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“Se ansiamos que nosso planeta seja
importante, ha algo que possamos
fazer quanto a isso. Podemos fazer
com que ele seja significativo com a
coragem de nossas perguntas e a
profundidade de nossas respostas.”

Cosmos, de Carl Sagan
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RESUMO

Os transtornos mentais sdo definidos como um conjunto de condicdes
clinicas que envolvem prejuizos no funcionamento social, modulados pela interacéao
de fatores genéticos e ambientais. Dentre os diversos transtornos mentais elencados
no Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V), o transtorno
bipolar (BD) e a esquizofrenia (SZ) séo particularmente desafiadores, devido a sua
alta ocorréncia na populacéo adulta mundial, com incidéncia de cerca de 1%, e devido
a sua complexidade diagnostica e fisiopatologica, especialmente por apresentarem
similaridades sintométicas. Diante desta problematica, a busca por testes clinicos que
auxiliem o diagndstico preciso de cada doenca, bem como estudos que ajudem a
melhorar a compreensdo das alteracbes bioquimicas causadas por elas, sao
desejados pela comunidade médica e cientifica. Neste contexto, abordagens
baseadas em metabolomica séo particularmente interessantes, devido ao fato dos
metabdlitos indicarem o ponto final da expressdo génica e da atividade celular,
fornecendo meios de se entender o fenétipo de um organismo. Nesta tese, foram
utilizadas abordagens baseadas em metabolomica a fim de se obter mais informacdes
quanto as fisiopatologias do BD e da Sz, auxiliadas por metodologias bioinformaticas
distintas e, por meio destas propor metabdlitos de interesse que possam também
diferenciar pacientes com transtornos mentais de controles sadios. Dentre as
metodologias bioinforméticas aplicadas estdo os métodos baseados em analise de
correlacao parcial para determinar as interconexdes entre as proteinas e metabolitos
de pacientes com BD, o que revelou alteracdes relacionadas a hemostase. Utilizou-
se também regresséo logistica do tipo ridge para a determinacdo de um painel de
metabdlitos com potencial de diferenciar pacientes com BD de individuos sadios.
Expandindo a pesquisa para dois transtornos mentais, optou-se por avaliar a
performance de duas metodologias de aprendizado de maquina na diferenciagédo
multi-grupo de pacientes com BD e SZ em comparac¢éo com controles sadios, o que
revelou possiveis alteracdes no sistema endocanabindide. Por fim, espera-se que 0s
resultados obtidos nesta Tese possam auxiliar na elucidacéo das bases bioquimicas
do BD e da SZ, além de langarem luz a importancia da bioinformatica dentro da
metabolémica, reiterando a importancia da interdisciplinaridade para a pesquisa

cientifica, em especial no campo da quimica.



ABSTRACT

Mental disorders are defined as a set of clinical conditions that involve
impairments in social functioning, modulated by the interaction of genetic and
environmental factors. Among the various mental disorders listed in the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V), bipolar disorder (BD) and
schizophrenia (SZ) are particularly challenging due to their high occurrence in the
global adult population, with an incidence of around 1%, and due to their diagnostic
and pathophysiological complexity, especially as they present symptomatic similarities.
Given this problem, the search for clinical tests that assist in the precise diagnosis of
each disease, as well as studies that help to understand the biochemical alterations
caused by them, are desired by the medical and scientific community. In this context,
metabolomics-based approaches are particularly interesting, because metabolites
indicate the endpoint of gene expression and cellular activity, providing a way to
understand the phenotype of an organism. In this Thesis, we used metabolomics-
based approaches to obtain more information on the pathophysiology of BD and SZ,
assisted by different bioinformatics methodologies and, through these, metabolites that
could differentiate patients with mental disorders from healthy controls were proposed.
Among the bioinformatics methodologies applied, partial correlation analysis-based
methods were used to determine the interconnections between proteins and
metabolites in patients with BD, which revealed alterations related to hemostasis.
Ridge logistic regression was also used to determine a panel of metabolites with the
potential to differentiate BD patients from healthy individuals. Expanding the research
to two mental disorders, the performance of two machine-learning methodologies in
the multi-group differentiation of patients with BD and SZ compared to healthy controls
were tested, which revealed possible alterations in the endocannabinoid system.
Finally, the results obtained in this Thesis are expected to support the elucidation of
the biochemical bases of BD and SZ, as well as shed light on the importance of
bioinformatics within metabolomics, reiterating the importance of interdisciplinarity for

scientific research, especially in the field of chemistry.
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Introducao geral e justificativa

Em 1990, a Organizacdo Mundial da Saude, juntamente com o Banco
Mundial, criou um consércio de pesquisadores para avaliar a carga de diferentes
doencas para quantificar os efeitos de cada doenca na reducédo da saude mundial, tal
qual seus efeitos na expectativa de vida da populacédo, para que politicas de saude
publica pudessem ser ajustadas de acordo com a necessidade de cada pais ou regiéo,
conhecido como GBD (do inglés, Global Burden of Disease) (Murray et al., 1994).
Dentre as doencas analisadas pelo consércio com a maior quantidade de anos
convividos com deficiéncias (YLD, do inglés years lived with disability), transtornos
mentais foram o segundo maior no ano de 2019 (GBD 2019 Mental Disorders
Collaborators, 2022), causando um grande impacto na saude publica mundial. Dentre
os diversos transtornos mentais, o transtorno bipolar (BD) e a esquizofrenia (SZ)
apresentam incidéncia de cerca de 1% na populacdo mundial e, devido a
complexidade diagnéstica e fisiopatoldgica intrinseca de cada doenca, sao
particularmente desafiadoras para a saude publica (McCutcheon et al., 2020; Vieta et
al., 2018).

O transtorno bipolar, anteriormente conhecido como transtorno maniaco-
depressivo, € caracterizado pela alternancia entre periodos depressivos e maniacos
ou hipomaniacos, dividido majoritariamente em dois subtipos, BD tipo | (presenca de
um ou mais episédios maniacos, com ou sem a presenca de episédios depressivos)
e BD tipo Il (presencga de um ou mais episédios hipomaniacos, com a presenca de ao
menos um episodio depressivo), com o inicio dos sintomas se desenvolvendo ao final
da adolescéncia (Carvalho et al., 2020; Sussulini et al., 2009). O diagnéstico do BD
ainda é um desafio para a comunidade médica, devido a intersec¢cao dos sintomas
com outros transtornos psiquiatricos, o que pode levar a um diagndstico incorreto de
depressdo unipolar e consequentemente a tratamentos incorretos que podem
desencadear episddios maniacos ou hipomaniacos (Sussulini et al., 2009), além da
presenca de diversas comorbidades em pacientes com BD que reduzem a qualidade
de vida do individuo, aumentando o risco de morte devido a outras condi¢cdes médicas,

como doencas cardiovasculares, enddcrinas e diabetes (Vieta et al., 2018).

A esquizofrenia (SZ) é caracterizada pela presenca de sintomas positivos,

como ilusdes, alucinacdes, discurso desorganizado e comportamento catatbnico; e
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por sintomas negativos como expressao emocional reduzida, com a presenca de ao
menos dois sintomas pelo periodo de pelo menos um més, sendo obrigatoriamente
um deles caracterizado como sintoma positivo (Davison et al., 2018; McCutcheon et
al., 2020). Assim como o BD, os sintomas da esquizofrenia acontecem ao final da

adolescéncia, e estq associada também a reducdo na expectativa de vida e a

diferentes comorbidades ao longo da vida (McCutcheon et al., 2020).

Apesar de ambos o0s transtornos mentais supracitados possuirem suas
particularidades, eles apresentam fatores em comum relevantes para a pesquisa
destas condi¢cdes. Ambas ndo apresentam uma fisiopatologia clara e as bases
bioquimicas que as regem ainda ndo sao totalmente conhecidas, além de néo
possuirem um teste diagnostico efetivo que possa precisar a condicdo do paciente,
visto que o diagndstico ainda é realizado por meio de observacgfes clinicas. Para a
resolucdo deste problema, cada vez mais se faz necessério o uso de ferramentas que
possam auxiliar na deteccédo precoce e no entendimento da trajetoria dos diferentes
transtornos mentais com especificidade e sensibilidade, voltando-se para o
desenvolvimento da chamada medicina personalizada, onde modelos preditivos
treinados em um grande niumero de amostras de uma determinada condicdo podem
ser utilizados para definir o estado de um determinado paciente (Bzdok & Meyer-
Lindenberg, 2018; Rajula et al., 2021). Neste contexto, a utilizagdo da metabolomica
na medicina personalizada é cada vez mais difundida, o que se deve ao fato dos
metabdlitos indicarem o ponto final da expressao génica e da atividade celular,
fornecendo meios de se entender o fenétipo de um organismo, o que é fundamental

dentro de abordagens de biologia de sistemas (Klassen et al., 2017).

Apesar da metabolémica ser uma ferramenta poderosa para a avaliagéo de
perturbacdes causadas por doencgas ou alteracdes exdgenas (Boccio et al., 2016), o
caminho percorrido desde a analise da amostra até a interpretacdo bioldgica € extenso
e exige o uso de diversas ferramentas para que informacoes relevantes sejam obtidas,
em especial na metabolomica baseada em espectrometria de massas. Dados de
espectrometria de massas possuem um peso computacional extenso, sendo
necesséarias abordagens computacionais e quimiométricas para a determinagédo de
variaveis de interesse e construcdo de modelos preditivos que possam fornecer
informacgdes relevantes para a resolucdo da problematica proposta pelo estudo.

Dentro deste escopo, 0 uso de abordagens supervisionadas e nao supervisionadas
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para observar padrdes de classificacdo e agrupamento em conjuntos de amostras e o
uso de técnicas de aprendizado de maquina vem sendo cada vez mais difundido para
a resolucéo desta problematica, em especial em abordagens mais complexas, como
na integracdo de dados 6micos, onde propde-se analisar dois conjuntos de dados de
diferentes Omicas de uma maneira integrada, a fim de ser obter informacdes
relevantes quanto as interconexdes entre as diferentes biomoléculas analisadas,
visando trazer a tona informacdes que ndo poderiam ser observadas ao analisar cada
O6mica individualmente, provendo uma visdo mais ampla das modulagcbes em um
sistema bioldgico sob efeito de uma determinada condi¢cdo, como doengas e outros

fatores exdgenos (Santos et al., 2020).

Este trabalho de Doutorado propde o uso de diferentes técnicas
bioinforméticas para a integracdo de dados 6micos e para a diferenciacdo de dados
de espectrometria de massas obtidos ap0s a analise de amostras biol6gicas de
pacientes com diferentes transtornos mentais. No Capitulo 1 utilizou-se uma
abordagem de biologia de sistemas para integrar dados de protebmica previamente
obtidos pelo grupo de pesquisa com dados metabolémicos obtidos por meio da analise
do soro sanguineo de pacientes com BD e de individuos sadios, fazendo uso de
técnicas integrativas baseadas na analise de correlacdo parcial para a construcdo de
uma rede de integracdo entre proteinas, metabdlitos e dados clinicos. Ao se analisar
um conjunto de dados expandido de metabol6mica, obteve-se também um painel de
metabdlitos diferenciais com o potencial de diferenciar pacientes com BD de controles
sadios. No Capitulo 2, utilizando espectrometria de massas de alta resolucéo,
analisou-se o plasma de pacientes com BD e SZ em comparacdo com controles
sadios e avaliou-se a performance de duas metodologias de aprendizado de maquina
para a diferenciacdo dos dados metaboldmicos em um modelo “um vs. o resto”,
selecionando assim variaveis de interesse que foram subsequentemente identificadas
utilizando dados de fragmentacdo de espectrometria de massas em sequéncia
(MS/MS). Apesar de abordagens diferentes em cada capitulo, o uso de técnicas
bioinforméticas na elucidacdo de potenciais informacdes obtidas por meio da
metaboldémica se faz visivel em cada parte do trabalho, indicando a importancia da
computacio cientifica em trabalhos com base na quimica. E relevante também citar a
importancia da producédo e divulgacdo de plataformas de acesso aberto para a

comunidade cientifica, visto que em diversos locais do mundo, inclusive no Brasil, 0
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custo de aquisicdo de plataformas pagas de tratamento de dados é extremamente
elevado. Pensando nisso, a proposi¢cao deste trabalho também é de advogar em
defesa destas plataformas, visto que todas as etapas computacionais desta tese

foram realizadas utilizando plataformas de acesso aberto.
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CAPITULO 1

INTEGRACAO DE DADOS METABOLOMICOS E PROTEOMICOS DE
PACIENTES COM TRANSTORNO BIPOLAR E SUA RELACAO COM A
HEMOSTASE

Os dados apresentados neste capitulo foram publicados na revista Metabolomics em

agosto/2022. Para mais informacdes, acessar a referéncia:

Ribeiro, H. C., Sen, P., Dickens, A., Santa Cruz, E. C., OreSi¢, M., & Sussulini, A.
(2022). Metabolomic and proteomic profiling in bipolar disorder patients revealed
potential molecular signatures related to hemostasis. Metabolomics, 18(65).
https://doi.org/10.1007/s11306-022-01924-5
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1. Introducéao

1.1.Transtorno bipolar e suas comorbidades

As alteragbes de humor sdo comuns na vida cotidiana devido a situagdes
estressantes ou prazerosas, entretanto, alteracdes severas e persistentes de humor
podem ser causadas por transtornos afetivos, que incluem transtornos depressivos
unipolares e transtornos bipolares (BD) do tipo | e Il (Carvalho et al., 2020). De acordo
com a quinta edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-V) (American Psychiatric Association, 2014), a categoria de BD e transtornos
relacionados inclui os transtornos bipolares do tipo I, Il e ciclotimico, sendo que a
separacao destes tipos de transtornos daqueles do tipo depressivo e esquizofrénico,
e sua classificagdo dentro do manual na area entre os dois transtornos previamente
mencionados, se d& devido ao reconhecimento do BD como uma ponte entre essas
classes diagnosticas em termos de sintomatologia, genética e historico familiar. A
principal caracteristica dos transtornos bipolares que os difere de outros transtornos
afetivos € a presenca de episédios maniacos ou hipomaniacos, que podem se alternar
com episodios depressivos (Carvalho et al., 2020). Os epis6dios maniacos podem se
manifestar de diversas formas, nas quais o individuo pode ter casos de
superconfianca, grandiosidade, desinibicdo extrema, irritabilidade, baixa necessidade
de sono, humor altamente elevado, hiperatividade, sintomas psicéticos como ilusées
ou alucinac0es, além de eventos que possam comprometer a atividade psicossocial,
como gastos financeiros insensatos ou desenfreados e/ou indiscricbes sexuais
(American Psychiatric Association, 2014; Carvalho et al., 2020; Vieta et al., 2018).

BD do tipo | € caracterizado pela presenca de episdédios maniacos, com ou
sem a presenca de episodios depressivos, enquanto o BD tipo Il é caracterizado pela
presenca de episodios de hipomania juntamente com a presenca de pelo menos um
episodio depressivo (American Psychiatric Association, 2014; Severus & Bauer, 2013;
Sussulini et al.,, 2009), e o transtorno ciclotimico pela presenca de sintomas
hipomaniacos e depressivos por pelo menos dois anos, sem atender aos critérios

definidos para a caracterizagcdo de um episodio de mania ou hipomania e depressao
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maior (American Psychiatric Association, 2014). Pode-se observar na Figura 1.1
como estes episédios maniacos, hipomaniacos e depressivos se distribuem ao longo

do tempo nos individuos acometidos pela doenca nos casos de BD tipo | e Il

Eutimia _\f\ s L\ KFJ \JK_KP,\ [_

Depressgo ¢} \l“wi /

sub-limiar ||

/
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Figura 1.1. Caracteristicas do transtorno bipolar tipo | (a) e tipo Il (b) correlacionadas

as suas oscilacdes de humor e ao tempo (adaptado de Vieta et al., 2018).

A existéncia de comorbidades com outros transtornos psiquiatricos
(transtornos relacionados ao abuso de substancias, hiperatividade/déficit de atencéo,
transtornos de ansiedade e personalidade) faz com que o diagnéstico e o tratamento
da doenca sejam dificultados (Vieta et al., 2018). Em um estudo em ampla populacéo,
Merikangas et al. (2011) mostraram que cerca de trés quartos dos pacientes com BD
também apresentaram outros tipos de transtornos psiquiatricos, como transtorno de
ansiedade, transtornos comportamentais e de abuso de substancias. Além da
presenca de comorbidades com outras doencas psiquiatricas, observou-se também
uma alta incidéncia de comorbidades médicas gerais dentre os pacientes acometidos
pelo BD. Diversas doencas foram reportadas em pacientes com BD, como doengas
autoimunes, obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares (SayuriYamagata et al.,

2017), sindrome metabodlica, doencas respiratorias cronicas, endocrinas,
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gastrointestinais, neurolégicas, musculoesqueletais, entre outras doencas (Sinha et
al., 2018). Além do risco de suicidio, acredita-se que a reducao na expectativa de vida
dentre pacientes com BD (em comparacdo com a populacdo em geral) se da
primariamente devido as diversas comorbidades em tais pacientes (SayuriYamagata
et al., 2017). Estudos em médias e amplas popula¢des também foram realizados para
avaliar os impactos das comorbidades em pacientes bipolares, onde Sylvia et al.
(2015) reportaram a presenca de pelo menos uma comorbidade em 96,3% de um
grupo de 482 pacientes diagnosticados com BD. Crump et al. (2013) observaram em
um estudo populacional que a expectativa de vida de pacientes bipolares € reduzida
em cerca de 9 anos em comparacao com o resto da populacdo, com risco de morte
aumentado de 1,5 a 2,5 vezes devido a doencas cardiovasculares, 3 vezes para
diabetes, 1,5 vezes para doenca pulmonar obstrutiva crénica, 3 a 4 vezes para lesbes
nao intencionais e 15 vezes para suicidio, além de risco aumentado também para
doencas respiratdrias e cancer. Apesar do risco de morte por suicidio ser
extremamente elevado, observou-se neste estudo uma incidéncia de 5,4% e 9,6% nas
mortes de pacientes bipolares mulheres e homens, respectivamente. Dentre as
comorbidades descritas, acredita-se que doengas cardiovasculares sao a principal
causa de reducao na expectativa de vida nos pacientes bipolares (Leboyer et al., 2012;
SayuriYamagata et al., 2017; Sinha et al., 2018), o que levanta a importancia na
identificacdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos do BD, em especial a sua
relacdo com vias e biomoléculas que estejam também relacionadas a altera¢cdes no

sistema circulatério, hemdstase e em processos inflamatérios.

