

graxo 
6.5 242.176 (M-H)- C13H25NO3 1 

242.1762; 

224.1679 
<0,001 0.037 1.099  

9,10,13-TriHOME HMDB0004710 
Ácido 

graxo 
6.7 329.233 (M-H)- C18H34O5 3 

329.2332; 

311.2240; 

157.1227 

<0,001 0.023 1.402  

Ácido 2-

fenilpropanoico 
HMDB0011743 

Ácido 

orgânico 
6.85 151.075 (M+H)+ C9H10O2 2 

107.0856; 

105.0704; 

103.0548; 

133.0653 

<0,001 0.018 1.596  

Esfinganina HMDB0000269 Esfingolipídio 7.14 302.305 (M+H)+ C18H39NO2 0 
302.3056; 

284.2942 
<0,001 0.024 1.310  

Sedoheptulose-7-

fosfato 
HMDB0001068 Carboidrato 8.11 329.005 (M+K)+ C7H15O10P 3 

98.9837; 

45.0338 
<0,001 0.026 1.331  

Isotricodermina HMDB0034738 Lipídio 11.81 293.174 (M+H)+ C17H24O4 1 111.0447; 

57.0699 

<0,001 0.005 1.983   
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TABELA 4.3- Metabólitos anotados putativamente. Sendo, tR (min): tempo de retenção; VIP ≥ 1,0, p-valores ≤ 0,05; Taxa de Falsa 

Descoberta (FDR) ≤ 0,05. 
 

Metabólito Código HMDB Classe tR(min) 
m/z 

exp 
Aduto Fórmula 

Erro

ppm 
Fragmentos P-valor FDR VIP  

CE(PGF1alpha) HMDB0290249 

Éster de 

colesterol 12.44 363.310 (M+2H)2+ C47H80O5 6 

57.0704; 

67.0546; 

71.0848 

<0,001 0.033 1.454  

Cer(d18:2/20:4) HMDB0290065 Esfingolipídio 12.95 614.483 
(M+H-

H2O)+ 
C38H65NO6 7 

57.0703; 

71.0859; 

83.0859; 

614.4811 

<0,001 0.003 2.013  

Ácido palmítico HMDB0000220 
Ácido 

graxo 
14.88 255.233 (M-H)- C16H32O2 1 

256.2351; 

255.2333 
<0,001 0.014 1.624  

Ácido esteárico HMDB0000827 
Ácido 

graxo 
16.82 283.264 (M-H)- C18H36O2 0 

283.2602; 

235.2429; 

197.2244 

<0,001 0.021 1.539  
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FIGURA 4.8- Boxplots (box-and-whisker) para os metabólitos anotados putativamente em amostras de saliva de 

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

padrão). O boxplot representa a faixa interquartil (IQR), abrangendo a maioria dos dados, enquanto as extremidades 

(whiskers) se estendem aos valores extremos. A significância estatística 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) ácido subérico; C) 

9,10,13-TriHOME; D) ácido esteárico; E) nonato; F) N-metil-salsolinol; G) betaína; H) sedoheptulose 7-fosfato; I) 

CE(PGF1alpha); J) Cer(d18:2/20:4); K) pirocatecol; L) esfinganina; M) ácido 2-fenilpropanoico; N) isotricodermina; 

O) ácido palmítico. 
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Para aumentar o poder de visualização dos dados em termos das 

concentrações relativas dos metabólitos em cada grupo, é apresentado um mapa de 

calor (HeatMap) na Figura 4.9. Dentre os 15 metabólitos putativamente anotados, 

N-metil-salsolinol, esfinganina, Sedoheptulose-7-fosfato e Cer(d18:2/20:4) 

apresentam regulação positiva no grupo controle, enquanto os demais 11 

metabólitos apresentam uma regulação positiva no grupo DW. 

 

 

FIGURA 4.9- Análise de agrupamento hierárquico dos metabólitos putativamente 

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

 

A análise metabolômica global revelou em sua maioria metabólitos 

pertencentes a classe dos lipídios. Os dez lipídios significativamente anotados 

pertencem majoritariamente a categorias dos ácidos graxos, seguido de 

esfingolipídio, 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 há uma desregulação no metabolismo dos lipídios, sendo o 

processo metabólico mais significativamente alterado e que pouco se sabe sobre 

essa desregulação em pacientes com a DW (HUSTER et al., 2007, LUTSENKO, 

2014; WOOTON-KEE et al., 2020). 

Dentre os metabólitos anotados putativamente, sedoheptulose-7-

fosfato, ácido palmítico, N-undecanoilglicina, ácido subérico e pirocatecol, já 

foram reportados como sendo associados com as doenças de Alzheimer 

(TSURUOKA et al., 2013), esquizofrenia (XUAN et al., 2011; YANG et al., 

2013), doença de Parkinson (HÉNYKOVÁ et al., 2022; NAOI et al., 2002), câncer 

(BROWN et al., 2016; WANG et al., 2019) e doença renal (GRONWALD et al., 

2011), respectivamente. 

Os metabólitos N-metil-salsolinol, esfinganina e betaína, foram 

reportados anteriormente como possíveis candidatos a biomarcadores da doença de 

Parkinson e da doença de Wilson. O metabólito N-metil-salsolinol é uma 

neurotoxina endógena no cérebro e um dos principais agentes causadores da morte 

de neurônios dopaminérgicos. Há evidências de que este tipo de produção 

endógena de toxinas pode estar relacionado ao desenvolvimento de uma série de 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, Parkinson e a doença 

de Huntington (IBÁÑEZ 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 doença de Parkinson (DP), o nível de N-metil-

(R)-salsolinol aumentou significativamente no líquido cefalorraquidiano (LCR) de 

pacientes com DP, quando comparados ao grupo controle, o que sugere seu 

envolvimento na patogênese da doença e candidato promissor a biomarcador 

(HÉNYKOVÁ et al., 2022; NAOI et al., 2002). Como a DP pode ser muitas vezes 

clinicamente confundida com a doença de Wilson, o N-metil-salsolinol pode 
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apresentar um papel interessante em estudos futuros para distinguir pacientes com 

doença de Wilson em relação a pacientes com a doença de Parkinson. 

Em estudo conduzido por QIU et al. (2023) foram realizadas análises 

metabolômicas por LC-HRMS utilizando plasma de pacientes com DW, 

subdivididos em dois grupos de pacientes, os com sintomas hepáticos (H-DW) e os 

pacientes com sintomas neurológicos (N-DW) e, ainda, comparando o perfil 

metabolômico desses pacientes com os perfis metabolômicos de pacientes com 

cirrose hepática e pacientes com DP (doenças com sintomas semelhantes à DW). 

Essa comparação resultou em um segundo estudo, onde três metabólitos foram 

anotados com potencial para serem considerados candidatos a biomarcadores para 

a DW. Um dos metabólitos considerado significante e candidato a biomarcador é a 

esfinganina, com concentrações 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 carbônica composta por 18 

átomos (Figura 4.10B), sendo a molécula base e precursora de todos os 

esfingolipídios, da classe dos lipídios. A esfinganina existe em todas as espécies 

vivas, desde bactérias até humanos. Nos humanos, a esfinganina participa de 

diversos processos biológicos, em particular, da biossíntese dos esfingolipídios 

(OLIVEIRA et al., 2015). 