1.2.Espectrometria de massas e suas aplicacbes em metaboldomica

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica que consiste em
realizar medidas da relacdo massa/carga (m/z) de ions e suas respectivas
abundéancias relativas para determinar estruturas moleculares e também para
quantificar compostos. A estrutura do equipamento € composta por uma fonte de
ionizacao, um analisador de massas e um detector, que por sua vez pode estar junto
com o proprio analisador de massas, dependendo do caso. A amostra € inicialmente

inserida na fonte de ionizacdo para que as moléculas dos analitos sejam ionizadas;
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em seguida, os ions sédo resolvidos pelo analisador de massas em funcéo de suas m/z
e, por fim, estas sdo medidas por um detector (Han, 2016). Uma representacéo

esquematica de um espectrometro de massas é mostrada na Figura 1.2.

| Vacuo / Pressao |

Atmosférica Vacuo |

‘ Sistema de ‘.‘ Fonte de ‘.‘ Analisadores .‘ Detector }»‘Proc;:fssge;r;\j;to

injecao ionizacao de massas

Figura 1.2. Representacdo esquematica de um espectrometro de massas.
Analisadores de massas podem ser simples (somente um analisador de massas) ou
hibridos (contendo dois - ou mais - analisadores de massas, com uma célula de
colisdo entre eles) e, em alguns casos, o detector pode estar localizado junto com o
analisador (como é o caso de analisadores baseados em transformada de Fourier,

como Orbitrap e ressonancia ciclotrénica de ions).

Dentre as diversas fontes de ionizacdo utilizadas, podem ser citadas a
ionizagdo por elétrons (El, do inglés electron ionization) (Nier, 1947), a ionizacao
guimica (ClI, do inglés chemical ionization) (Munson & Field, 1966), ionizacdo quimica
a pressao atmosférica (APCI, do inglés atmospheric pressure chemical ionization)
(Horning et al., 1973), a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APCI, do inglés
atmospheric pressure photoionization) (Robb et al., 2000), a ionizacao por eletrospray
(ESI, do inglés electrospray ionization) (Fenn et al., 1989), a dessorcao/ionizacao a
laser assistida por matriz (MALDI, do inglés matrix-assisted laser
desorption/ionization) (Han, 2016) e a ionizacdo de dessor¢ao por eletrospray (DESI,
do inglés desorption electrospray ionization) (Eberlin et al., 2011) como as técnicas
mais utilizadas para estudos metabolémicos, sendo as duas ultimas muito utilizadas
para fins de imageamento. Vale ressaltar que as diferentes fontes de ionizagao
necessitam de diferentes niveis de pressao, variando desde niveis considerados como
alto vacuo (como € o caso da El) até a pressdo ambiente, como € o caso das
metodologias de ionizagédo a pressao atmosférica, como APPI e APCI.

Dentre os diversos analisadores de massas disponiveis no mercado, pode-

se citar como sendo os mais utilizados para analises metabolémicas globais, ou seja,
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a analise de todos os analitos possiveis de serem medidos incluindo compostos
desconhecidos (Roberts et al., 2012), os analisadores hibridos, como o Orbitrap e o
quadrupolo/tempo-de-voo (QTOF, do inglés quadrupole time-of-flight), o triplo
quadrupolo (QQgQ) e o quadrupolo/armadilha de ions (QIT, do inglés quadrupole ion
trap) (Han, 2016). Todos estes analisadores podem realizar experimentos de
espectrometria de massas em sequéncia (MS/MS), que sdo extremamente Uteis para
fins de identificacdo, sendo possivel a selecdo de ions precursores e sua posterior
fragmentacao, para que se obtenha o perfil de fragmentacédo dos analitos, auxiliando
na identificacdo dos compostos.

Em boa parte dos experimentos de metabol6mica e protedmica utilizam-se
técnicas de separacao antes da injecdo da amostra no espectrébmetro de massas, em
especial, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e de ultra alta eficiéncia (HPLC e
UHPLC), a cromatografia gasosa (GC) e, em alguns casos, a eletroforese capilar (CE),
permitindo, assim, a separacao dos diversos compostos de uma amostra, reduzindo
efeitos de supresséao ibnica e a deteccao de isGbaros, melhorando a eficiéncia da
analise. Na metaboldmica, em geral, recomenda-se 0 uso de diferentes fases
estacionarias em HPLC e em GC, onde pode-se citar 0 uso de colunas octadecilsilano
(C18) para a andlise de metabdlitos hidrofébicos e o uso de colunas de interacdo
hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic interaction liquid chromatography) para
metabdlitos polares (Engskog et al., 2016), no caso da LC. No que diz respeito a GC,
ha dois fatores que devem ser levados em consideracao, que sédo a derivatizacédo e a
coluna utilizada. A derivatizacdo consiste na modificacdo quimica de um composto
para alterar sua estrutura quimica e, por consequéncia, suas propriedades fisico-
quimicas (Qi et al., 2014), aumentando sua volatilidade, estabilidade térmica e
melhorando a sensibilidade e resposta do detector (Beale et al., 2018). A mais utilizada
para a andlise de metabdlitos polares é a derivatizacdo em duas etapas com
metoxiamina (MOX) juntamente com um agente sililante (BSTFA, MSTFA, entre
outros). Ha relatos também de outros métodos de derivatizacdo utilizando
metilcloroformiato (MCF) para analises de aminoacidos e de 1,1,1,2,2,3,3-
heptafluorobutil cloroformiato (HFBCF) para acidos orgéanicos (Begou et al., 2017).
Quanto a coluna a ser utilizada, hd uma diversa gama de colunas, como a ZB-XLB e
as colunas HP-5MS e DB5-MS (compostas por 5% difenilpolisiloxano e 95%

dimetilpolisiloxano) (Begou et al., 2017), muito utilizadas devido a sua compatibilidade
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nao s6 com a biblioteca NIST, mas com a biblioteca espectral FiehnLib (Kind et al.,
2009), que requer o uso de condi¢cdes similares as condi¢cbes de aquisicdo da
biblioteca, incluindo também o uso do mesmo tipo de derivatizacdo (MOX/MSTFA).
Para fins de identificacdo, na GC-MS a maioria das metodologias em
metabolémica utiliza a El devido a disponibilidade e compatibilidade com diversas
bibliotecas espectrais com este método de ionizacdo (Beale et al., 2018). A El
fragmenta as moléculas analisadas de forma reprodutivel na propria fonte de
ionizacdo, onde os fragmentos obtidos podem ser considerados como uma
‘impressao digital” de cada molécula, mesmo em equipamentos de diferentes
fabricantes, contanto que a energia de ionizacdo se mantenha em 70 eV, padrédo
utilizado nas diversas bibliotecas espectrais disponiveis na literatura (Beale et al.,
2018). Na LC-MS, as metodologias para a andalise de metabdlitos sdo baseadas
majoritariamente na utilizacdo de ESI. Na ionizagao por eletrospray, os analitos sao
carregados eletricamente em um capilar metalico sob o efeito de uma corrente
elétrica, podendo assim carregar 0s ions positivamente e negativamente dependendo
da polaridade do capilar. Em seguida, os ions séo repelidos do capilar em um formato
de cone (chamado de cone de Taylor), produzindo um jato fino de liquido que se
fragmenta em goticulas menores carregadas, cujo solvente passa por um processo
de evaporacao rapida, reduzindo o tamanho das goticulas até o ponto cuja tenséo
superficial da goticula ndo suporta mais as repulsdes causadas pelas cargas
presentes na propria goticula, fazendo com que esta se divida em goticulas menores,
em um processo conhecido como “fissédo de Coulomb”, que acontece repetidamente
até o ponto que as goticulas atinjam volumes extremamente pequenos (Raio ~1 nm).
Estas goticulas sdo por sua vez atraidas para o analisador de massas (Banerjee &
Mazumdar, 2012). Por se tratar de uma técnica de ionizacao branda (que nao produz
extensa fragmentacao, gerando majoritariamente ions intactos) (Fenn et al., 1989), é
necessaria a aquisicdo de dados de fragmentacdo por meio de experimentos de
MS/MS para a identificacdo putativa dos analitos nos bancos de dados disponiveis.
Atualmente, para que um metabdlito seja considerado como identificado
inambiguamente em LC-MS, é necesséario ainda a comparacgéo do espectro de MS/MS
obtido experimentalmente com o espectro de MS/MS de um padrdo analisado sob as
mesmas condi¢cdes do metabdlito em questdo (Domingo-Almenara et al., 2018). Visto

gue o numero e as classes de compostos possiveis de serem ionizados e detectados
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sdo vastos, recomenda-se também que as andlises por ESI sejam realizadas em
ambos os modos de ionizagdo (positivo e negativo), para que se tenha uma

abrangéncia maior em relacéo a identificacdo de biomoléculas (Kim & Heyman, 2018).

Ambas as técnicas possuem suas particularidades e suas limitagdes.
Apesar da identificacdo de metabdlitos analisados via GC-MS ser mais precisa e
simples devido as bibliotecas espectrais, ja bem estabelecidas na literatura, a GC-MS
€ utilizada para a andlise de compostos de baixa massa molecular (50-600 Da) e
compostos volateis (ou volatilizaveis via derivatizacdo) (Beale et al., 2018). A LC-MS
ainda é a técnica analitica mais utilizada para a andlise de compostos néo volateis e
compostos que possuem maior massa molecular, como lipidios por exemplo (Alves et
al., 2021). Entretanto, para se analisar todo o metaboloma, é necessario um maior
namero de experimentos em LC-MS para ter uma cobertura completa dos compostos
presentes na amostra, além de experimentos adicionais para fins de identificac&o.
Além disso, as bibliotecas espectrais de LC-MS nado sdo tdo bem estabelecidas e
reprodutiveis como as encontradas em GC-MS, onde cerca de somente 10% dos
metabdlitos conhecidos nos bancos de dados disponiveis possuem informacéo

espectral experimental (Domingo-Almenara et al., 2018).

Com a procura de marcadores moleculares cada vez mais em voga no
cenario cientifico, ferramentas como a MS sdo de grande importdncia para a
prospeccao e descoberta destes marcadores que, além de trazer novas perspectivas
na area diagndstica, auxiliam também no entendimento das alterac6es bioquimicas
causadas por doencas e condicbes ambientais, norteando e construindo uma base

sélida para ensaios futuros.

1.3.Biologia de sistemas e integracédo de dados 6micos

Com o advento das abordagens 6micas nos anos 1990, novas ferramentas
de pesquisa na area de ciéncias da natureza foram desenvolvidas e revolucionaram
a forma na qual podemos observar e entender um sistema bioldgico, tal como
estabelecer uma correlacdo entre gendtipo e fendtipo (Hyotylainen & OreSic, 2014;

Misra et al., 2019; Santos et al., 2020). Entretanto, dados édmicos individualizados nao
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séo suficientes para explicar como diferentes processos biolégicos se correlacionam,
devido a sua complexidade (Santos et al., 2020). Assim, a biologia de sistemas é
essencial ndo somente para lidar com a complexidade dos dados 6micos em si, mas
também para analisar como diferentes componentes moleculares contribuem como
partes de um sistema complexo relacionado a um fenoétipo especifico ou fungéo
biolégica (Hyotylainen & OreSi¢, 2014). A biologia de sistemas é um campo de
pesquisa interdisciplinar que agrega estratégias computacionais e modelagens
matematicas aplicadas a dados biolégicos a fim de se obter um maior entendimento
dos sistemas bioldgicos, bem como identificar as relagdes entre diferentes processos
bioldgicos (Alves et al., 2021; Pinu et al., 2019; Santos et al., 2020). Deste modo, a
integracdo de diferentes 6micas permite uma visdo mais detalhada a nivel celular,
auxiliando na estratificacdo de individuos saudaveis versus doentes (estudos caso-
controle), assim como observar a influéncia de fatores externos que possam interagir
causando alteracdes no sistema biolégico (Alves et al., 2021; Hyotylainen & OreSic,
2014; Zierer et al., 2015). E possivel observar as interacdes e denominacdes dentre

as diferentes 6micas dentro da biologia de sistemas ilustrada na Figura 1.3.

Fatores Ambientais

Trarmcrigio Trachsc8o Aiyviclsde arpmatics
Genes RMA . Proteinas - Metabalitos
l l Regulagio l Regulagic 1
Gendmica Transcriptémica Proteémica Metaboldmica

4

Estratéglas Matemdticas e
Computacionais

4

Abordagens Multi-Gmicas

Biologia de Sistemas

Figura 1.3. Os diferentes tipos de ciéncias dmicas e suas interacdes dentro da biologia
de sistemas, também podendo ser conhecida como cascata 6mica (adaptado de
Santos et al., 2020).
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A integracdo de dados dmicos vem sendo utilizada ha mais de uma década
(Kim & Tagkopoulos, 2018), sendo que trabalhos de integracdo de dados de
protebmica e metaboldbmica vém apresentando relevancia, com diferentes
abordagens de tratamento de dados, que incluem o uso de programas baseados em
R (www.r-project.org), Python (www.python.org) e MatLab (www.mathworks.com),
que utilizam correlagdo estatistica, aprendizado de maquina, regresséao logistica e
construcdo de redes para a integracdo dos dados, gerando diferentes abordagens e
resultados possiveis mesmo para conjuntos de dados iguais (Fondi & Lio, 2015; Misra
et al., 2019; Wanichthanarak et al., 2015), além de programas comerciais como por

exemplo o Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

Os dados 6micos obtidos por diferentes plataformas podem ser integrados
de trés formas utilizando a combinagdo de duas camadas diferentes, dados (por
exemplo, concentracdo de metabdlitos, niveis de expressdo de proteinas e genes,
variantes genéticas) e informacdo (por exemplo, reacbes de metabdlitos com
determinadas enzimas, sitios de fosforilacdo conhecidos de determinadas proteinas,
funcdes de determinados genes ou splicings alternativos de determinados genes em
uma determinada posi¢cdo): dados — dados, dados - informacdo e informacédo —
informacdo (Kim & Tagkopoulos, 2018). Dentro destas trés formas de integracéao,
deve-se reconhecer que, para diferentes objetivos, distintas metodologias de anélise
de dados devem ser utilizadas. No tocante ao tratamento dos dados, existem também
trés diferentes formas de andlise: i) integracao via pathway, que integra os resultados
obtidos com bancos de dados ja existentes de vias metabdlicas e bioquimicas; ii)
integracdo via redes bioldgicas, onde conexdes complexas entre diferentes
componentes celulares (genes, proteinas, metabdlitos) sdo utilizadas para integrar e
mapear multiplos dados 6émicos, sem depender de vias bioquimicas pré-definidas
(quando utilizada sozinha nao fornece muitas informacoes, utiliza-se juntamente com
correlacdes empiricas ou comparagdes com outras espécies); iii) integracdo via
correlagcdo empirica, que € utilizada quando ndo se tem o conhecimento bioquimico
total do fenbmeno estudado, sendo necessario ter algum conhecimento prévio do

mesmo para estimar interagdes entre variaveis (Wanichthanarak et al., 2015).

Além das trés formas supracitadas de analise, é possivel combinar as
abordagens para obter um resultado mais conciso das interacdes entre as diferentes

Omicas. Uma forma natural de complementar métodos baseados em
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correlacao/covariancia é a sua apresentacdo em forma de rede, que é uma forma
interessante de visualizar e entender as intera¢gdes no sistema biolégico, onde néo sé
as contribuicdes individuais de cada componente da rede sdo levadas em
consideracdo, mas também as suas interacdes com 0S outros componentes e sua
funcdo como um todo (Rosato et al., 2018). Em metabolémica, a similaridade entre os
metabdlitos normalmente é avaliada utilizando métodos de correlacéo de Pearson ou
de Spearman (Rosato et al., 2018); entretanto, quando passamos a utilizar diferentes
conjuntos de dados de diferentes 6micas, outras formas de correlacdo podem ser Uteis
para integrar dados biol6gicos e outros meta-dados (informacdes clinicas e
demograficas, por exemplo) (Wanichthanarak et al., 2015). Metodologias como
andlise de correlacdo canbnica (regularized canonical correlation analysis — rCCA)
baseadas em analise discriminante por projecado esparsa a estruturas latentes (sPLS-
DA, do inglés Projection to sparse latent structures discriminant analysis) (Singh et al.,
2017), andlise de redes de correlacdo gendmica por pesos (WGCNA, do inglés
Weighted gene correlation network analysis) (Langfelder & Horvath, 2008) ou analise
de correlacdo parcial (Roverato & Castelo, 2017), por exemplo, podem ser utilizadas
para correlacionar informagdes entre dois conjuntos de dados de alta
dimensionalidade como dados protedmcos, gendmicos ou transcriptdmicos. Devido a
natureza sistémica do controle metabdlico, normalmente as correlacbes entre
metabdlitos sdo pequenas, mesmo com dois metabdlitos sendo vizinhos dentro de
uma via metabdlica, pois a variancia nas enzimas que os controlam pode afetar seus
niveis para diferentes direcées (Camacho et al., 2005), o que pode levar a correlacbes
indiretas entre metabdlitos distantemente correlacionados (Lee, 2006). Uma forma de
observar esse fendbmeno pode ser feita utilizando analise de correlacdo parcial
(Krumsiek et al., 2011; Roverato & Castelo, 2017), por meio de um modelo grafico
gaussiano que estima a dependéncia condicional entre variaveis, onde altas
correlagcdes parciais geralmente correspondem a vias metabodlicas conhecidas.
Entretanto, associagdes em uma rede de correlacdo podem nao corresponder a
reagcbfes metabdlicas conhecidas, visto que estas abordagens ndo dependem
exclusivamente de fungdes conhecidas de uma molécula, uma vez que diversos
genes e proteinas podem apresentar diferentes atividades e funcdes em diferentes
sistemas biologicos, onde moléculas podem apresentar funcfes desconhecidas até

entdo no sistema analisado (Misra et al., 2019; Rosato et al., 2018).
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Dentro da integracé@o de dados entre protedmica e metabol6mica, € visivel
o interesse da comunidade cientifica neste tipo de abordagem. Nos ultimos anos, o
namero de publicacdes de abordagens multi-Gmicas envolvendo dados de protedmica
e metabolémica cresceu vertiginosamente. Observando os resultados da pesquisa na
base de dados Scopus (utilizando os termos proteomics AND metabolomics AND
multi-omics OR “data integration” AND NOT transcriptomics AND NOT genomics) &
possivel observar a clara tendéncia de crescimento, especialmente a partir do ano de

2019, como ilustrado na Figura 1.4.

Publicacoes por ano na area de multi-omicas

Publicacbes
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Figura 1.4. Publicacbes em multi-Omicas envolvendo dados protebémicos e

metabolémicos ao longo dos anos na plataforma Scopus.

Nos ultimos anos, trabalhos de integracdo de dados 6micos de prote6mica
e metabolémica em amostras humanas vém apresentando resultados interessantes.
Utilizando o programa IPA, Boccio et al. (2016) obtiveram uma rede de correlagao
entre proteinas e metabdlitos em pacientes com esclerose multipla, sendo possivel
observar também as diferentes vias metabdlicas alteradas devido a doenca. Alcazar
et al. (Alcazar et al., 2021) utilizaram uma abordagem similar com o programa IPA

obtendo uma rede de integracdo entre proteinas, metabdlitos, miRNA e lipidios,



35

adquirindo assim uma rede quadra-Omica para a identificacdo de assinatura integrada
de biomarcadores em pacientes com diabetes tipo I. Por meio de uma abordagem
diferente, mais focada a analise correlacional e na criacdo de modelos de regressao
e classificacdo, Cambiaghi et al. (2018) observaram a progresséo de choque séptico
em pacientes, e a sua relacdo com lipidios e proteinas da cascata de coagulacao.
Semelhantemente, Kiebish et al. (2020) utilizaram regresséo logistica para construir
um painel integrado de biomarcadores entre proteinas e metabdlitos para avaliar a

progressao de cancer de prostata em pacientes.

Chen et al. (2020) apresentaram resultados interessantes em relacéo a
sindrome metabolica, uma das muitas comorbidades relativas ao BD, em uma
abordagem de integracdo de dados de metabolémica, protebmica e peptidémica,
obtendo o perfil molecular de seis diferentes tipos de doencas dentro da sindrome
metabdlica, tal como o perfil de cada um dos grupos de pacientes analisados, obtendo
assim as suas assinaturas bioldgicas, mostrando diferentes clusters para cada um dos
diferentes tipos, além de construirem uma rede de integracéo entre as trés diferentes
Omicas analisadas. Além disso, por meio da construcao de uma curva ROC (do inglés,
receiver operating characteristic), foi possivel observar que a integracdo de dados
possui uma capacidade de predicdo maior que cada uma das 6micas separadas,
mostrando a importancia das abordagens integrativas nho  ambito
diagnostico/prognostico. Apesar dos avangos na area de biologia de sistemas e
integracdo 6mica, o niumero de publicacdes na area da psiquiatria € muito limitado.
Dentro dos ultimos cinco anos, s6 houveram dois trabalhos que fizeram uso de
estratégias integrativas de protebmica e metabolémica para avaliar transtornos
psiquiatricos. Em 2018, Gui et al. (2018) utilizaram o programa IPA para integrar dados
de protedmica e metabolémica obtidos por meio da analise do plasma sanguineo de
pacientes com transtorno depressivo maior, descobrindo alteragbes em vias
metabdlicas relacionada ao metabolismo de fosfolipidios, transporte de lipidios,
inflamacé&o e sistema imune. Em seguida, Madrid-Gambin et al. (2019) analisaram o
plasma de criangas de 12 anos que sO desenvolveram sintomas psicoticos aos 18
anos, com o intuito de descobrir marcadores precoces de experiéncias psicoticas,
utilizando analise de correlagdo candnica regularizada para correlacionar dados de
protedmica e metabolémica. A partir dessa abordagem, os autores obtiveram um

conjunto de lipidios alterados entre os grupos controle e psicotico e uma rede de
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integracdo mostrando uma forte correlacdo entre os lipidios associados com
experiéncias psicoticas e plasminogénio, indicando que o lipidoma e o proteoma de
tais pacientes que apresentaram sintomas psicoticos aos 18 anos ja estava alterado
aos 12 anos, o que pode indicar que alteracdes metabdlicas podem estar relacionadas

a possivel vulnerabilidade a episddios psicéticos.

Apesar do numero de trabalhos de multi-6micas estar em constante
crescimento, trabalhos que de fato integram os dados de diferentes dmicas, em
especial metabolémica e protebmica, é limitado. Muitos autores denominam seus
trabalhos como integrativos, porém, analisam separadamente cada conjunto de dados
o6micos, utilizando os resultados de ambos juntos somente na interpretacao biologica,
0 que é ndo é a estratégia mais adequada, visto que a integracdo de dados consiste
na combinagdo simultanea de dados 6micos individuais a fim de entender a interagéo
das diferentes moléculas, funcionando como uma ponte entre duas ou mais diferentes
Omicas, para assim facilitar a ligacdo entre o gendétipo e o fendtipo (Subramanian et
al., 2020).

Visto a necessidade de se obter informagbes relevantes quanto aos
mecanismos bioquimicos relativos ao BD que possam revelar potenciais alteracfes
causadas pela doenca, optou-se por utilizar uma abordagem de integracédo de dados
protebmicos e metaboldbmicos obtidos por meio da analise do soro sanguineo de
pacientes com BD em comparagdo com controles saudaveis neste trabalho, fazendo
uso de estratégias bioinformaticas de correlacdo canbnica e regressao logistica para

a integracao de tais dados.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivos gerais

O objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo das potenciais conexdes
entre proteinas e metabdlitos em amostras de soro sanguineo de pacientes com
transtorno bipolar (BD) em comparacdo com controles saudaveis (HC) e suas
possiveis correlacdes com comorbidades relacionadas ao BD, bem como a analise de

um painel de metabdlitos com o potencial de diferenciar pacientes com BD e HC.

2.2.0bjetivos especificos

¢ Determinacao e identificacdo dos metabolitos presentes no soro sanguineo de
pacientes com BD e HC;

e Aplicacédo de andlises estatisticas para integrar dados demograficos e clinicos,
dados metabolémicos e dados protedmicos;

e Construcdo e andlise de uma rede de correlacédo entre proteinas, metabdlitos
e dados demograficos e clinicos;

e Proposicao de um painel de metabdlitos com o maior potencial de diferenciacao

entre os grupos BD e HC.
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3. Parte Experimental

3.1.Pacientes e amostragem

As amostras de soro sanguineo provenientes de individuos saudaveis
(grupo controle) e de pacientes com BD foram adquiridas em parceria com o Prof.
Claudio Banzato (Departamento de Psiquiatria, Faculdade de Ciéncias Médicas,
Unicamp). O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp
(protocolo 775/2010), sendo que todos os pacientes assinaram um termo de

consentimento antes da coleta das amostras.

Os participantes da pesquisa ndo poderiam possuir nenhuma outra doenca
concomitante, como AIDS, hepatite, doencas enddcrinas ou metabdlicas, ou fazer uso
de substancias (exceto nicotina), além de ndo estar em periodo de gravidez ou pos-
parto. Os voluntarios do grupo controle foram selecionados dentre a comunidade e,
para serem elegiveis, os individuos deveriam ter idade entre 18 e 65 anos e néo
possuir histérico de qualquer condicdo psiquiatrica (atual ou anterior), bem como
nunca ter feito uso de medicamentos psiquiatricos. Além disso, somente voluntarios
sem histérico familiar de transtornos mentais maiores (transtornos no espectro da
esquizofrenia, transtornos de humor e suicidio) foram incluidos, além dos critérios de
exclusao utilizados para os pacientes do grupo de pacientes com BD. O sangue foi
coletado em um tubo Vacutainer, deixado em temperatura ambiente por 30 minutos e
depois colocado em gelo para que se efetuasse a coagulacdo do sangue. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 3500 g por 15 minutos a 4 °C. O soro sanguineo
obtido foi entdo transferido para microtubos e guardado a -80 °C para posterior

andalise.

Este estudo envolveu 14 pacientes com transtorno bipolar (grupo BD) e 14
controles saudaveis (grupo HC) como o conjunto de dados completo, entretanto, para
cada parte deste estudo, um numero diferente de amostras foi analisado. Para a
integracdo dos dados 6micos, analisou-se 5 pacientes do grupo BD e 8 controles do
grupo HC, visando integrar os dados proteémicos e metabolédmicos de um mesmo

individuo. Para a construcéo do painel de metabolitos utilizando regresséao logistica
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como preditor do BD, utilizou-se o conjunto de dados completo, com 14 pacientes do
grupo BD e 14 controles do grupo HC.

Os dados clinicos e demograficos dos individuos cujos soros sanguineos
foram analisados empregando a estratégia metaboldmica sdo apresentados na
Tabela 1.1 (conjunto de dados completo) e na Tabela 1.2 é descrito o conjunto de
amostras pareado para a integracdo de dados metabolémica-proteémica. Observa-se
gue a média de idade entre os grupos bipolar e controle sdo parecidos, bem como a
porcentagem de mulheres/homens incluidos no estudo e o indice de massa corporea

(IMC) dos mesmos.

Tabela 1.1. Dados clinicos e demograficos das amostras utilizadas na analise
metabolémica, conjunto de dados completo (SD: desvio padrdo; HC: controles

saudaveis; BD: pacientes com transtorno bipolar)

Fatores BD (n = 14) HC (n = 14) p-valor

Idade (anos); media (SD) 40 (19) 43 (15) 0,7242
Género F/M; n (%) 9/5 (64/36) 10/4 (71/28)  0,686"
IMC; kg m2; média (SD) 26,4 (5,4) 25,0 (1,9) 0,3692

Tipo de medicagao; n (%)

Anticolinérgico 1(2,9)
Anticonvulsivo 8 (23,5)
Estabilizador de humor 12 (35,3)
Antipsicético 11 (32,3)

Antidepressivo 2 (5,9)

aTeste-t de Student, ® Pearson Chi-Square
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Tabela 1.2. Dados clinicos e demogréficos das amostras pareadas nos estudos de
metabolémica e protedmica (SD: desvio padrdo; HC: controles saudaveis; BD:
pacientes com transtorno bipolar)

Fatores BD (n = 5) HC (n = 8) p-valor

Idade (anos); média (SD) 34 (11) 38 (10) 0,5042
Género F/M; n (%) 3/2 (60/40) 5/3 (63/38) 0,928°
IMC; kg m2; média (SD) 25,4 (5,3) 24,7 (1,9) 0,7932

Tipo de medicacéo; n (%)

Anticolinérgico 1(9,1)
Anticonvulsivo 2 (18,2)
Estabilizador de humor 4 (36,4)
Antipsicético 4 (36,4)

aTeste-t de Student, ® Pearson Chi-Square

3.2.Analise metabolémica utilizando cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC-MS)

Os metabolitos das amostras de soro sanguineo foram extraidos utilizando
um processo simples de precipitacdo de proteinas, utilizando 50 uL de soro sanguineo
e 150 yuL de MeOH. A mistura foi submetida a agitacdo em vortex e em seguida
centrifugada. O sobrenadante da extracéo foi separado, e em seguida seco em um
concentrador centrifugo a vacuo, sendo que as amostras secas foram entdo
derivatizadas utilizando um processo composto por duas etapas, com a adicdo de uma
solucdo de 10 pL de metoxiamina em piridina (40 mg mL1), que foi mantida a 30 °C
durante 90 minutos. Em seguida, adicionou-se 90 pL de N-metil-N-
trimetilsililfluoroacetamida (MSTFA) com 1 % (v/v) de trimetilclorosilano (TCMS),
mantendo as amostras incubadas a 37 °C durante 30 minutos. Em seguida, 60 pL de
uma solucéo de acido pentadecandico em heptano (10 pg mL™?) foi adicionada como

padrdo interno em cada amostra. Para observar possiveis fontes de variagdo nas
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andlises das amostras, um terceiro grupo de amostras, chamado de controle de
qualidade (QC) foi também analisado. Amostras de controle de qualidade consistem
em um pool (mistura) de todas as amostras, por meio da aliquotagem de 5 pL de cada
uma das amostras. Trés brancos também foram preparados e analisados para a
remocdo de picos cromatograficos ndo correspondentes as amostras, onde o
processo de extragcdo das amostras QC e dos brancos foram realizadas utilizando o

mesmo protocolo de preparo das outras amostras.

ApOs o preparo das amostras, as mesmas foram inseridas em vials para a
andlise via GC-MS, onde utilizou-se um cromatégrafo a gas HP 5890 Series Il
acoplado a um espectrémetro de massas HP 5970 Series Quadrupole Mass Selective
Detector (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Para a andlise, utilizou-se uma coluna
Agilent HP5-MS 30 (+10) m x 0,25 mm x 0,25 pm, com uma vazéo do gas de arraste
(He) de 1 mL mint, temperatura do injetor de 250 °C e utilizando o modo de injecdo
splitless, injetando 1 pL utilizando uma seringa de 10 pL. A corrida cromatogréfica
consistiu em uma rampa de aquecimento, com temperatura inicial de 60 °C mantida
por 1 minuto, com uma taxa de aquecimento de 10 °C min?, até alcancar uma
temperatura final de 325 °C que foi mantida por mais 10 minutos, até o tempo final da

corrida de 38 minutos.

Para facilitar a posterior identificacdo dos metabdlitos, preferiu-se utilizar o
protocolo e as condi¢cBes de analise descritas por Fiehn e colaboradores (Kind et al.,
2009), por ser compativel com a utilizacéo da biblioteca espectral FiehnLib que, além
da informacdo espectral, possui também as informacBes de tempo de retencdao,
extremamente importantes para aumentar a precisdo das posteriores identificacdes.
Os dados adquiridos foram exportados em formato .AlA no software GC Chemstation,
sendo em seguida transformados em formato .d utilizando o software Agilent GC-MS
Translator, sendo posteriormente convertidos em formato .abf utilizando o software
MS-DIAL ABF File Converter. Os arquivos em formato .abf foram entdo analisados no
software MS-DIAL (Tsugawa et al.,, 2015) para a identificacdo dos picos
cromatograficos, deconvolucéo e identificacdo. Os parametros utilizados na etapa de

pré-processamento sdo apresentados na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Pardametros utilizados no pré-processamento dos dados no software MS-
DIAL

Parametro Valor
Parametros de coleta de dados
Retention time begin 0
Retention time end 100
Mass range begin 0
Mass range end 1000
Parametros de deteccao de picos
Smoothing method LinearWeightedMovingAverage
Smoothing level 3
Average peak width 20
Minimum peak height 1000
Mass slice width 0,5
Mass accuracy 0,5
Parametros de Deconvolucao
Sigma window value 0,5
Amplitude cut off 10
Identificacao
Retention time tolerance 100
Retention index tolerance 100
El similarity library tolerance 70
Identification score cut off 70
Use retention information for scoring True
Use retention information for filtering False
Use quant masses defined in MSP format file False
Pardmetros de alinhamento
Retention index tolerance 20
Retention time tolerance 0,075
El similarity tolerance 70
Retention time factor 0,5
El similarity factor 0,5
Identification after alignment False
Gap filling by compulsion True
Basepeak mz selected as the representative quant mass False
Ajustes de filtragem
Peak count filter 0
Remove feature based on peak height fold-change True
Sample max / blank average 5
Sample average / blank average 5
Keep identified and annotated metabolites True
Keep removable features and assign the tag for checking True

A tabela de dados contendo as identificacOes feitas através da biblioteca
FiehnLib (Kind et al., 2009) e as suas respectivas intensidades no cromatograma de
ions totais (TIC) foram analisadas na plataforma estatistica R (Versao 3.6.0) (R Core
Team, 2018) para a avaliacdo dos desvios padrdes relativos (RSD) dos metabdlitos

nos controles de qualidade (QCs). Caso o metabdlito apresentasse um valor de RSD
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acima de 30 %, este era excluido de posteriores analises estatisticas, por ser
considerado inconsistente ao longo das corridas cromatograficas.

Optou-se por fazer uma segunda curadoria dos metabdlitos identificados e
considerados consistentes (RSD < 30 %) usando o banco de dados Golm Metabolome
Database (GMD) (Hummel et al., 2010), onde devido a possiveis oscilagcbes no
equipamento durante as analises, foi observada uma variacdo de cerca de + 0,2
minutos em relacdo ao observado na biblioteca. Para a anotacdo definitiva do
metabdlito, utilizou-se um nivel de similaridade = 70% na biblioteca FiehnLib e uma
confirmagdo do mesmo metabdlito na biblioteca GMD. Os metabdlitos que
apresentaram inconsisténcias entre as identificacbes nas duas plataformas foram
considerados como desconhecidos (Unknown), sendo que alguns destes foram
identificados somente com 0s seus grupos funcionais, por meio de umas das

funcionalidades do banco de dados GMD.

3.3.Protebmica

Mais informacdes relativas a descricdo experimental e tratamento de dados
das andlises protebmicas esta presente no artigo publicado por Santa Cruz et al.
(2021), ndo sendo objeto de estudo dentro deste trabalho. As amostras de soro
sanguineo foram depletadas utilizando um sistema Akta Start FPLC (GE Healthcare,
Alemanha), com uma coluna HiTrap de afinidade com albumina e IgG. Os peptideos
provenientes da digestdo de proteinas com tripsina foram analisados utilizando um
sistema de UHPLC Ulimate3000 acoplado a um espectrdmetro de massas LTQ-
Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). Utilizou-se o software
MaxQuant com o banco de dados Human Uniprot para a anadlise de dados e
identificacdo das proteinas. A lista de proteinas proveniente dos pacientes que foram

analisados conjuntamente nas andlises metabol6micas foi utilizada neste estudo.

3.4.ldentificacdo, analise estatistica e integracdo de dados 6micos

Para realizar a integracdo dos dados metabolémicos com os dados de
protedmica obtidos previamente por nosso grupo (Santa Cruz et al., 2021), a analise
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estatistica foi feita separadamente para cada um dos dados 6émicos, a fim de
determinar os metabdlitos e proteinas diferenciais entre o grupo de pacientes com

transtorno bipolar (BD) e controles saudaveis (HC).

Os dados de protebmica e metabolébmica foram submetidos a
transformacao logaritmica (logz), e os dados de metabolémica foram normalizados
utilizando as intensidades do padréo interno para cada amostra. A homogeneidade
das amostras foi analisada utilizando a analise de componentes principais (PCA).
Utilizou-se a linguagem estatistica R (versdo 3.60) para a analise dos dados. A PCA
foi realizada utilizando a fungédo ‘prcomp’ incluida no pacote ‘stats’. Os pacotes

‘boxplot’, ‘beanplot’, ‘gplot’, ‘ggplot2’ e ‘igraph’ foram utilizados para visualizacao dos

dados.

O efeito dos diferentes fatores clinicos e demogréaficos como idade, género,
IMC, status da doenca, uso de antipsicoticos e estabilizadores de humor foram
avaliados nos datasets de proted6mica e metabolémica individualmente. Ambos os
conjuntos de dados foram centrados na média e autoescalados, e em seguida a
contribuicdo relativa de cada fator (caso-controle, IMC, idade, género e uso de
medicacdo) para a variancia total no conjunto de dados foi estimada por meio de um
modelo de regressao linear onde as intensidades normalizadas dos metabdlitos e
proteinas foram sujeitas a regressdo em relacao ao fator de interesse, obtendo assim
valores de R? para cada variavel, que sédo ranqueadas em seguida em relacéo a seu
valor de mediana de R?, mostrando quais variaveis explicam a maior parte da variancia
dos dados (McCarthy et al., 2017). Para este procedimento, utilizou-se os pacotes

‘SingleCellExperiment’ (Amezquita et al., 2020) e ‘scater’ (McCarthy et al., 2017).