No presente trabalho, a esfinganina foi identificada como metabólito 

significativo e também apresentou uma regulação negativa em pacientes com DW 

quando comparada ao grupo controle, como observado na Figura 4.10A. 
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Já no estudo apresentado por MAZI et al. (2019), o objetivo foi avaliar 

o perfil metabolômico através de LC-HRMS no soro de indivíduos com DW 

categorizados com sintomas hepáticos (H-DW), neurológicos (N-DW) e pré-

clínicos (P-DW), comparados a indivíduos saudáveis (HC). Nenhum dos pacientes 

com DW recebeu medicação, pois as amostras foram coletadas no momento do 

diagnóstico. Na comparação entre os indivíduos P-DW, N-DW e H-DW versus 

HC, o metabólito significativamente mais alterado foi a colina. Porém, na 

comparação entre H-DW e HC, o metabólito significativamente alterado foi a 

betaína, forma oxidada da colina. Segundo os autores, os níveis elevados de 

betaína podem ser explicados pelo aumento da disponibilidade de colina. Para 

validar as descobertas, os autores verificaram a expressão de genes relacionados ao 

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

FIGURA 4.10- Análise de esfinganina em amostras de saliva por metabolômica 

global via LC-HRMS. (A) Variabilidade da concentração relativa do metabólito 

esfinganina no grupo DW vs. GC. O eixo y representa as intensidades normalizadas 

em z-score (média ± desvio padrão); p ≤ 0,05. (B) Estrutura química da esfinganina. 
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(tx-j) do Laboratório Jackson (Maine, EUA). Os camundongos tx-j apresentam 

uma desregulação nos níveis de transcrição hepática de Bhmt (betaína-

homocisteína-metiltransferase), reduzindo assim a entrada de betaína para a 

regeneração de metionina, com consequente acúmulo de betaína (MAZI et al. 

2019).  

No presente estudo, uma regulação positiva de betaína também foi 

observada em indivíduos com a DW em relação ao grupo controle (Figura 4.11), o 

que pode contribuir para estudos posteriores da investigação da betaína como um 

potencial candidato a biomarcador da DW. 

 

 

 

 

FIGURA 4.11- Análise de betaína em amostras de saliva por metabolômica global 

via LC-HRMS. (A) Variabilidade da concentração relativa do metabólito betaína 

no grupo DW vs. GC. O eixo y representa as intensidades normalizadas em z-score 

(média ± desvio padrão); p ≤ 0,05. (B) Estrutura química da betaína. 
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4.7. Curva ROC (Característica de Operação do Receptor) 
 

 

As curvas ROCs multivariadas foram construídas usando o software 

MetaboAnalyst 5.0, empregando os dados dos 15 metabólitos 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 classificação e pontuação usado para criar a ROC foram 

os dados obtidos da análise estatística do PLS-DA. Foram criados 6 modelos 

correspondes a uma curva com diferentes números de metabólitos (2, 3, 5, 7, 10 e 

15), como ilustrado na Figura 4.12. 
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FIGURA 4.12- Curvas ROC pelo método estatístico multivariado PLS-DA no 

ponto de corte ideal definido pela distância mínima 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 o modelo como excelente, usando um 

intervalo de confiança 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 predição do modelo. Pode-se verificar que a AUC com a melhor 

classificação é a de coloração amarela com 15 metabólitos, porém o método com 3 
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metabólitos foi o escolhido para predição, uma vez que esse já apresentou uma 

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

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

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

como também pode ser observado na Figura 4.13B.  

 

 

 

 

 

Nenhum dos modelos utilizados atingiu 100% da capacidade preditiva 

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

amostras biológicas e pelo número (n) reduzido de indivíduos participantes. No 

entanto, o metabólito mais significativo para discriminação dos grupos pela curva 

ROC foi a ceramida Cer(d18:2/20:4) (Figura 4.14), metabólito esse ainda não 

reportado em literatura com relação à DW, sendo esse dado de interesse para 

estudos posteriores de metabolômica alvo. 

FIGURA 4.13- Modelos de Previsão. (A) Curva ROC PLS-DA com 3 metabólitos 

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

MetaboAnalyst. 
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FIGURA 4.14: HeatMap dos metabólitos importantes para o modelo de predição 

da curva ROC. 