Os dados de protebmica e metabolémica foram analisados utilizando
Analise de Correlagdo Candnica Generalizada com o pacote ‘mixOmics’ (Singh et al.,
2017). O modelo foi construido utilizando a fungéo ‘block.splsda’, onde os principais
contribuidores (loadings utilizados para maximizar a covariancia entre X e Y) foram
exportados, a fim de proceder com a andlise de correlacdo parcial. Todos os
metabdlitos e proteinas que apresentaram um coeficiente de contribuicdo maior que
|0,15| foram selecionados para a analise de correlacdo parcial, bem como os dados
clinicos e demograficos apresentados na Tabela 1.2.
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A correlacdo de Spearman foi feita utilizando a funcdo ‘rcorr’ do pacote
‘Hmisc’. O pacote ‘gpgraph’ foi utilizado para a correlacao parcial de primeira ordem.
A funcao ‘gqpAvgNrr’ foi utilizada para avaliar a taxa média de ndo-rejeicao, onde um
limiar de 0,4 foi utilizado para filtrar possiveis correlacdes espurias entre diferentes
variaveis na rede de correlacdo. A rede de correlagdo parcial foi construida e

visualizada utilizando o pacote ‘igraph’ (Csardi & Nepusz, 2006).

Para identificar as diferencas nos niveis de proteinas e metabdlitos nos
pacientes, foi realizado um teste t. As intensidades diferenciais dos metabdlitos e
proteinas (p-valor < 0,05) entre os grupos BD e HC foram ilustrados na forma de
beanplots (Kampstra, 2008), sendo que um script préprio foi utilizado para observar a
dispersdo das intensidades entre as amostras. Os metabdlitos significativos foram

entdo selecionados para modelagem via regressao logistica iterativa.

Modelos de regressao logistica ridge foram desenvolvidos para realizar a
estratificacdo entre os grupos BD e HC. Os diferentes metabdlitos medidos neste
estudo foram utilizados tanto individualmente quanto em uma combinagdo para a
modelagem. Um esquema recursivo de eliminacdo foi implementado para a selegéo
dos metabdlitos, onde estes foram incorporados ou removidos de maneira iterativa.
Os modelos foram ajustados para os dados demogréficos (IMC, género e idade) e sua
precisao foi determinada através da area sob a curva (AUC, do inglés area under
curve), que foi estimada através de bootstraping (1000 vezes). O modelo com a maior
AUC foi considerado como o melhor modelo, sendo entédo construida uma curva ROC
utilizando o pacote pROC’. Os modelos de regresséo ridge utilizando a funcao
‘cv.glmnet’ necessitam de um hiper-parametro ‘A’, onde o ‘Amin’ corresponde ao erro

minimo da valida¢éo cruzada (10-fold CV).

Os scripts utilizados neste capitulo para as analises estatisticas, utilizando
linguagem de programagdo R, bem como o fluxo de trabalho utilizado estéo
disponiveis publicamente na pagina:

https://github.com/Hcarachoribeiro/Metabolomics_08 22 .
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4. Resultados e discussao

4.1.Anotacdo dos metabdlitos, analise estatistica e selecdo de variaveis

Antes de proceder com a analise, verificou-se a distribuicdo das amostras
frente as variaveis no conjunto completo dos dados metabolémicos, antes e apds 0s
processos de normalizacdo, transformacao logaritmica e escalamento, na forma de

um gréfico boxplot (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Gréafico de boxplot dos dados de metabolémica para cada amostra antes

e apos normalizacao, transformacéo logaritmica e escalamento.
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ApOs o pré-processamento e a verificagdo da distribuicdo dos dados de
metaboldmica, procedeu-se com a etapa de anotacdo dos metabdlitos presentes nas
amostras. Inicialmente identificou-se 527 molecular features e, ap0s a anotacdo
utilizando a biblioteca FiehnLib e a biblioteca GMD, 69 metabalitos foram selecionados
para a posterior analise estatistica. A tabela contendo os tempos de retencéo
observados, a identificacao inicial na biblioteca FiehnLib e a identificagdo na biblioteca
GMD esta presente nos Anexos. A tabela de dados total contendo os metabdlitos
anotados e seus niveis, bem como os dados brutos utilizados neste capitulo, estdo
presentes na plataforma MetabolomicsWorkbench (Sud et al., 2016), sob o niUmero

de acesso ST001946.

Os metabdlitos obtidos das amostras dos grupos BD e HC foram avaliados
usando analise multivariada. O gréfico de escores da analise de componentes
principais apresentou baixa variancia das amostras de QC (Figura 1.6),
demonstrando a qualidade dos dados, visto que a baixa variancia dos QCs indica que

possiveis variacdes instrumentais ndo foram significantes estatisticamente.
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Figura 1.6. Grafico de escores da analise de componentes principais (PCA) dos dados

metabolémicos obtidos por GC-MS.

Os graficos de escores da analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) dos dados de metaboldmica apresentam uma tendéncia de

separacao entre os grupos de amostras nas duas componentes (Figura 1.7A). O teste
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ROC multivariado mostrou uma AUC de 0,95, confirmando a validade do modelo
multivariado. Os testes ROC multivariados podem ser utilizados como parametro de
validacéo cruzada para modelos PLS-DA e apresentam melhor performance do que a
utilizacdo de parametros normalmente utilizados como R? e Q? para determinar
pequenas diferencas entre grupos. Os valores de AUC vao de 0,5 (onde considera-se
que o modelo proposto ndo possui capacidade discriminatéria) até 1 (valor que
expressa a capacidade do modelo de discriminar perfeitamente entre 0s grupos)
(Szymanska et al., 2012). O gréfico de escores dos dados de protebmica apresentou
separacgdo consistente na primeira componente entre os dois grupos (Figura 1.7B),
com um valor de AUC de 0,97 nos testes de performance do modelo. Em seguida,
utilizando a funcéo ‘circosPlot’ do pacote ‘mixOmics’, foi realizada uma andlise de
correlacdo, onde os principais contribuidores para as analises de correlagdo foram
selecionados utilizando um limiar de |0,15| (Figuras 1.7C e 1.7D).
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Figura 1.7. Grafico de escores da PLS-DA multi-bloco dos dados metabolémicos (A),
protedmicos (B), e os metabdlitos e proteinas mais significativos (C e D), que serdo

utilizados na analise de correlagéo parcial.
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4.2.InteracOes entre proteinas e metabodlitos no BD utilizando correlagéo

parcial em formato de rede

Para observar as interacdes entre as proteinas e os metabdlitos no BD,
utilizou-se os principais contribuidores de cada conjunto de dados e os dados
demogréficos apresentados na Tabela 1.2 para construir uma rede de correlagdo
parcial. Como esperado, a diferenciagcdo Caso-Controle (CC) foi a variavel que
explicou a maior parte da variancia dos dados, tanto na metabolémica, quanto na

protedmica (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Principais fatores de confusao nos conjuntos de dados de metabolémica
e protedmica, demonstrando a ordem de influéncia na variancia dos dados (Caso-

Controle (CC) > tipo de medicacao > IMC > género > idade).

Na rede de correlacdo parcial (Figura 1.9), é visivel a importancia do nodo
CC como o hub principal da rede, com 13 metabdlitos e 5 proteinas ligados a ele. Os
dados mostraram uma intensa tendéncia de agrupamento dentro de cada conjunto de

dados, porém, as interacdes abordadas serédo as que ocorrem entre os dois conjuntos

de dados.
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Somente os metabdlitos e proteinas que mostraram ligacdo direta
com o nodo Caso-Controle (CC) foram selecionados para discussao, somente
se a proteina e 0 metabdlito apresentassem ambos a ligacdo com o nodo CC.

Os processos biolégicos das proteinas foram determinados utilizando
a plataforma Reactome (Jassal et al., 2020), usando o modo Analysis. Dentre as
proteinas que apresentaram ligacdo com o nodo CC (A2M, SERPINF2,
SERPIND1, SERPINA1 e C8A)*, somente a C8A néo estava relacionada com
processos de hemostase. Entretanto, a C8A esta relacionada a cascata de
coagulacédo devido a sua participacdo na cascata complemento (Ogata et al.,
1999), o que pode explicar sua associagcédo com processos de heméstase. Como
a C8A nao apresentou ligacdo com nenhum metabdlito na rede de correlacéo,
foi retirada de posterior analise. Dez metabdlitos apresentaram as interacées
requeridas (3-hidroxipiridina, acido araquidico, &cido aspértico, colesterol, acido
citrico, acido heptadecandico, homoserina, serina, p-cresol e acido estearico).
Estes metabdlitos serdo discutidos a seguir, a respeito de suas interacées com

as proteinas e suas possiveis relacées com o BD.

Dentre as comorbidades comumente reportadas em pacientes com
BD, doencas cardiovasculares (DCVs) estdo entre as mais discutidas na
literatura. Em comparacdo com individuos sadios, pacientes com BD
apresentam um risco maior de apresentarem sindrome metabdlica (SMet) e
desenvolvimento de DCV, ambas relacionadas com alteracbes na hemdostase e
em processos inflamatérios (Goldstein et al., 2009; Hoirisch-Clapauch et al.,
2014; Leboyer et al., 2012; SayuriYamagata et al., 2017). Como ndo ha uma
visao clara de diversos aspectos da fisiopatologia do BD, a busca por um melhor
entendimento das alteracdes bioquimicas causadas pela doenca e seu
tratamento € um objeto de estudo relevante. Logo, novas descobertas sdo
cruciais para confirmar ou corroborar hipoteses levantadas anteriormente. Uma
destas hipoteses correlaciona o BD como uma doenca multissistémica,
causando alteracfes em processos inflamatorios e alteracbes cardiovasculares
(Goldstein et al., 2009; Hoirisch-Clapauch et al., 2014; Leboyer et al., 2012).

"1 a2M - alfa-2-macroglobulina; SERPINF2 - alfa-2-antiplasmina; SERPINDL1 - cofator heparina I
SERPINAL - alfa-1-antitripsina; C8A — componente complemento C8 cadeia alfa
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Apesar de ser possivel observar que o efeito da doenca é o
responsavel pela maior parte da variancia dos dados, como mostrado na Figura
1.8, ainda é possivel observar que as medicacdes utilizadas pelos pacientes
contribuem para a variancia entre BD e HC. Dado a vasta gama de medicacoes
gue podem ser utilizadas no tratamento do BD, observou-se apenas os efeitos
das medicacbes utilizadas pelos pacientes neste estudo, em especial,
estabilizadores de humor e antipsicéticos. Por exemplo, observa-se na literatura
gue o tratamento com risperidona levou a uma reducao na absorcéo da glicose
em adipécitos e promoveu a lipogénese em modelos animais (possivel aumento
da obesidade) (Vestri et al., 2007), alteraces em metabdlitos relacionados ao
metabolismo energético, metabolismo de neurotransmissores, metabolismo de
acidos graxos e fosfolipidios, além de niveis aumentados de glicose apés o
tratamento (Xuan et al., 2011), o que pode levar a um maior risco de desenvolver
SMet e outras DCVs. No trabalho de Paredes et al. (Paredes et al., 2014) é
possivel observar que os niveis de insulina em pacientes esquizofrénicos
tratados com medica¢Bes consideradas de alto risco para o desenvolvimento de
SMet é significativamente maior que os de médio e baixo risco, além disso, &
possivel observar alteracdes em di e triacilglicerdis em pacientes sob tratamento
com medicac¢Bes de médio risco (quetiapina e risperidona), onde é sugerido uma
possivel alteracdo na producao de energia, desfavorecendo a quebra dos lipidios
para o ciclo do acido citrico, favorecendo a lipogénese, reduzindo metabdlitos
relacionados a producdo de energia e aumentando o nivel de triacilgliceréis
depositados nos tecidos, aumentando assim a gordura corporal e
consequentemente o ganho de peso, bem como metabdlitos de degradacao do
colesterol. Lenski et al. (2021) em seu trabalho analisaram o efeito de drogas
psicotrépicas em pacientes psiquiatricos ap6s 1 més e 3 meses de uso, e
observaram alteracbes em diversas vias metabdlicas, além de alteracdes
mitocondriais e disfuncdo na beta-oxidagdo de acidos graxos, tal como a
disfuncdo de enzimas responséaveis pela sintese de carnitinas, responsaveis
pelo transporte de acidos graxos na mitocondria, levando a uma reducdo da
lipdlise, promovendo o aumento do estoque de acidos graxos nos adipdcitos e
hepatocitos, e consequentemente, ao aumento de peso dos pacientes. Em um
estudo de meta-andlise de pacientes com esquizofrenia e outros transtornos

psiquiatricos relacionados, Mitchell et al. (2013) observaram que pacientes apos
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tratamento com antipsicoticos apresentam risco aumentado de desenvolver
SMet, apesar destes possuirem ja um risco aumentado devido a sua condigdo
psiquiatrica, o que levanta a questdo da reavaliagdo das metodologias de
tratamento de pacientes acometidos por alguma condicéo psiquiatrica levando
em conta este risco de desenvolvimento de SMet, que pode no futuro levar a
DCVs mais graves. Apesar dos estudos previamente citados indicarem
alteracdes relacionadas ao metabolismo de glicose, lipidios e consequentemente
sua relacdo direta com riscos do desenvolvimento de diabetes devido a
medicacdo, existem resultados conflitantes na literatura, que apontam o
contrario. Newcomer (2005) observou em seu estudo de revisdo que o
tratamento com risperidona e quetiapina ndo estao relacionados a efeitos de
dislipidemia ou possiveis riscos de aumento do risco de desenvolver diabetes,
tal como alteracdes nos niveis de glicose e de lipidios, exceto quando misturados
com outras medicacdes que produzem esse efeito colateral. Ward et al. também
observaram resultados semelhantes em seu estudo, concluindo que o
tratamento com antipsicéticos podem ndo ser o fator primario que indica
alteracdes nos niveis de insulina em pacientes esquizofrénicos, apesar de poder

se observar o aumento em alguns acidos graxos (Ward et al., 2018).

A partir da analise da rede de integracdo 6mica, a proposta foi analisar
as interacdes entre os metabdlitos, proteinas e dados demograficos a nivel de
vias, em um formato upstream (de metabdlitos para proteinas). Dentre os
metabdlitos selecionados, que apresentaram uma ligacéo direta com o nodo CC,
o0 p-cresol foi 0 Unico que apresentou uma correlacdo positiva, o que indica niveis
aumentados deste metabdlito nos pacientes com BD em relacdo aos controles.
O p-cresol apresenta uma ligacdo com a proteinas SERPINF2 (alfa-2-
antiplasmina), proteina relacionada & hemostase e a cascata complemento, e
que possui efeito supressor da agregacdo de plaquetas através da inibicdo de
espécies reativas de oxigénio, assim inibindo a ativacdo de ERK1/2, TXA2 e
fosforilagdo p38 (Chang et al.,, 2011). O p-cresol também foi reportado na
literatura por causar disfuncdo da funcéo endotelial, de reparos de ferimentos e
resposta a citocinas (Cerini et al., 2004; Chang et al., 2014). Este metabdlito &
produzido no corpo humano como um produto final da quebra de proteinas por

bactérias intestinais e esta intimamente relacionado a microbiota intestinal. Ha
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diversas evidéncias na literatura de disfuncbes na microbiota intestinal de
pacientes com BD, correlacionando estas alteragGes com alteracdes na ativacao
da resposta imune, inflamacéo e funcao cerebral (Hu et al., 2019; Lu et al., 2019),
apesar dos mecanismos dessa correlacdo ndo estarem claramente elucidados.
O &cido citrico apresentou uma correlagdo negativa com o nodo CC e a A2M
(alfa-2-macroglobulina), que também esta relacionada a hemostase. Scaravilli et
al. (2018) estudaram os efeitos do acido citrico na coagulacéo, indicando que o
citrato possui atividade anticoagulante, apresentando um efeito acidificante no
sangue semelhante ao acido latico. Além disso, alteracdes no ciclo do acido
citrico podem afetar a producdo de plaquetas, levando a alteracdes na

hemostase (Kulkarni et al., 2019).

Trés acidos graxos também apresentaram correlacdo direta com o
diferenciador caso-controle e com ao menos uma proteina ligada a este nodo. O
acido araquidico esta ligado a proteina A2M, enquanto o 4cido esteérico se liga
a SERPINDL1 (cofator heparina Il), e o acido heptadecandico a SERPINAL1 (alfa-
l-antitripsina). O acido araquidico foi reportado na literatura por ter uma
correlacgéo significativa com o dimero-D, um marcador de coagulagdo sanguinea
(Scarabin et al., 2001), que pode ser utilizado como marcador de trombogénese
(Lip & Lowe, 1995). Quanto ao acido estearico, sua relacdo com hemaostase e
coagulacao é deveras conflitante. Lange et al. (2019) indicaram que um aumento
nos niveis de fibrinogénio esta correlacionado com os niveis de &cido esteérico.
Entretanto, os autores pontuaram que essa relacdo ndo deve ser levada
completamente em consideracdo para qualquer tipo de concluséo referente a
relacdo entre niveis de acidos graxos e alteracdes na coagulacdo sanguinea,
visto que outros estudos sdo conflitantes. Outros trabalhos reportam que néo ha
uma relacao clara entre os niveis de acido estearico e alteragdes na hemdstase
e coagulacao (Gebauer et al., 2014; Thijssen et al., 2005; Tholstrup, 2005),
sendo necessarios mais estudos para concluir algo sobre esta correlagdo. O
acido heptadecandico, por sua vez, apresentou uma associacao inversa com
leptina e o inibidor-1 do ativador de plasminogénio, que vem sendo associado a
DCVs (Kurotani et al.,, 2017). Além disso, niveis aumentados de &cido

heptadecandico se correlacionam com a reducdo nos riscos de diversas
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condic@es clinicas, como diabetes tipo 2, DCVs, SMet e processos inflamatorios
(Jenkins et al., 2015; Pfeuffer & Jaudszus, 2016; Venn-Watson et al., 2020).

A proteina A2M também apresentou ligacdo com o colesterol na rede
de integracdo, onde este € conhecido por influenciar a ativagdo de plaquetas
(Wang & Tall, 2016), assim como possuir uma relacao direta com a lipoproteina
de alta densidade (HDL do inglés high density lipoprotein), que possui efeitos
antitrombdéticos (van der Stoep et al., 2014; Wang & Tall, 2016). O colesterol
apresenta uma correlacdo negativa com o nodo CC, o que significa que ele
possui niveis reduzidos nos pacientes com BD em comparagdo com controles.
Isso pode ser explicado pelo fato de os pacientes deste estudo estarem todos
em estado eutimico apds o tratamento. Pode-se supor que devido aos niveis
reduzidos de colesterol, os niveis de HDL e lipoproteina de baixa densidade
(LDL, do inglés low density lipoprotein) nos pacientes também serd menor devido
a menor disponibilidade de colesterol no organismo. Entretanto, uma relacao
clara entre tais interacdes ndo pode ser concluida sem um estudo aprofundado

dos perfis lipidicos dos pacientes.