 

Não foram encontrados estudos que reportem a ceramida 

Cer(d18:2/20:4) para qualquer outra doença, porém a desregulação de ceramidas é 

relatada em diversos distúrbios. As ceramidas são esfingolipídios biologicamente 

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

ceramida no sangue estão associados a eventos cardiovasculares, como doenças 

cardíacas ateroscleróticas e valvares (ZIETZER et al., 2022). Ceramidas 

plasmáticas estão associadas a citocinas pró-inflamatórias em pacientes com 
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diabetes tipo 2, obesidade e também com doenças cardiovasculares (MELLO et al., 

2009). Além disso, um estudo demonstrou a relação entre ceramida e depressão, 

onde a via da ceramida é considerada um alvo de interesse para antidepressivos 

(GULBINS et al., 2015). XING et al. (2016) investigaram a relação das ceramidas 

com os sintomas da doença de Alzheimer e constataram que os níveis de ceramidas 

estavam relacionados com os sintomas neuropsiquiátricos. De forma geral, níveis 

elevados de ceramidas tem sido associado com doenças neurodegenerativas, 

diabetes e doenças cardiovasculares (ZIETZER et al., 2022). 

 

4.8. Alteração das vias Bioquímicas 
 

Utilizando a ferramenta de impacto da via Pathway Impact do 

MetaboAnalyst, obteve-se os resultados de centralidade e enriquecimento das 

principais vias bioquímicas correspondentes com os metabólitos putativamente 

anotados. Para se considerar uma via metabólica relevante comumente são 

adotados valor de impacto > 0,1 e -log10(p) >1,0 A pontuação do impacto da via 

representa uma estimativa objetiva da importância de uma determinada via em 

relação a uma rede metabólica global (LIU et al., 2019). O método de 

enriquecimento utilizado foi teste hipergeométrico, na análise topológica foi usada 

centralidade de intermediação relativa e a biblioteca de via metabólica selecionada 

foi homo sapiens do banco de dados SMPDB (Small Molecule Patathway 

Database). 

A via alterada e de maior impacto está envolvida no metabolismo da 

betaína com valores de impacto de 0,13 e -log (p) = 0,98. Outras vias com 

impactos menos expressivos, porém importantes para o nosso estudo, também são 

representadas na Figura 4.15. 
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FIGURA 4.15- Impacto das vias metabólicas na análise das amostras de 

indivíduos com DW vs. GC. (A) Metabolismo da betaína; (B) Síntese de 

plasmalogênio; (C) Metabolismo dos glicerolipídios; (D) Beta-oxidação 

mitocondrial de ácidos graxos saturados de cadeia longa; (E) Via das pentoses 

fosfato; (F) Biossíntese de ácidos graxos; (G) Metabolismo dos esfingolipídios; 

(H) Metabolismo da metionina; (I) Metabolismo de ácidos graxos. Software: 

MetaboAnalyst. 

 

Os resultados da análise de vias bioquímicas suportam os dados 

metabolômicos encontrados no presente trabalho e também se correlacionam com 

o que já foi descrito anteriormente na literatura para a DW. Para a rota metabólica 

da betaína e metionina, o metabólito participante putativamente anotado é a 

betaína. No metabolismo da metionina, a metionina é metabolizada no fígado para 

formar S-adenosilmetionina (SAM) via metionina adenosiltransferase (MAT). O 

MAT é codificado por dois genes, o MAT1A, presente em maior quantidade no 

fígado, que codifica as isoenzimas MATI/III, e o gene MAT2A, expresso em 
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menor grau no fígado e mais nos tecidos extra-hepáticos, que codifica o MATII 

(MAZI et al., 2019; MATO et al., 1997). Estudos anteriores relataram uma 

alteração nos níveis de metionina em modelos animais portadores da DW 

(DELGADO et al., 2008).  