Trés aminoacidos apresentaram as interacdes indicadas como
requisitos neste estudo. Acido aspartico (ligado & A2M), serina (ligado & A2M) e
homoserina (ligado a A2M e SERPINF2). Os metabdlitos D-acido aspartico e D-
serina sédo estudados devido as suas ligacdes com receptores de NMDA (N-
metil-D-aspartato) e sua relagdo com transtornos mentais como BD e
esquizofrenia (Errico et al., 2018; Gardoni et al., 2021; Ghasemi et al., 2014;
Hashimoto, 2016; Yoshimi et al., 2016). Apesar dos aminoécidos mais
predominantes na natureza e em processos metabdlicos serem os L-
aminoécidos (Errico et al., 2018; Fontanarosa et al., 2017), os D-aminoacidos
também sdo encontrados em mamiferos. A D-serina por exemplo, € sintetizada
no cérebro a partir da L-serina através da enzima serina racemase (Ghasemi et
al., 2014; Hashimoto, 2016; Wolosker et al., 1999). Errico et al. (2018) sugerem
em seu estudo que o D-aspartato pode ser produzido no cérebro com um
mecanismo similar ao qual a D-serina € produzida. Além disso, os autores
sugerem, baseados em estudos anteriores, que a serina racemase pode
contribuir parcialmente para esta conversao (Ito et al., 2016) e que esta enzima

pode ter servido como um precursor evolutivo para a aspartato racemase
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(Graham et al., 2019). O NMDA pode induzir neuroinflamacéo e morte neuronal
com um estimulo anormalmente intenso (Errico et al., 2018), sendo que o
aumento na neuroinflamagé&o foi previamente reportado em pacientes com BD
(Rao et al., 2010). A homoserina pode participar dos mesmos processos que o
acido aspartico, visto que ela pode ser convertida em aspartato através do
intermediario aspartato semialdeido (Liu et al., 2014), participando indiretamente
desta interacdo. Entretanto, observou-se em um estudo de revisdo envolvendo
modelos animais tratados com diversos estabilizadores de humor que o litio, a
carbamazepina e a lamotringina afetam o metabolismo de acido araquidonico e
os receptores de NMDA na célula (Rapoport, 2014), o que leva a crer que efeitos

da medicacdo também podem contribuir para essa alteracdo observada.

4.3. Painel de metabdlitos como preditor do BD

Dentre os métodos de regressdo logistica mais utilizados (ridge,
LASSO e elastic-net), existem diferencas entre as formas de regressao.
Enquanto a regressdo ridge se utiliza de uma penalidade baseada na
multiplicagdo de um hiper-parametro A com a soma dos quadrados dos
coeficientes de regressdo, a regressdo LASSO utiliza os valores absolutos
multiplicados ao hiper-parametro A. A regresséao elastic-net é uma combinacéo
das regressoes ridge e LASSO, utilizando ambas as penalidades, com um hiper-
parametro A para cada uma das regressdes incluidas nessa modalidade, onde
os hiper-parametros A sdo obtidos por meio de validagédo cruzada (Acharjee et
al., 2013). Em metaboldémica, os conjuntos de dados ndo seguem um padrdo
definido, entretanto, o ideal é que o niUmero de amostras seja 0 maior possivel
para melhorar a capacidade de predicdo do modelo. Além disso, é necessario
avaliar o nivel de correlagdo entre as variaveis para selecionar um método de
regressdo. Dentro do conjunto de dados proposto neste estudo, é possivel
observar um alto indice de correlagdo entre as variaveis, como observado no
cluster de metabdlitos na Figura 1.9. Dentre os métodos de regressao, o método
LASSO possui performance menor quando comparado com os outros dois

métodos quando o conjunto de dados apresenta um alto valor de correlacdo
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entre as variaveis quando comparado com o método ridge. Em relacdo ao
meétodo elastic-net, este apresenta performance menor em comparagao com o
meétodo ridge em numeros de amostras pequenos (Bujak et al., 2016; Kirpich et
al., 2018; Neto et al., 2014), o que € o caso do conjunto de dados analisado neste
trabalho. Baseado nos principais contribuidores da analise multi-bloco, plotou-se
os beanplots de cada metabdlito para avaliar a diferenca em suas intensidades
nos pacientes com BD e nos controles, conforme ilustrado na Figura 1.10. Todos
0s metabdlitos, exceto o p-cresol, apresentaram niveis reduzidos nos pacientes
com BD em comparacdo com os controles. Dos metabolitos selecionados na
analise multi-bloco, fez-se uma regressao logistica ridge, ajustando-se o modelo
para IMC, idade e género, para assim obter um painel de metabdlitos para a

diferenciacdo do BD em comparacdo com os controles (Figura 1.11).

Obteve-se um painel com 9 metabdlitos que possuem o maior
potencial de diferenciacdo (acido 3-indolacético, acido araquidico, &cido
aspartico, colesterol, 4cido citrico, homoserina, serina, p-cresol e acido L-
piroglutamico), com uma AUC na curva ROC de 0,833 (intervalo de confianca a
95 %: 0,817-0,914).
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Figura 1.10. Beanplots dos metabdlitos selecionados na andlise de correlacdo
parcial e suas distribuicbes entre os grupos estudados. As linhas menores
apresentam as observacdes individuais referentes a cada amostra, enquanto as
areas amarelas e verdes representam a area de distribuicéo total das amostras

e a linha maior representa a média de tais valores individuais.
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Figura 1.11. Painel de metabdlitos construido utilizando modelagem de

regressao logistica [BD x HC] ajustado para idade, género e IMC.

Analisando os resultados obtidos, observou-se niveis reduzidos de
acido citrico nos pacientes com BD, assim como o acido aspartico, que se
correlaciona ao ciclo do &cido citrico através do 2-oxoglutarato (Araudjo et al.,
2014). O ciclo do acido citrico € a principal rota energética do metabolismo
humano, ocorrendo dentro da mitocéndria. Uma das hipéteses levantadas
guanto aos mecanismos bioquimicos do BD relaciona as alteracdes de humor
com disfuncBes na producéo de energia na mitocondria (Gubert et al., 2013; T.
Kato, 2017; T. M. Kato et al., 2018; Pereira et al., 2018), que pode também ser
correlacionada a hipétese de que o BD é uma doenca multissistémica, afetando
diversas func¢des no corpo humano, inclusive a producao de energia (Leboyer et
al.,, 2012). A serina e homoserina também foram consideradas como
estatisticamente significantes para a diferenciacdo dos pacientes com BD dos
controles. A L-serina participa de diversas reacdes e vias metabolicas, como o
metabolismo de glicerofosfolipideos através do intermediario fosfatidilserina, e

do ciclo do acido citrico, através de sua transformagao em piruvato pela enzima
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serina deaminase (Ogata et al., 1999). Palsson et al. (2015) analisaram o fluido
cerebrospinal de pacientes com BD, que apresentaram niveis reduzidos de
diversos metabolitos em comparagdo com controles sadios, entre eles a L-
serina. Yoshimi et al. (2016) também observaram niveis reduzidos de L-serina
no soro de pacientes com BD, corroborando com os resultados obtidos neste
estudo. Niveis reduzidos de aminoacidos em pacientes com BD também podem
explicar os niveis reduzidos de acido piroglutamico nestes pacientes. Visto que
0 acido piroglutamico € produzido na via de metabolismo de glutationas através
da transformacédo de L-aminoacidos em L-acido piroglutamico pelas enzimas
gama-glutamiltransferase 6 e gama-glutamilciclotransferase (Ogata et al., 1999),
a deficiéncia em L-aminoacidos pode implicar em niveis reduzidos de &cido
piroglutamico. O acido araquidico também foi considerado como um metabdlito
diferencial, com niveis reduzidos em pacientes com BD e é transformado em
eicosanoil-CoA, sofrendo B-oxidac&o para produzir acetil-CoA ao final do ciclo
do &cido citrico (Ogata et al., 1999). Yang et al. (Yang et al., 2017) observaram
um aumento na 3-oxidacdo em acidos graxos de cadeia longa em pacientes com
esquizofrenia e Al Awam et al. (Al Awam et al., 2015) reportaram niveis reduzidos
de &cido araquidico em pacientes com esquizofrenia, mostrando que o
metabolismo de acidos graxos pode estar alterado em pacientes com transtornos
psiquiatricos, corroborando com o0s resultados obtidos. Houve também
alteracdes nos niveis de colesterol nos pacientes com BD. Em um estudo de
meta-analise, Pillinger et al. (Pillinger et al., 2017) compararam os resultados de
diversos estudos em relacdo aos niveis de colesterol, LDL e triglicerideos,
indicando uma possivel correlagcédo entre o colesterol e medicamentos utilizados
para o tratamento de transtornos psiquiatricos como litio (Joshi et al., 2019),
haloperidol, clozapina e aripiprazol (Korade et al., 2017). Devido ao fato de os
pacientes neste estudo estarem medicados, € possivel que os niveis reduzidos
de colesterol observados possam estar relacionados a efeitos colaterais da
medicacdo. Entre os metabdlitos selecionados em nosso painel, o p-cresol foi o
anico que apresentou niveis aumentados nos pacientes com BD em comparagao
com os controles. Aléem de sua funcdo na hemodstase e inflamacao, descrita
anteriormente, o p-cresol pode reduzir Na* e K-ATPase (Calderén-Guzman et
al., 2005). Alteragdes no sistema dopaminérgico, testados em modelos animais

(Goodhart et al., 1987; Pascucci et al., 2020), indicam que a administracao de p-
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cresol pode aumentar comportamentos que mimetizam transtornos de
ansiedade e aumentar os niveis de dopamina, o que pode correlacionar o
aumento dos niveis desse metabdlito com as altera¢cdes causadas no cérebro

causadas pelo BD.

Embora seja possivel observar na literatura alteracbes
correlacionadas entre o BD e os metabdlitos selecionados no painel da Figura
1.11, observa-se também que alteracdes em diversas vias metabdlicas, incluindo
do metabolismo energético, também estdo relacionadas a possiveis efeitos da
medicacgdo, benéficos ou maléficos. Jauhar e Young (2019) descreveram 0s
efeitos medicamentosos de diversos antipsicéticos e estabilizadores de humor
em seu trabalho, bem como os efeitos adversos causados por estes
medicamentos. No caso do litio, comumente utilizado em tratamentos para BD,
as hipoteses do mecanismo de acdo consistem na regulacao das propriedades
da membrana celular, como transporte e distribuicdo de ions, na regulacéo de
neurotransmissores e sinalizagéo intracelular. Entre os efeitos colaterais do litio
estdo declinio na fungéo renal, hipotireoidismo e hipercalcemia, em especial a
longo prazo (Shine et al.,, 2015). Em se tratando de marcadores periféricos,
observa-se que o litio apresenta acdo na atividade mitocondrial e no estresse
oxidativo, bem como a modulacdo de célcio, fatores neurotrépicos e outros
mecanismos de sinalizacdo celular, inflamacdo e metabolismo de glutamato
(Machado-Vieira, 2018). Apesar dos efeitos colaterais causados pela medicacéao,
Roux et al. relacionaram o tratamento de pacientes com BD com litio pode estar
relacionado a mudancas nos niveis do acido N-acetilglutamico e serina, estando
relacionado também a outros metabdlitos ligados ao metabolismo energético,
indicando que o litio pode atuar melhorando a funcdo mitocondrial (Roux &
Dosseto, 2017).

Outras medicacdes também apresentaram evidéncias na literatura
gue indicam efeitos que podem estar relacionados a alteracdes metabdlicas, em
especial no metabolismo energético, como o haloperidol (Mcclay et al., 2015),
risperidona (Almeida et al., 2020; Cai et al., 2012; Paredes et al., 2014; Xuan et
al., 2011) e outras drogas psicotropicas (Lenski et al., 2021). Além de alteracdes
no metabolismo energético, antipsicoticos de segunda geracdo ja foram

reportados como possiveis alteradores da microbiota intestinal, aumentando a
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abundéancia de determinadas bactérias intestinais, onde o perfil bacteriano se
assemelhou ao observado em individuos com obesidade e disfuncdes
metabdlicas, o que pode ser evitado com a indicacdo de probidticos juntamente
com a medicaco (Skonieczna-Zydecka et al., 2020). Entretanto, Cai et al. (2012)
observaram alteracdes na flora intestinal e em metabdlitos do ciclo do acido
citrico em pacientes ndo tratados em relacdo a controles, o que indica uma
possivel disfuncdo do metabolismo energético e outros sistemas relacionados
antes do tratamento, o que indica que mais pesquisas Sao necessarias para se
precisar quais alteracdes metabolicas sdo ocasionadas pela doenca e quais sao
causadas por efeitos da medicacgéao, tanto pela interacdo medicamentosa, quanto
por possiveis efeitos colaterais causados pela medicagéo.
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5. Conclusdes

A utilizacdo de estratégias de integracdo 6mica e de biologia de
sistemas para o0 estudo de doencas é uma ferramenta poderosa para nao
somente avaliar as correlagbes entre as diferentes dmicas, mas também para
analisar as possiveis alteracfes bioquimicas e metabdlicas que possam ser
causadas por fatores externos. Utilizando uma abordagem focada na correlacéo
canénica foi possivel obter uma rede de integracdo entre proteinas, metabdlitos
e informacdes demograficas dos pacientes com BD, o que indicou uma
correlagcdo importante entre a doenca e processos de hemdstase, que esta
diretamente ligado a comorbidades como DCVs, que sao a principal causa de
morte dentre os pacientes com BD. Ao obtermos mais informagdes relativas a
essas interacdes, podemos entender melhor a fisiopatologia da doenca e, assim,
contribuir para futuros estudos na area que possam melhorar a qualidade de vida
de tais pacientes. Além disso, visto que o diagnéstico do BD é realizado através
de observacbes médicas e sujeita a erros, a proposicdo de uma assinatura
molecular que possa estratificar os pacientes bipolares de individuos saudaveis
pode contribuir também para estudos futuros em relacdo ao diagnostico da
doenca. A hipotese de que o BD se trata de um transtorno multissistémico
envolvendo diferentes aspectos do metabolismo ainda precisa ser mais
estudada para que alguma concluséo concreta quanto a como 0s sistemas estéo
interligados. A partir dos resultados obtidos, foi possivel demonstrar que, além
de processos de hemdéstase, a producdo de energia também pode estar

correlacionada ao BD, bem como alteragdes na microbiota intestinal.
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CAPITULO 2

APLICACAO DE DUAS METODOLOGIAS DE APRENDIZADO DE MAQUINA
NA DIFERENCIACAO MULTI-GRUPO DE PACIENTES COM TRANSTORNO
BIPOLAR E ESQUIZOFRENIA E SUA RELACAO COM AMIDAS GRAXAS
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1. Introducéo

1.1.Metodologias de aprendizado de maquina em estudos

metaboldémicos aplicados a transtornos mentais

Na ultima década, poucos desenvolvimentos cientificos na area
computacional geraram tanta expectativa quanto a expansao de metodologias
de aprendizado de maquina. Com a melhora na capacidade de processamento
dos computadores e o advento de metodologias de andlise que produzem
quantidades de dados grandes e complexas, conhecido como “big data” (Tandon
& Tandon, 2019), se tornou necessario o uso de métodos de analise de dados
gue consigam lidar com esta vasta quantidade de informacgéo. Dentro da ciéncia
de dados, duas diferentes metodologias competem entre si: a estatistica
classica, que visa formalizar relagbes entre variaveis com base em modelos
matematicos, a fim de entregar inferéncias estatisticas para as variaveis
medidas, assumindo que estas sdo uma amostra de uma populacdo maior; e
metodologias de aprendizado de maquina, que se baseiam em algoritmos
computacionais que otimizam de forma iterativa sua capacidade de predicéo
sem precisarem necessariamente de conjecturas estatisticas para tal (Mendez
et al., 2019).

No campo das ciéncias biomédicas, o crescimento das ciéncias
Omicas ao longo dos anos resultou na aquisicdo de diversas assinaturas
moleculares para o desenvolvimento da medicina personalizada (Koppad et al.,
2021), entretanto, a vasta quantidade de dados gerados dentro destas
metodologias faz com que seja necessario o uso de abordagens bioinformaticas
avancadas, em especial em dados cujo niUmero de variaveis supera 0 numero
de amostras, como é o caso da metabolbémica baseada em espectrometria de
massas (Koppad et al., 2021; Liebal et al., 2020). Além disso, o tratamento de
dados metabolémicos de espectrometria de massas possui outros desafios,
como a presenca de ruidos de fundo, efeitos de batelada durante analises e
missing values (Liebal et al., 2020), que podem ser minimizados com a utilizacao
de técnicas ja desenvolvidas para estes problemas, como a aquisicdo de

amostras de fundo (e a sua subsequente utilizacdo para subtrair os sinais de
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fundo das amostras teste), utilizacdo de amostras de controle de qualidade para
verificar a presenca ou n&o de efeitos de batelada (Broadhurst et al., 2018), e a
substituicdo dos missing values na etapa de pré-processamento por valores
pequenos diferentes de zero, como o0 valor do limite de deteccdo do
equipamento, ou valores estimados utilizando metodologias de estatistica
multivariada como os K-vizinhos mais préximos (KNN), por exemplo (Do et al.,
2018). Mesmo com metodologias j& estabelecidas para lidar com diversos
problemas relacionados a complexidade dos dados metabolémicos, novas
abordagens computacionais ainda sdo necessarias para lidar com problemas
ainda pendentes, como reducdo de variaveis e modelos de classificacdo e
regressao, por exemplo.

Tratando-se de abordagens metabolomicas, a metodologia de
aprendizado de maquina mais utilizada € a projecéo a estruturas latentes (PLS,
do inglés projection to latent structures) e sua extenséo de analise discriminante
(PLS-DA). Isso se deve ao fato da PLS projetar dados altamente multivariados
em um espaco coordenado menor (variaveis latentes), que permite que dados
com mais variaveis que amostras possam ser modeladas sem a necessidade de
pré-filtrar essas variaveis (Mendez et al., 2019), o que vai ao encontro a estrutura
dos dados metabolémicos, que naturalmente possuem mais variaveis do que
amostras. Além disso, a sua extensao de andlise discriminante (PLS-DA) fornece
informacBes importantes para interpretacdo dos resultados obtidos, como a
importancia dos pesos (loadings) e a importancia da variavel na projecao (VIP),
que sdo utilizados para determinar as variaveis mais importantes na construcao
do modelo de classificacdo (Gromski et al., 2015). Além do uso da PLS-DA,
estudos metabolémicos fazem uso de diversas outras metodologias para a
construcdo de modelos de classificacdo e regressdo, reducdo de variaveis,
processamento de picos, integracdo multi-dmica e analise de vias, que utilizam
algoritmos como floresta aleatéria, arvores de decisdo, maquinas de vetor de
suporte (SVM), redes neurais, ensemble, algoritmos do tipo boosting, deep
learning e regressoes lineares e logisticas (Galal et al., 2022; Liebal et al., 2020;
Mendez et al., 2019). Na area de metabol6mica aplicada a transtornos mentais,
a aplicacdo de metodologias de aprendizado de maquina vem sendo cada vez

mais utilizada para a resolucéo de problemas, constru¢cdo de modelos, analise
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de interacdes entre variaveis, e prospeccao de biomarcadores, além de também
ser utilizada para a integracdo de dados Omicos de diferentes plataformas.
Utilizando a plataforma PubMed, € possivel observar a utilizacdo de tais
metodologias para o tratamento de dados metaboldmicos aplicados a
transtornos mentais em trabalhos originais, ou seja, removendo-se artigos de
revisao, através do uso dos operadores booleanos
((metabolomics|[Title/Abstract]) AND ("PLS-DA" OR "ensemble" OR "boosting
algorithm™" OR "linear discriminant analysis" OR "decision trees" OR "K-means"
OR "Naive Bayes" OR "linear regression” OR "logistic regression” OR "random
forest® OR "SVM" OR '"neural networks®” OR "deep learning”) NOT
(Review[Publication Type])) AND (mental illness). Assim, levantou-se n&o
somente as metodologias de aprendizado de maquina utilizadas, mas também a
aplicacdo da metodologia e 0 objeto de estudo da publicacdo. Tais

levantamentos séo ilustrados nas Figuras 2.1, 2.2 e 2.3.
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Figura 2.1. Metodologias de aprendizado de maquina aplicadas a abordagens
metabolémicas em transtornos mentais na plataforma Pubmed.
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Avaliando os dados obtidos, observa-se na Figura 2.1 que a
metodologia mais utilizada para a analise de dados metabolémicos aplicados a
transtornos mentais ao longo dos anos ainda € a PLS-DA, entretanto, ao se
observar a tendéncia de crescimento observada nos ultimos anos, a utilizagdo
desta metodologia se estagnou, enquanto outras abordagens ganharam forca,
como a floresta aleatoria. Além disso, outras abordagens como deep learning,
redes neurais e SVM comecaram a serem utilizadas dentro de estudos
metabolémicos. Em relagdo a forma na qual o aprendizado de maquina é
utilizado em cada estudo, € evidente na Figura 2.2 a utilizagcdo massiva de tais
metodologias para a construcdo de modelos e para a prospeccdo de
biomarcadores, entretanto, € importante pontuar a utilizacéo de tais abordagens
na integragéo de dados 6micos, que por sua natureza sao dados extremamente
complexos e multidimensionais, sendo necessario assim um algoritmo robusto
para efetuar com sucesso tal demanda. Por sua vez, na Figura 2.3 é
interessante observar a grande variedade de transtornos mentais que sao
estudados utilizando metabolémica e aprendizado de maquina. Doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, deméncia e
esclerose multipla ainda sdo muito estudadas dentro do universo dos transtornos
mentais e da medicina diagndstica, visto que suas bases moleculares ainda nao
foram completamente elucidadas, especialmente se tratando de marcadores
diagndsticos, que ndo possuem precisdo perfeita até o momento (Dugger &
Dickson, 2017). Dentro do espectro dos transtornos de humor, como depressao,
esquizofrenia, transtorno bipolar, psicoses e ansiedade, o estudo da
esquizofrenia e do transtorno depressivo maior ainda se mantém como o grande
protagonista, seguido pelo transtorno bipolar. Assim como para as doencas
neurodegenerativas, ndo se possui um entendimento claro da fisiopatologia dos
transtornos de humor supracitados, fazendo com que a busca por biomarcadores
de tais doencgas seja cada vez mais procurada pela comunidade cientifica. Na
Figura 2.3 é possivel observar também a presenca de transtornos menores
como disturbios do sono e transtornos por uso de substancias, assim como o
extenso numero de publicagdes envolvendo o estudo de doencas do
desenvolvimento como o autismo e transtornos cognitivos, majoritariamente

também para a busca de biomarcadores diagndsticos, visto que 0 seu
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diagndstico ainda demanda a avaliacao de diversos fatores, como o histérico do
desenvolvimento do individuo, analise de fala e habilidades intelectuais (West et
al., 2014).

1.2.Espectrometria de massas de alta resolucéao

Dentre os muitos avangos na espectrometria de massas desde sua
criagdo, ha mais de um século atras, a melhoria no poder de resolu¢do dos
espectrometros pode ser considerada uma (se ndo a mais) importante evolucéo
no que diz respeito a criacdo de diferentes possibilidades de aplicacao,
contribuindo para o desenvolvimento de metodologias que necessitavam deste
tipo de diferenciacdo molecular, como por exemplo a protebmica e a
petrolebmica (Marshall & Hendrickson, 2008). Metodologias como a
metabolémica também se beneficiam de equipamentos de alta resolucéo, visto
que diferentes adutos (no caso do uso de metodologias baseadas em LC-MS) e
compostos isébaros podem apresentar interferéncias na identificacdo do
composto de interesse. No passado, era comum associar 0 uso de equipamentos
com analisadores de massas de alta resolucdo somente com analises
exploratérias (fingerprint), enquanto equipamentos como o triplo quadrupolo
(QgQ) e o ion trap (IT) eram associados com analises quantitativas. Apesar de
nos dias atuais o QgQ e o IT ainda serem utilizados como equipamentos de
escolha para analises quantitativas (em especial para experimentos como 0
monitoramento de ion selecionado - SIM - e monitoramento de reacdes
selecionadas - SRM), os equipamentos de alta resolucdo como o quadrupole-
time-of-flight (QTOF) e o Orbitrap sofreram avancgos significativos em suas
tecnologias a partir de 2010, sendo capazes também de efetuar estudos

quantitativos com qualidade (Rochat, 2016).

Dentro da espectrometria de massas, duas principais figuras de
mérito sdo responsaveis por explicar a deteccdo seletiva de diferentes
compostos com m/z similares: a resolugéo (Eq. 1) e a exatiddo de massa (Eq.
2) (Dias et al., 2016; Lai & Wang, 2022; Perez de Souza et al., 2021; Rochat,
2016).
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Resolucdo = Ao 1)
Exatidaog,pm) = m/ Zmeﬁjg;;z jte"’”“‘x 106 (2)

A resolucao se refere a capacidade do equipamento de separar ions,
e € dada pela m/z do analito dividida pelo delta da distribuicdo de m/z na largura
total do pico na metade de sua altura méxima (FWHM, do inglés full width half
maximum), e ndo deve ser confundido com poder de resolucdo (PR), que € a
habilidade de um equipamento de fornecer um valor especifico de resolucdo de
massas (Perez de Souza et al., 2021; Vessecchi et al., 2010). A exatidado de
massa, por sua vez, dita a diferenca entre a m/z experimental e a m/z tedrica, e
€ utilizada especialmente para a determinacdo da férmula molecular do
composto de interesse, restringindo assim as possiveis op¢des de compostos
possiveis na etapa de identificacdo nos bancos de dados (Perez de Souza et al.,
2021). Os equipamentos normalmente considerados como espectrémetros de
massa de alta resolucdo sdo aqueles que conseguem rotineiramente alcancar
um PR acima de 10000, que faz com que seja possivel identificar dois compostos
com a mesma massa nominal, porém com composic¢des elementares diferentes.
Na Figura 2.4 podemos visualizar a diferenga entre um espectrometro de
massas de alta resolucdo (HR) e um de baixa resolucdo (QqQ), a resolucao

alcancada pelo equipamento na m/z selecionada e sua exatiddo de massa.
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Figura 2.4. Diferencas de resolucdo entre equipamentos de baixa resolucao
(QQQ) e alta resolucao (HR). Adaptado de Rochat, 2016.

Apesar de ambos serem considerados como equipamentos de alta
resolucdo, o QTOF e o Orbitrap possuem particularidades em relacdo as suas
resolugdes. Enquanto o QTOF apresenta um aumento da resolugdo em massas
mais altas, o Orbitrap apresenta tendéncia contraria, sendo extremamente alto
em massas baixas e decaindo com o aumento da m/z (Rochat, 2016), como pode

ser observado na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Resolucdo usual de diferentes tipos de espectrometros de massas
(Orbitrap, QTOF e QgQ) em diferentes m/z. Adaptado de Rochat, 2016.
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A utilizacéo de espectrometros de massa de HR em metabolémica vai
ao encontro de auxiliar um dos maiores gargalos no fluxo de trabalho de anélises
metabolémicas, que é a etapa de identificacdo dos metabdlitos analisados.
Reduzir o nimero de possiveis metabdlitos dentro de uma m/z que pode ser
considerada diferencial (através de analises estatisticas) € essencial para
facilitar a analise dos dados obtidos e evitar assim falsos positivos, entretanto,
mesmo identificando a formula molecular de um composto de interesse nao €
possivel se obter a totalidade de sua informacao estrutural, devido a grande
guantidade de possiveis compostos isébaros e/ou adutos que possuam uma m/z
dentro da faixa de erro do equipamento. Dentro dos padrdes acordados pela
Metabolomics Standards Initiative para a identificacdo de metabdlitos (Sumner
et al., 2007; Viant et al., 2017), quatro niveis de identificacdo podem ser obtidos

em analises metaboldmicas, sendo o nivel 1 o mais alto e o nivel 4 o0 mais baixo:

Nivel 1: Compostos totalmente identificados e verificados por duas
diferentes técnicas analiticas ortogonais, utilizando padrbes comerciais e
fornecendo informacfes apropriadas, como massa exata e tempo de retencéao,

dados de fragmentacéo e padréo isotdpico;

Nivel 2: Compostos putativamente identificados, sem o uso de
padrées comerciais, porém, baseado nas propriedades fisico-quimicas e/ou na

similaridade espectral com bibliotecas espectrais;

Nivel 3: Compostos caracterizados putativamente por sua classe,
baseado em informacfes fisico-quimicas de uma determinada classe de
compostos ou através da similaridade espectral com compostos de uma

determinada classe;

Nivel 4: Compostos desconhecidos, que apresentem um sinal

discernivel, e que possam ser detectados e quantificados com reprodutibilidade.

Assim, para se obter um nivel elevado de confianca na identificacao
de metabdlitos, deve-se fazer uso de técnicas complementares para a

elucidacdo de sua estrutura, como por exemplo o uso de experimentos de
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espectrometria de massas em sequéncia (MS/MS), que envolvem a
fragmentacao das moléculas (Dias et al., 2016). Para a obtencdo da informacao
estrutural dos metabdlitos através da fragmentacdo, diferentes modos de
aguisicdo de dados podem ser efetuados, como a aquisicdo dependente de
dados (DDA, do inglés data dependent acquisition), a aquisi¢cdo independente de
dados (DIA, do inglés data independent acquisition) ou a analise targeted de ions
de interesse, que comprime metodologias como o monitoramento de reagdes
selecionadas (SRM, do inglés selective reaction monitoring) e monitoramento
paralelo de reacdes (PRM, do inglés paralel reaction monitoring), por exemplo.

No modo de aquisicdo DDA, o equipamento automaticamente alterna
entre 0 modo de aquisicdo MS e MS/MS quando os ions precursores atingem
um limiar pré-estabelecido de intensidade (Fenaille et al., 2017), fragmentando
assim uma parte dos ions analisados no modo full scan. Neste modo, é possivel
adquirir espectros de MS/MS dentro de uma janela de isolamento pequena
(cerca de 1 Da), levando a espectros de fragmentacdo mais limpos e de melhor
qualidade. O problema deste modo de aquisicdo é o fato de o equipamento
selecionar somente os ions precursores de maior intensidade, o que pode levar
a selecao de ions biologicamente irrelevantes (Hilaire et al., 2020). No modo de
aquisicao DIA, por sua vez, todos os ions dentro de uma janela de isolamento
sao fragmentados e a informacéo do ion precursor é perdida (Dias et al., 2016).
Dentro da aquisicdo DIA, duas metodologias sdo utilizadas, a MSE (também
conhecida por AlF, ou All-lon Fragmentation), que fragmenta todos os ions,
fornecendo um espectro de fragmentacdo com os fragmentos de todos os ions
na amostra (Zhu et al., 2014) e a SWATH (Sequential Window Acquisition of all
THeoretical fragment-ion spectra), que ao invés de fragmentar todos os ions
precursores juntos, utiliza uma janela de isolamento menor (entre 20-50 Da) e
fragmenta todos os ions dentro da janela de isolamento selecionada (Fenaille et
al., 2017; Hilaire et al., 2020). Nas abordagens targeted, as metodologias SRM
e PRM sao muito similares, porém, diferem na forma na qual os ions precursores
sédo escolhidos. Na abordagem SRM, cada transicéo entre ion precursor e ion
produto é monitorada de cada vez, enquanto na abordagem PRM todos os ions
produtos derivados de um precursor sdo analisados com alta resolugéo e

exatiddo de massa (Rauniyar, 2015). A abordagem SRM normalmente é
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realizada em equipamentos com analisadores de massas de baixa resolucéo,
como QQQ e IT, enquanto a abordagem PRM é exclusiva de equipamentos que
possuam um quadrupolo acoplado a um analisador de alta resolugao (QOrbitrap
e QTOF), visto que todos os ions produtos sao analisados simultaneamente no

analisador de alta resolucdo apés a fragmentacao (Peterson et al., 2012).

1.3.Amidas graxas e suarelagcdo com alteracdes cerebrais

Dentro das variadas classes de lipidios endbégenos, a classe das
amidas graxas vem ganhando importancia ao longo dos anos, especialmente
apos a descoberta da anandamida (N-araquidonoiletanolamina, ou AEA) como
um composto com propriedades endocanabindides (Devane et al., 1992).
Amidas graxas sdo definidas como compostos que possuem um ndcleo comum
contendo Ri—CO-N-R2/3), onde o radical R1 contém normalmente trés ou mais
atomos de carbono (Waluk et al., 2014), e os radicais Rz e R3 ligados ao atomo
de nitrogénio podem variar das mais variadas formas para diferentes subclasses
de moléculas. De acordo com a notacao proposta pela plataforma LIPID MAPS
(Liebisch et al., 2020), as amidas graxas se encontram dentro do grupo geral de
acil graxos (FA, do inglés Fatty Acyls) e contém as subclasses das amidas
graxas primarias, N-acil amidas, N-acil etanolaminas e homoserinalactonas de
amidas graxas. Entretanto, ha outros compostos conhecidos que possuem uma
denominacéo prépria, porém, ndo sao classificados por seus subgrupos dentro
da plataforma, como no caso os N-acil aminoacidos e as N-acil dopaminas (que
sdo classificados somente como N-acilamidas). Na Figura 2.6 € possivel
observar as estruturas padrdo de cada classe de amidas graxas e suas

denominacdes.
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Figura 2.6. Estrutura e classe das diversas subclasses das amidas graxas, onde
R1 corresponde a um grupo acila com trés ou mais atomos de carbono, e o
radical Rz dos N-acilaminoacidos caracteriza o aminoacido em questéao.
Adaptado de Farrell & Merkler, 2008.

Os N-acilaminoacidos, também chamados de &acidos elmiricos, séo
moléculas sinalizadoras endb6genas que regulam processos de dor e inflamacéo
(Burstein, 2018), que inicialmente foram encontradas em meados dos anos
2000, e que vém sendo estudadas ao longo dos anos por sua potencial atividade
anti-inflamatoéria e analgésica. O primeiro N-acilaminoécido sintetizado e
estudado foi a N-araquidonoilglicina, por possuir similaridades estruturais com a
anandamida, sendo em seguida identificado endogenamente no cérebro, onde
este apresentou atividade no receptor GPR18 (Arul Prakash & Kamlekar, 2021),
hoje considerado como um potencial receptor secundario do sistema
endocanabindide. Dentre os N-acilaminoacidos, destacam-se a presenca das N-
acilglicinas, N-aciltaurinas e N-acilserinas. Relatos na literatura apontam a
atividade das N-acilglicinas em fun¢g8es como regulacéo inflamatoria, mediagéo
sensorial e da neurotransmissdo, como € o caso da N-araquidonoilglicina
(Burstein, 2018), reducdo de atividade motora e respostas cerebrais de
abstinéncia, para a N-oleoilglicina e efeitos de sinalizagdo celular e ativagéo dos

canais de Ca?* para a N-palmitoilglicina (Arul Prakash & Kamlekar, 2021). No
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caso das N-aciltaurinas, € observado acéo nos receptores TRPV1, outro receptor
que ¢é considerado como potencial receptor secundario do sistema
endocanabindide (Ezzili et al., 2010), além de acéo inibitéria da enzima FAAH
(fatty acid acyl hydrolase) e regulacdo dos canais de Ca?* no cérebro e no
pancreas (Arul Prakash & Kamlekar, 2021). As N-acilserinas por sua vez,
mostraram acdo na proliferagcdo, protecdo e diferenciagdo de celular
progenitoras neurais, indicando uma potencial capacidade neuroprotetiva, além
de melhorar funcdes neurocomportamentais e cognitivas (Arul Prakash &
Kamlekar, 2021). Observa-se também acdo no sistema nervoso central de
diversos outras N-acilaminoacidos como a N-araquidonoil-y-aminobutarato
(NAGABA), N-linoleilalanina, N-linoleiltirosina e derivados de N-
estearoilaminoacidos (tirosina, serina e treonina) (Arul Prakash & Kamlekar,
2021; Burstein, 2018; Waluk et al., 2014).

Dentre as N-acildopaminas, ha relatos da existéncia de algumas
poucas dentro do sistema nervoso de mamiferos como endégenas. Sabe-se que
a N-araquidonoildopamina € um ativador do receptor endocanabindide CB1 e
agonista do receptor TRPV1 (este ativado também pela N-oleoildopamina) (Ezzili
et al., 2010; Farrell & Merkler, 2008; Leishman & Bradshaw, 2015; Waluk et al.,
2014), além de ambos apresentarem aumento no controle de dor relacionada a
temperatura (Divito & Cascio, 2013) e potencial acdo pré-convulsiva relacionada
a N-oleoildopamina (Cristino et al., 2020). Outras N-acildopaminas como a N-
palmitoildopamina e a N-esteaorildopamina também foram encontradas em
diferentes regibes do cérebro, entretanto, as suas funcdes bioldgicas ainda séo
desconhecidas (Ezzili et al., 2010; Farrell & Merkler, 2008; Waluk et al., 2014).