A SAM é o principal doador de metil para as reações de metilação do 

DNA e das histonas, enquanto a S-adenosil-homocisteína (SAH) inibe todas as 

reações de metilação dependentes de SAM. A S-adenosilomocisteinase (SAHH) é 

a enzima bidirecional que hidrolisa a SAH para gerar homocisteína. A metionina 

sintase (MS) remetila a homocisteína para formar metionina que, por sua vez, é 

convertida em SAM por meio das isoenzimas MATI/II/III. A homocisteína 

também pode ser remetilada em metionina por meio da reação catalisada pela 

betaína homocisteína metiltransferase (BHMT) que utiliza betaína (LE et al., 

2014).  
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Estudo com modelos animais sugerem que a elevação dos níveis de 

Cu inibe a atividade e expressão da SAHH (BETHIN et al., 1995; LI et al., 2007). 

O estresse oxidativo gerado pelo acúmulo de Cu pode inibir a MAT I/III 

(DELGADO et al., 2008). Essa reação é essencial para a biossíntese do doador de 

metila SAM. Portanto, o acúmulo de Cu pode resultar em um ciclo de metionina 

desregulado e redução do potencial de metilação. O metabolismo da metionina está 

conectado ao ciclo da betaína, pois a betaína contribui para a regeneração da 

metionina a partir da homocisteína por meio da reação BHMT (MATO et al., 

1997).  

FIGURA 4.16- Metabolismo da metionina. S-adenosilmetionina (SAM), S-

adenosil-homocisteína (SAH), S-adenosilomocisteinase (SAHH), metionina 

sintase (MS), isoenzimas MATI/II/III, betaína homocisteína metiltransferase 

(BHMT), dimetilglicina (DMG) e tetrahidrofolato (THF).  

Adaptado de LE et al. (2014). 
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A síntese de plasmalogênio e beta-oxidação mitocondrial de ácidos 

graxos saturados de cadeia longa são as vias impactadas pelo metabólito ácido 

esteárico. A β-oxidação de ácidos graxos de cadeia longa é fundamental para o 

fornecimento de energia ao organismo e é de particular importância para o 

músculo cardíaco e esquelético. No entanto, vários outros tecidos, como o rim, o 

intestino delgado, o tecido adiposo branco e, principalmente, o fígado, podem 

utilizar os produtos da β-oxidação para a formação de corpos cetônicos que podem 

ser utilizados como energia por outros tecidos (BARTLETT e EATON, 2004). O 

fenótipo clínico dos distúrbios de oxidação de ácidos graxos geralmente inclui 

hipoglicemia hipocetótica desencadeada por jejum ou infecções, fraqueza muscular 

esquelética, cardiomiopatia, hepatopatia e manifestações neurológicas (ADEVA-

ANDANY et al., 2019). 

MAZI et al. (2019), também destaca a via da β-oxidação mitocondrial 

de ácidos 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 esfingolipídios, o metabólito anotado que 

impacta a via bioquímica é a esfinganina, formada a partir da condensação da 

palmitoil-CoA com serina e redução de NADPH. A esfinganina então formada é 

acilada e desidrogenada para formar ceramida, precursora de todos os 

esfingolipídios (Figura 4.17) (NELSON e COX, 2014). 
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A via metabólica dos esfingolípidos é uma importante via celular 

complexa e interconectada, onde a ceramida ocupa uma posição central tanto na 

biossíntese como no catabolismo. Alterações no metabolismo dos esfingolipídios 

geralmente estão associados com doenças que afetam o processo de enzimas que 

degradam os esfingolipídios. Geralmente erros inatos do metabolismo 

relativamente raros, que resultam no acúmulo de esfingolipídios (esfingolipidose) 

causado por defeitos nos genes que codificam proteínas que participam da 

degradação lisossomal dos esfingolipídios (PRALHADA RAO et al., 2013). 

O ácido palmítico é responsável pelo impacto no metabolismo dos 

glicerolipídios, assim como na biossíntese e metabolismo dos ácidos graxos.  