O grupo das N-aciletanolaminas sdo sem sombra de duvida os
compostos mais estudados dentre as amidas graxas, especialmente devido a
sua potencial atividade endocanabindide, em especial a anandamida, que possui
atividade nos receptores CB1 e CB2, além de regular diversos processos
metabdlicos relacionados a cascata do acido araquidonico (Bisogno & Marzo,
2007) e na producdo de prostaglandinas (Urquhart et al.,, 2015). Além da
anandamida, diversas outras N-aciletanolaminas apresentam atividade
endocanabindide, como a N-linoleiletanolamina (atividade nos receptores CB1,
CB2 e GPRu1s), a N-palmitoiletanolamina (atividade nos receptores CB2 e GPRss)
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(Cristino et al., 2020; Leishman & Bradshaw, 2015) e a N-oleoiletanolamina
(atividade nos receptores TRPV1 e GPRu119) (Cristino et al., 2020). Além de
apresentarem atividade endocanabindide, as N-aciletanolaminas possuem
diversas funcbes metabodlicas, como por exemplo regulacdo da temperatura
corporal, locomocéo e saciedade e percepcao de dor, medo e ansiedade, no
caso da anandamida (Farrell & Merkler, 2008), efeitos anti-inflamatérios e
propriedades que simulam a anorexia, no caso da N-esteaoriletanolamina
(Leishman & Bradshaw, 2015), efeitos analgésicos, antiepiléticos e
neuroprotetivos, no caso da N-palmitoiletanolamina (Tsuboi et al., 2018).
Observou-se também possiveis efeitos neuroprotetivos para a N-
linoleoiletanolamina e N-lauroiletanolamina, e potenciais fun¢des relacionadas
ao controle de apetite, melhora da memdria e regulacdo do sono e do sistema
de alerta no caso da N-oleoiletanolamina (Waluk et al., 2014). Outra N-
aciletanolamina que ndo possui atividade endocanabindide, porém possui
relevancia no sistema nervoso central € a docosahexanoiletanolamina (NAE
C22:6), que possui acao neurogénica e sinaptogénica (Tsuboi et al., 2018). Além
disso, seus compostos de oxidacdo possuem potencial anti-inflamatorio, efeitos

na agregacao de plaquetas e protecdo de 6rgaos (Urquhart et al., 2015).

As amidas graxas primarias, por sua vez, sd0 majoritariamente
lipidios identificados como moléculas sinalizadoras (Divito & Cascio, 2013),
entretanto, o interesse nessa classe de moléculas surgiu a partir do momento
em que se descobriu a fun¢ao da oleiamida como potencial indutora de sono em
modelos animais (Cravatt et al.,, 1995), dando inicio ao estudo constante de
diferentes amidas graxas primarias e suas funcées no metabolismo. A oleamida,
além de possuir funcéo no controle de sono, mostrou capacidade de controle no
fluxo de Ca?*, controle da locomocao, regulacdo de processos de memodria,
modulacdo de receptores de medicacdo no sistema nervoso central e ativagcao
de receptores GABA e de serotonina (Farrell & Merkler, 2008). A linoleiamida por
sua vez, também possui funcdes na regulacdo do fluxo de Ca?*, além de
apresentar funcdes no blogueio da juncdo comunicante, e juntamente com a
elaidamida (C18:1) apresenta func¢do inibitéria das enzimas epoxido hidrolase e
fosfolipase Az (Waluk et al., 2014). Outras amidas graxas primarias apresentam

poucos estudos relacionados as suas fungdes no metabolismo, como por
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exemplo a erucamida, que apresenta funcdo angiogénica e de regulacdo de
fluidos, além de apresentar potencial como antidepressivo e ansiolitico (Ezzili et
al., 2010; Li et al., 2017); araquidonamida e palmitoleiamida, que apresentam
relacdo com o controle da juncdo comunicante (Divito & Cascio, 2013; Ezzili et
al., 2010; Waluk et al.,, 2014); e palmitamida, que possui acdo moderada
anticonvulsivante (Waluk et al., 2014). E interessante também citar que, mesmo
as amidas graxas primarias ndo atuando em nenhum receptor do sistema
endocanabindide, elas sdo hidrolisadas pela enzima FAAH, juntamente com
outras classes de amidas graxas como as N-aciletanolaminas e N-
acilaminoacidos (Ueda et al., 2000) e que sofre acao inibitoria pelo canabidiol
(CBD) (Maione et al., 2011), um dos componentes da cannabis.

Apesar de diversas amidas graxas ndo possuirem ligacao direta com
os receptores endocanabindides (CB1 e CB2) ou com receptores considerados
como parte do “sistema endocanabindide expandido”, como os receptores da
classe GPR e TRPV (Cristino et al., 2020), a grande maioria destes compostos
participam de forma indireta, seja por acdo de enzimas que também atuam em
compostos endocanabindides, seja por serem substratos para a sintese de
compostos com atuacao nos receptores supracitados. Além da relacdo com o
sistema endocanabindide, diversas amidas graxas apresentam funcdées no
metabolismo cerebral, na hemdstase e em processos de sinalizacéo, processos
estes relacionados a condicfes psiquiatricas diversas, como o transtorno bipolar
e a esquizofrenia. Neste capitulo, observou-se a presenca de diversas amidas
graxas como metabdlitos diferenciais em pacientes bipolares e esquizofrénicos
em comparacdo com controles saudaveis, que foram selecionados através do
uso de duas diferentes metodologias de aprendizado de maquina em dados de
espectrometria de massas de alta resolucéo, e a relacdo destas duas condi¢des

com tais metabdlitos e consequentemente com o sistema endocanabindide.



79

2. Objetivos

2.1.0bjetivos Gerais

O obijetivo deste estudo visou avaliar duas diferentes metodologias de
aprendizado de maquina e de seu potencial de diferenciacdo do perfil metabdlico
do plasma de pacientes drug-naive com transtorno bipolar (BD) e esquizofrenia

(SZ) comparados com controles saudaveis (HC).

2.2.0bjetivos Especificos

¢ Andlise dos metabdlitos presentes no plasma sanguineo de pacientes
com BD, SZ e HC;

e Aplicacdo de metodologias de aprendizado de maquina para a
determinacdo de um painel de metabdlitos com o maior potencial de
diferenciacéo dentre cada grupo analisado;

¢ |dentificacdo e analise dos metabdlitos selecionados.
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3. Parte experimental

3.1.Pacientes e amostragem

Este estudo foi conduzido em parceria com o Instituto de Psiquiatria
da Universidade de Sao Paulo, consistindo em 79 controles e 77 pacientes drug-
naive (46 SZ e 31 BD), ou seja, pacientes que nunca fizeram uso de nenhuma
medicacao psiquiatrica até o0 momento da coleta das amostras. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de S&o Paulo (CAPPesq N°
943.883) e realizado de acordo com os protocolos da Declaracdo de Helsinki.
Todos os participantes assinaram um termo de consentimento antes da inclusao
deles no estudo. O diagndstico de SZ foi realizado de acordo com o Manual
Estatistico de Doencas Mentais (DSM-IV), sendo confirmado em seguida
utilizando o SCID-P (Structured Clinical Interview Axis |, verséo 2.0), para o DSM-
IV. A psicopatologia dos pacientes foi avaliada utilizando a escala PANSS
(Positive and Negative Syndrome Scale), incluindo as subescalas positivas e
negativas e psicopatologia geral. Os sintomas maniacos e depressivos dos
pacientes com BD foram avaliados utilizando a Escala de Depressao de Hamilton
(HAM-D) e a Escala Classificatéria de Mania de Young (YMRS). Pacientes com
outros transtornos psiquiatricos ou neurolégicos foram excluidos do estudo.
Amostras de sangue dos participantes foram coletadas apos jejum de 8 horas
em tubos Vacutainer revestidos com EDTA, especificos para a separacdo do
plasma sanguineo. As amostras foram em seguida centrifugadas a 20 °C e 1800
g durante 15 minutos e estocadas em biofreezer a -80 °C. Os dados sécio

demograficos dos pacientes e controles sdo apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Dados demograficos das amostras utilizadas na analise de
metabolitos utilizando aprendizado de maquina (SD: desvio padrdo; BD:
pacientes com transtorno bipolar; SZ: pacientes com esquizofrenia; HC:
controles saudaveis)

BD SZ HC p-valor
Fatores
(n=31) (n = 46) (n=79)
Idade (anos); média
26 (4,6) 26 (6,9) 27 (4,5) 0,6992
(SD)
11/20 30/16 51/28
Género M/F; n (%) 0,012
(36/64) (65/35) (65/35)
PANSS; Média (SD) 62 (26)
PANSS - Sintomas
" . 14 (7)
positivos; Média (SD)
PANSS - Sintomas
. - 15 (8)
negativos; Média (SD)
HAM-D; Média (SD) 10 (8)
YMRS; Média (SD) 8 (12)

a ANOVA, fator Unico, ? Pearson Chi-Square

3.2. Analise metabolémica utilizando espectrometria de massas de alta

resolucdo com infuséo direta

Os metabdlitos das amostras de plasma sanguineo foram extraidos
utilizando uma metodologia simples de precipitacdo de proteinas, utilizando 50
uL de plasma sanguineo e 300 puL de metanol, sendo em seguida submetidas a
agitacdo em vortex por 30 segundos, centrifugadas a 5 minutos a 11200 g e 4°C
e filtradas em filtros PES de 0,22 um para a remocdo de possiveis materiais
particulados nas amostras. Em seguida, as amostras filtradas foram transferidas
para vials de vidro para posterior analise. Amostras de controle de qualidade
(QC) foram preparadas e analisadas a fim de se observar possiveis variacdes
instrumentais ao longo das analises. Os QC consistem em um pool de todas as
amostras, preparadas utilizando 5 pL de cada uma das amostras de plasma.

Trés brancos foram preparados e analisados antes das amostras para a
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avaliacdo e posterior remocao de possiveis picos de fundo na etapa de pré-
processamento. O preparo das amostras de QC e brancos foram realizadas

utilizando a mesma metodologia das amostras teste.

Apéds o preparo das amostras, estas foram analisadas utilizando um
espectrometro de massas Orbitrap QExactive (Thermo Fisher, Bremen,
Alemanha) em sistema de infuséo direta, onde injetou-se 20 yL de cada amostra,
utilizando um solvente de injecdo composto por 50 % (v/v) metanol e 50 % (v/v)
agua com 0,1% (m/v) de acido formico como aditivo para favorecer a ionizacéo
dos compostos. O tempo total da andlise de cada amostra foi de 3 minutos, para
se certificar que ndo houvesse nenhuma coeluicdo nas amostras subsequentes.
As amostras foram analisadas em modo ESI (+), com uma faixa de massas de
100-1500 Da, utilizando uma resolugdo de 140000 em modo full scan. Trés
brancos e 5 amostras QC foram analisados antes da injecado das amostras teste,
que foram injetadas de forma randomizada. Durante a corrida, amostras QC
foram injetadas uma vez a cada 5 amostras teste e 5 vezes no final da corrida,
para avaliar se houveram possiveis variacdes instrumentais ao longo das

anéalises.

3.3. Pré-tratamento e aplicacdo de metodologias de aprendizado de

maquina

Os dados adquiridos foram exportados em formato .raw e analisados
utilizando o programa MS-DIAL (versao 4.70) (Tsugawa et al., 2015) para o pré-
processamento, identificacdo dos sinais dos ions presentes, remocéo de sinais
de fundo e alinhamento. Os parametros utilizados na etapa de pré-

processamento sdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Parametros utilizados no pré-processamento dos dados no software
MS-DIAL

Parametro Valor
Projeto
MS1 Data type Profile
MS2 Data type Profile
lon Mode Positive
Parametros de coleta de dados
Retention time begin 0
Retention time end 5
Mass range begin 100
Mass range end 1500
Parametros de deteccao de picos
Smoothing method LinearWeightedMovingAverage
Smoothing level 3
Minimum peak height 1000000
Mass slice width 0,05
Minimum peak width 5
Parametros de Deconvolucao
Sigma window value 0,5
Amplitude cut off 10
Exclude after precursor True
Keep isotope until 0,5
Keep original precursor isotopes False
Pardmetros de alinhamento
Retention time tolerance 0,05
MS1 tolerance 0,005
Retention time factor 0,5
MS1 factor 0,5
Gap filling by compulsion True
Ajustes de filtragem
Peak count filter 60
Remove feature based on peak height fold-change True
Sample max / blank average 5
Sample average / blank average 5
Keep removable features and assign the tag for
checking True

Apos a etapa de pré-processamento, obteve-se um conjunto de dados
com 484 valores de relacbes massa/carga (m/z). Em seguida, separou-se 0s
dados em conjuntos de treino e teste, onde obteve-se 124 exemplos para treino

e 32 exemplos para o teste final dos modelos.
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Para determinar as m/z mais importantes para a diferenciacdo dos
grupos, utilizou-se duas metodologias de aprendizado de méaquina distintas,
baseadas em regressao LASSO (Tibshirani, 1996) e no algoritmo boruta (Kursa
& Rudnicki, 2010). Nos dois métodos, transformamos o problema de

classificacdo multi-classe em 3 problemas binarios de um grupo versus o resto.

Apos a aplicacdo das metodologias, obteve-se 10 variaveis mais
relevantes para a diferenciacéo entre os grupos na metodologia LASSO e todas

as variaveis foram consideradas relevantes na metodologia boruta.

3.4. Identificagdo putativa dos metabdlitos selecionados

Apoés a selecdo das variaveis mais importantes na diferenciacdo dos
grupos através das metodologias de aprendizado de maquina, utilizou-se a
plataforma CEU Mass Mediator (Gil-De-La-Fuente et al., 2019) para a anotacao
putativa das m/z frente a diferentes bancos de dados, utilizando uma tolerancia
de 10 ppm e os adutos mais comumente encontrados em LC-MS ([M+H]*,
[M+2H]?*, [M+Na]*, [M+K]* e [M+H-H20]*). Para determinar as identidades dos
metabdlitos selecionados, optou-se por realizar um experimento de MS/MS
adicional utilizando as amostras de QC, representativas do conjunto total de
amostras, utilizando as m/z consideradas diferenciais. Para tal, optou-se por um
experimento de PRM, utilizando um espectrbmetro de massas Orbitrap
QExactive (Thermo Fisher, Bremen, Alemanha) e as mesmas condi¢cfes de
infusdo direta descritas na secdo 3.2, alterando-se as condi¢cdes do
espectrometro de massas para a realizacdo do experimento de PRM. As massas
consideradas diferenciais foram selecionadas em duas listas de inclusédo (cada
uma com 18 features selecionados), sendo em seguida fragmentadas em uma
célula de colisdo com diferentes energias de ionizacdo (10, 20 e 30 eV), e
posteriormente analisadas no Orbitrap para a determinacdo das m/z dos
fragmentos em alta resolucéo. Os dados foram adquiridos em modo profile, com
uma resolucdo de 17000 e uma janela de isolamento de 0,4 m/z, com um offset
de m/z 0,3, populacédo de ions (AGC) de 1x10° e tempo maximo de injecdo dos
ions de 50 ms, analisando os ions na janela de 0,08 — 0,3 minutos de injecdo da

amostra, o que levou a cerca de 8 experimentos de MS/MS por m/z selecionada.
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Apos a aquisicao dos espectros de MS/MS, eles foram transformados
em formato mgp utilizando o software Proteowizard 3.0.21175 (Chambers et al.,
2012), sendo analisados posteriormente na plataforma SIRIUS 4.0 (Duhrkop et
al., 2019) para a confirmacdo de suas identidades. Utilizou-se os bancos de
dados HMDB (Wishart et al., 2018) e KEGG (Ogata et al., 1999), bem como o
recurso da propria plataforma que imputa as identidades moleculares baseado
nas m/z dos fragmentos, dando assim maior confiabilidade nas identificacbes
obtidas.
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4. Resultados e discussao

4.1.Metodologias de aprendizado de maquina na diferenciacdo de
pacientes com BD e SZ em comparagdo com controles saudaveis

Apos a utilizacdo de duas metodologias de aprendizado de maquina
para a diferenciacdo dos grupos, diferentes resultados foram obtidos para cada
um dos métodos. Optou-se por segregar 0S grupos em um esquema de um
versus o resto, onde calculou-se a acuracia e o score F1, que € a capacidade de
predicdo do método. Os valores de acuracia e de score F1 sdo métricas
utilizadas para avaliar a performance de um modelo de aprendizado de maquina,
representados nas Equacdes 3 e 4, e sdo baseados nos nimeros de amostras
classificadas como verdadeiros positivos (VP), verdadeiros negativos (VN),

falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN).

Acc = # amostras classificadas corretamente VP+VN 3)
- # todas as amostras VP+FP+VN+FN
PR
F{=2—— 4
1 P+R ()

Os valores de precisdo (P) e revocacao (recall) (R) sdo dados pelas
Equacbes 5 e 6, e representam qual a proporcédo dos dados classificados como
verdadeiros positivos (quais elementos selecionados sao relevantes) e qual a
proporcao classificada como positiva dentro do conjunto (quantos elementos

relevantes foram selecionados) (Hicks et al., 2022).

P = # predicoes positivas corretas __ |44 (5)
o # amostras positivas ~ VP+FP
# amostras VP VP
R = = (6)
# amostras positivas VP+FN

Utilizando a regressdo LASSO, obteve-se diferentes resultados de
predicdo para cada um dos casos, apoés validacao cruzada:
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e Preciséo e score F1 para BD vs. Resto, 10-fold CV:
Acc: 0,79 £ 0,07
F1-score: 0,72 £ 0,09

e Precisao e score F1 para SZ vs. Resto, 10-fold CV:
Acc: 0,87 £ 0,07
F1-score: 0,8 £ 0,1

e Precisao e score F1 para HC vs. Resto, 10-fold CV:
Acc: 0,98 £ 0,05
F1-score: 0,98 + 0,05

Utilizando a regressao LASSO, escolheu-se os 10 features com a
melhor capacidade de predicdo dentro do modelo, onde € possivel observar a
ordem de importancia de cada um deles dentro dos modelos de regressao nas

Figuras 2.7,2.8 e 2.9.

BD vs Rest Classification, 10-fold cross validation
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462.34805
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781.55347
379.20361

000 002 004 0.06 0.08 010

Figura 2.7. Ordem de importancia dos features selecionados na regressao
LASSO para a classificagdo do grupo BD versus o resto dos grupos.



SZ vs Rest Classification, 10-fold cross validation
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Figura 2.8. Ordem de importancia dos features selecionados na regressao

LASSO para a classificagdo do grupo SZ versus o resto dos grupos.