FIGURA 4.17- Biossíntese de esfingolipídeos. Condensação de palmitoil-CoA 

com serina, formando β-cetoesfinganina, seguida da redução de NADPH, 

formando esfinganina, que é acilada para formar a ceramida. Adaptado de 

NELSON e COX (2014). 
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A via da pentose fosfato, impactada pelo metabólito sedoheptulose-7-

fosfato, é uma rota alternativa de oxidação da glicose-6-fosfato (G6P) sem 

produção de ATP, porém com geração de NADPH e pentose fosfato. A via das 

pentoses fosfato é o maior fornecedor de NADPH para a síntese de ácidos graxos. 

O NADPH da via da pentose fosfato é utilizado pelas células do fígado, tecido 

adiposo e glândulas mamárias durante a lactação. Assim como na síntese de 

colesterol e hormônios esteróides (fígado, glândulas adrenais e gônadas) 

(HARVEY e FERRIER 2012). 

Apesar de não haver relatos na literatura sobre todas as vias alteradas 

para a DW, todas estão relacionadas ao metabolismo lipídico. Sabe-se que o 

acúmulo e a deficiência de Cu estão ligados ao metabolismo lipídico, sendo assim, 

na DW o metabolismo lipídico é desregulado, o que corrobora com os resultados 

do presente estudo. Os mecanismos subjacentes que ligam o metabolismo do Cu e 

dos lipídios na DW não são claros. O Cu pode prejudicar o mecanismo metabólico 

pela ligação direta às estruturas proteicas e lipídicas ou pela geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) com consequente danos às organelas celulares, vitais 

para o metabolismo energético (MAZI et al., 2020). 
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5. CONCLUSÕES 
 

A aplicação de uma abordagem metabolômica global associada ao 

emprego de técnicas de alta seletividade e sensibilidade (LC-HRMS) permitiu a 

análise das alterações metabolômicas em amostras de saliva de indivíduos 

portadores da doença de Wilson em comparação a um grupo controle. Através dos 

modelos estatísticos multivariados e univariados foi possível obter 39 features 

significativos na separação dos grupos, sendo 15 deles anotados putativamente. 

Betaína positivamente regulada e esfinganina negativamente regulada foram 

reportadas com os mesmos níveis de alteração em estudos metabolômicos 

anteriores da DW, o que indica importantes metabólitos que poderão contribuir no 

avanço de pesquisas de biomarcadores para a DW, auxiliando em um diagnóstico 

clínico mais preciso. Da mesma forma, vias bioquímicas que se mostraram 

alteradas no presente trabalho também já foram reportadas anteriormente para a 

DW. O modelo de curva ROC escolhido, composto por 3 metabólitos, apresentou 

uma AUC de 0,96, sendo uma medida satisfatória para discriminar o grupo DW e 

GC. O metabólito mais significativo na curva ROC foi a ceramida Cer(d18:2/20:4), 

metabólito ineditamente reportado para amostras envolvendo pacientes com DW, o 

que o torna um metabólito alvo a ser avaliado em estudos metabolômicos alvo.  

Este estudo é um estudo piloto, do qual revelou-se as primeiras 

alterações metabolômicas em amostras de saliva relacionadas à DW. Dados os 

escassos estudos metabolômicos em indivíduos com DW, trabalhos futuros são 

necessários para um esclarecimento mais detalhado sobre metabólitos e rotas 

bioquímicas impactadas, incluindo estudos com técnicas de análises ortogonais, 

como por exemplo o modo HILIC por LC-MS e análises por GC-MS, que podem 

contribuir para uma análise mais abrangente e, consequentemente, um melhor 

entendimento das alterações bioquímicas envolvidas na DW. Adicionalmente, em 
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trabalhos futuros, pode-se conduzir análises metabolômicas alvo empregando os 

demais metabólitos anotados neste trabalho como etapa de validação/confirmação. 

O presente trabalho reforça a utilização da saliva como potencial 

fluido biológico para diagnósticos 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 características 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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8. APÊNDICES 

 

APÊNDICE 1- Cromatogramas de íons extraídos (EIC) e os espectros correspondes 

dos metabólitos anotados putativamente. 
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