HCvs Rest Classification, 10-fold cross validation
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Figura 2.9. Ordem de importancia dos features selecionados na regressao

LASSO para a classificagdo do grupo HC versus o resto dos grupos.
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A LASSO é uma regresséo logistica com uma penalizacdo L. O
objetivo do modelo é minimizar o erro que é composto de um erro da
classificagcdo, onde utilizou-se a entropia cruzada mais a penalizacdo

apresentada na Eq. 7:

MBI =20 16D g

onde B = (1,82 -..,Pn) S@o0 os coeficientes da regressao linear e A é um
hiperparametro de penalizacdo dos coeficientes. Se o valor de A é grande, a
solucdo do modelo € dada por f§ = 0 e, entdo, temos 0 modelo constante. Se A
€ zero, entdo a solucdo do modelo é a de uma regressao logistica sem
penalizagao, com todos os coeficientes ndo nulos. Assim, variando A de zero até
um valor onde todos os coeficientes sdo nulos, os coeficientes que ndo se
anulam primeiro sdo considerados 0os mais importantes. Isso determina uma

ordem de importancia das m/z para cada classe versus o resto (Tibshirani, 1996).

Na metodologia boruta, ndo ha uma ordem de importancia de cada
feature individualizado e sim de um conjunto de variaveis que formam um painel
com a maior capacidade preditiva de classificacdo, utilizando o mesmo modelo
da metodologia LASSO, de um grupo versus o resto. Na validacao cruzada 10-

fold da floresta aleato6ria, obteve-se um score F1 de 0,6 + 0,1.

O algoritmo boruta € um método baseado em florestas aleatorias que
tem como objetivo ndo apenas selecionar as variaveis mais importantes, mas
encontrar todas as variaveis que sao relevantes ao problema. Uma cépia de cada
coluna dos dados embaralhando seus valores é feita, chamadas de variaveis
sombra. Em seguida, o modelo é treinado juntando as variaveis originais com as
variaveis sombras e a importancia de cada uma delas é calculada por um método
padrdo de florestas aleatorias, no caso, o método Gini de importancia. As
variaveis originais que possuem importancia maior que todas as variaveis
sombra sao consideradas relevantes, enquanto que as que apresentam

importancia significativamente menor sdo consideradas nao relevantes, sendo
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removidas em seguida. Todas as variaveis sombra sao removidas e 0 processo
é repetido até um limite determinado ou até que tenhamos associado importancia
a todas as variaveis (Kursa & Rudnicki, 2010).

4.2.1dentificacdo putativa dos metabalitos selecionados

Apés a selecdo das m/z mais importantes para a construcdo dos
modelos de classificacdo, estas foram introduzidas na plataforma CEU Mass
Mediator (Gil-De-La-Fuente et al., 2019), buscando assim quais s&o as
moléculas referentes a cada m/z dentro de diversos bancos de dados. As
identificagBes preliminares de cada m/z, seus adutos, erro de massas e férmula
molecular sdo apresentadas na Tabela 2.3. As identificacbes dos features
selecionados somente na metodologia LASSO séo apresentados na tabela de
cor branca, enquanto os que se mostraram relevantes em ambas as
metodologias sdo apresentados na tabela de cor cinza e 0s que se mostraram
relevantes somente na metodologia boruta na cor azul. Os features que
possuiram identificacdo positiva pelo espectro de MS/MS foram considerados
como nivel MSI 2, enquanto 0s que possuiram inconsisténcias e/ou nao
possuiram informacfes suficientes para a determinacdo de suas identidades
moleculares foram considerados como nivel MSI 3, seguindo os protocolos do
Metabolomics Standard Intiative (Sumner et al.,, 2007). Os metabdlitos
identificados como lipidios foram classificados por sua classe e pela soma dos
atomos de carbono presentes em sua estrutura e pelo niumero de duplas
ligacdes, por exemplo, PC (18:1) corresponde a uma fosfatidilcolina com 18
carbonos somados em sua estrutura, com a presenca de uma dupla ligacéo. Os
lipidios cujas identidades foram confirmadas por MS/MS foram considerados
como nivel MSI 2, por ser possivel a identificacdo de sua classe, apesar de ndo
ser possivel determinar a composi¢do completa de sua estrutura (Liebisch et al.,
2013, 2020). Os espectros de fragmentacdo dos metabolitos com identificacdo
parcial, mas considerados nivel MSI 3, e dos metabdlitos considerados nivel MSI

2 identificados pela plataforma SIRIUS estéo disponiveis nos Anexos.
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Tabela 2.3. IdentificacGes preliminares dos molecular features considerados diferenciais nas metodologias LASSO, em ambas as
metodologias, e na metodologia boruta, respectivamente

BDx | SZx | HCx miz Aduto Erro Putative ID Formula Nivel
Resto | Resto | Resto (ppm) molecular MSI
12302476 | [M+HJ 1 SPB 14:0,0 C14Ha1NO 3
280.2629 [M+H]* 2 Lingleamide CisH33sNO 3
[M+H-H20]1* 2 Palmitoleoyl-EA CisH3sNO2
[M+2H]%* 3 Schidigerasaponin C2 C39H62014
378,2152 [M+2H]?* 3 Agavoside B Cs9H62014 3
[M+2H]* 3 Alliospiroside D C39He2014
[M+H]* 6 Sorbitan oleate C24H4406
[M+H]* 6 Glyceryl lactooleate C24H4406
4293184 [M+2H]2 3 PG(42:3) CasHsgeO10P 3
[M+H-H201* 0 N8,N'8-Citryl-bis(spermidine) C20H42N6Os
443,2671 [M+H]* 7 Prostaglandin G2 2-glyceryl Ester Ca23H380s 3
452, 7770 NI
[M+H]* 3 26-hydroxycholesterol 3-sulfate C27H4605S
[M+2H]%* 7 PI(44:7) Cs3HgaO13P
[M+H-H201* 4 Ganolucidic acid A C30H4406
483,3125 [M+H-H20]* 4 Ganolucidic acid D C30H4406 3
[M+H-H20]* 4 Physalolactone B C30H4406
[M+H-H20]* 4 Ganoderic acid beta C30H4406
[M+H-H201* 4 11-Deoxocucurbitacin | C30H4406
[M+H-H201* 4 Hippuristanolide C30H4406
524,3706 [M+H]* 1 PC(18:0) C26Hs4sNO7P 2
560,3111 [M+K]* 0 PC(18:1) C26Hs2NO7P 2
754,5359 [M+Na]* 0 PC(32:1) Ca0H7sNOsP 2
760,5867 [M+H]* 2 PC(34:1) Ca2Hs2NOsP 2
858,5991 [M+Na]* 1 PC(40:5) CasHssNOsP 2
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1040,7450 NI
1043,7439 [M+K]* 3 TG(64:13) Ce7H10406 3
115,0369 [M+Na]* 4 Glycerol C3HsOs3 3
[M+Na]* 1 (2R*,3R*)-1,2,3-Butanetriol C4H1003
129,0523 [M+Na]* 1 Trihydroxybutane C4H1003 3
[M+Na]* 1 Diethylene glycol C4H1003
[M+Na]* 8 3-Mercaptolactate CsHesO3S
144,9920 [M+Na]* 8 1,3-Propane sultone C3HsO3S 3
[M+Na]* 8 3-Mercaptolactic acid C3HsO3S
244,2630 NI
[M+H]* 2 Palmitoleamide C16Hz1NO .
254,2474 [M+H-H20]* 2 Myristoyl-EA C16HasNO2 3
416.7976 [M+2H]2* 3 PC(40:7) CasHs2NOsP 3
[M+2H]?* 3 PE-NMe(42:7) CasHs2NOsP
462,3481 [M+2H]?* 6 PI(O-41:0) Cs0Hg9012P 3
[M+H]* 7 Methyl (72,92,9'7)-6'-apo-y-caroten-6'-oate Cs3H4402
473,3382 [M+Na]* 2 Vitamin K1 C31H4602 3
[M+K]* 2 ST 28:0;03 C2sHs003
586,4226 NI
662,5690 NI
[M+2H]%* 5 Vulpinic Acid C19H1405
162,0501 [M+2H]2* 5 4-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2,3-dihydro-2,3-dihydroxy-1H- C1oH1Os 3
phenalen-1-one
[M+H]* 5 Ethyl 3-iodo-2E-acrylate CsH7102
[M+H]* 2 2,5-Dichloro-4-oxohex-2-enedioate CsH4Cl20s
226,9513 [M+K]* 2 2-Chloro-5-methyl-cis-dienelactone C7HsClO4 3
[M+K]* 2 3-Chloro-2-methyldienelactone C7HsClO4
[M+H-H201* 5 Thicyofen CsHsCIN20S2
228,2324 [M+H]* 1 Myristamide C14H29NO 2
242,9252 NI




250,2140 [M+Na]* 1 Myristamide C14H29NO 2
260,2582 [M+H]* 1 SPB 15:0,02 Ci5H3302 3
336,2890 [M+Na]* 5 Margaroyl-EA Ci9HasNO2 2
338,3401 [M+H]* 5 Erucamide C22H43NO 2
[M+2H]?* 3 PG(0-31:0) Ca7H7509P
348,2658 [M+2H]?* 3 Mannosyl-1beta-phosphomycoketide C31 Cs7H7509P 3
[M+K]* 2 Oleoyl Ethyl Amide C20H3sNO
[M+H-H:0]* 4 15-HETE-Gly C22H35NO4
360,2551 | [M+H-H20]* 4 12-HETE-Gly C22H35sNO4 3
[M+H-H20]* 4 N-margaroyl taurine Ci9H3asNO4S
364,2721 [M+2H]?* 2 1-O-beta-D-Glucopyranosyl-2,3-di-O-(8-hexadecenoyl)glycerol C41H74010 3
[M+2H]?* 3 PG(0-35:0) Ca1Hs309P
3762973 [M+K]* 1 N—CycIohexanecarbon)flpentadecylam|ne C22HasNO 3
[M+K]* 1 Erucamide C22H43NO
[M+H-H201* 3 N-palmitoyl histidine C22H39N303

Legenda

Presenca do feature na metodologia LASSO, modelo BD x Resto
Presenca do feature na metodologia boruta, modelo BD x Resto
Presenca do feature na metodologia LASSO, modelo SZ x Resto
Presenca do feature na metodologia boruta, modelo SZ x Resto
Presenca do feature na metodologia LASSO, modelo HC x Resto
Presenca do feature na metodologia boruta, modelo HC x Resto

NI: N&o identificado para os critérios selecionados

*: |dentificacdo parcial, duas moléculas com fragmentacao similar e com scores significativos na identificacao
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ApoOs os experimentos de MS/MS, foi possivel identificar algumas das
identidades dos compostos presentes utilizando a plataforma SIRIUS (Duhrkop et al.,
2019). Os espectros de MS/MS contendo as identidades dos compostos determinados

como nivel MSI 2, bem como a estrutura proposta sdo apresentadas no Anexo 1.

Dentre as m/z selecionadas na metodologia LASSO, foi possivel observar
a presenca de algumas fosfatidilcolinas (m/z 524,3706; 560,3111; 754,5359; 760,5867
e 858,5991), que foram identificadas devido a presenca do ion 184,07 no espectro de
fragmentacdo, o que corresponde a parte polar da molécula de fosfatidilcolina em
modo positivo de ionizacdo. Além das fosfatidilcolinas previamente citadas, observou-
se um espectro de fragmentacédo consistente com a erucamida (m/z 338,3104), e
diversas outras N-acilamidas e amidas graxas apresentaram fragmentacao
consistente com os bancos de dados. No caso da miristamida (m/z 228,2324 para o
aduto [M+H]* e 250,2140 para o aduto [M+Na]*) a fragmentagcéo mais consistente foi
considerada para efeitos de identificacdo. Pela plataforma SIRIUS foi possivel
observar outras amidas graxas com a mesma formula molecular que a miristamida,
entretanto, esta foi a Unica que estava presente na busca preliminar na plataforma
CEU Mass Mediator e que era considerada uma amida graxa enddgena relacionada
aos seres humanos. Foi observada também a presenca conflitante na fragmentacéo
de N-acilamidas e amidas graxas em duas m/z, 280,2629 e 254,2474. Pelo fato da
fragmentacao destas amidas serem extremamente parecidas, optou-se por manter 0s
seus niveis de identificacdo como nivel MSI 3, devido a falta de clareza na
determinacao da identificacdo. Apesar disso, por todos os casos se tratarem de
classes similares de moléculas, pode-se dizer com certa confiabilidade que as m/z em

questao se tratam desta classe de moléculas, logo, estas serdo discutidas a seguir.

Apesar de todas as m/z determinadas nas metodologias de aprendizado de
maguina terem sido analisadas no experimento de MS/MS, néo foi possivel encontrar
informacgdes suficientes nos espectros de fragmentacéo para precisar a identidade de
outros metabolitos além do nivel MSI 3. Isso se da possivelmente a metodologia
analitica utilizada para as analises, que foram feitas em modo de infusdo direta, sem
0 uso de técnicas de separacdo acopladas ao espectrdbmetro de massas, 0 que leva
a formacao de espectros “quiméricos”, ou seja, a combinagédo da fragmentagao de
duas ou mais moléculas em um anico espectro de fragmentacao. Visto que a janela

de isolamento do quadrupolo é de 1 Da, existe a possibilidade de diferentes moléculas
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com a m/z dentro desta janela serem selecionadas pelo método em questdo. No caso
do experimento de MS/MS nesse estudo, utilizou-se uma janela de isolamento de 0,4
Da com um offset de + 0,3 Da, 0 que abre a possibilidade de ions com m/z entre - 0,4
Da e + 0,7 Da em relac&o ao valor inserido na lista de inclusdo serem selecionados

para a fragmentacéo.

4.3.N-acilamidas, amidas graxas e suarelacdo com transtornos psiquiatricos

Dentre os resultados obtidos, observou-se a presenca de N-acilamidas e
amidas graxas nas identificacdes putativas em todos os trés modelos. No modelo BD
versus o resto, a m/z 280,2629 apresentou similaridades com a linoleiamida e a
palmitoiletanolamida, enquanto a m/z 336,2890 apresentou similaridades com a
margaroiletanolamida, além da identificacdo putativa da prostaglandina G2 2-gliceril
éster (m/z 443,2671). No modelo SZ versus o resto, a m/z 338,3401 foi identificada
como a erucamida (cis-13-docosenamida). Além da erucamida, observou-se nas
identificacbes putativas com nivel MSI 3 a possivel presenca da oleoiletanolamida
(m/z 348,2658) e da 12-HETE-Gly, ou 15-HETE-Gly ou N-margaroiltaurina (m/z
360,2551). Observou-se também a possivel presenca da palmitoilamida ou
miristoiletanolamida (m/z 254,2474) nos modelos SZ versus o resto e HC versus o
resto. No grupo HC versus o resto obteve-se também a identificacdo putativa da
miristamida no espectro de MS/MS, além de diversas fosfatidilcolinas identificadas nos

grupos BD e SZ versus o resto.

Dentre os resultados obtidos, o que mais chamou a atencao foi a presenca
marcante de diversos compostos bioativos relacionados ao sistema endocanabinoide,
ao sistema nervoso central e ao sistema de sinalizacao celular. As diversas amidas
encontradas nas identificacbes putativas se reudnem dentro de um grande grupo
classificatorio (Liebisch et al., 2013, 2020) chamado de amidas graxas, na qual estédo
dentro deste grupo as N-acilamidas (na qual se incluem os N-acilaminoacidos), N-
aciletanolaminas e amidas graxas primarias. Dentre as supracitadas, as N-
aciletanolaminas séao a classe de moléculas mais estudadas e conhecidas, dado as
suas conexdes com o sistema endocanabinodide. O sistema endocanabindide consiste
em metabdlitos enddgenos com atividade endocanabindide, receptores e enzimas

responsaveis pela sintese e degradacdo destes metabdlitos. Estes lipidios



96

conseguem se ligar a receptores especificos dentro do cérebro, causando alteracbes
comportamentais similares ao causado pelos componentes psicoativos da cannabis,
em especial o tetraidrocanabinol (THC) (Lu & MacKie, 2016). O sistema
endocanabindide apresenta importantes interacdes em diversas vias fisioldgicas e
patologicas dentro do sistema nervoso central e em fungdes de sinalizagédo
relacionadas a alimentacao, sistema imune e inflamatorio, metabolismo de lipidios e
glicose, metabolismo do figado, metabolismos muscular e de células adiposas, bem
CcOmo a comunicacao entre o trato intestinal e o sistema nervoso central (Lu & MacKie,
2016; Moreno et al., 2021; Rohrig et al., 2019). As amidas graxas primarias, por sua
vez, sao lipidios bioativos de sinalizacdo, que apresentam funcdes no controle do
sono, angiogénese, relacbes com receptores de serotonina, receptores
endocanabindides, receptores GABA, transportadores de glicina e sinalizacédo de Ca?*
(Divito & Cascio, 2013; Ezzili et al., 2010; Farrell & Merkler, 2008), enquanto N-
acilaminoacidos apresentam diversas interacdes biologicas, especialmente em
reacdes de sinalizacdo, incluindo neuroprotecdo e neurogénese, inibicdo de dor,
homeostase e modulacédo de diversas reacdes bioldgicas. Além disso, discute-se a
sua relacdo direta com eicosanoides e receptores relacionados ao sistema
endocanabindide e ao sistema nervoso, como por exemplo os receptores GPR18 e
GPR92 (Arul Prakash & Kamlekar, 2021; Burstein, 2018; Farrell & Merkler, 2008;
Hanus et al., 2014).

A linoleiamida, encontrada no grupo BD versus o resto, € um lipidio
enddgeno que constitui 0s neurdnios e pode ser encontrada no cérebro, possuindo
relacdes com o fluxo de Ca?* (Huang & Jan, 2001) e alteracdes no fluxo de correntes
ibnicas em células neuroendécrinas (Liu & Wu, 2003), além de ser conhecido como
um indutor de sono (Cravatt et al., 1995).

Observou-se que a palmitoiletanolamida, presente no cérebro, figado e
musculo esqueletal, apresenta atividade antialérgica e anti-inflamatoria, bem como
efeitos neuroprotetivos, agindo no sistema nervoso central e sensorial e em células
do sistema imune (Ezzili et al., 2010; Lambert et al.,, 2012; M. M. Li et al., 2017;
Petrosino & Di Marzo, 2009; Saturnino et al., 2017). H& indicios também da
palmitoiletanolamida apresentar atividade endocanabindide, atuando nos receptores
PPARa e GPR55 (Ezzili et al., 2010; Farrell & Merkler, 2008), além ser reportada como

alterada em pacientes esquizofrénicos (Leweke et al., 1999).
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A palmitoleiamida, por sua vez, encontrada no grupo SZ versus o resto,
possui atividade bloqueadora da juncdo neuronal, dificultando a conexdo entre
astrocitos e afetando os receptores serotoninérgicos no cérebro (Boger et al., 1998),
além de estar correlacionado também a hipertriglicemia, um fator de risco para
doencas cardiovasculares (Lee et al., 2015), enquanto que a miristoiletanolamida foi
encontrada aumentada no plasma de pacientes com risco de desenvolver infartos,
juntamente com diversas fosfatidilcolinas (Jové et al., 2015), além de apresentar
reducdo na capacidade de migracdo de células na medula 6ssea, indicando que o
sistema endocanabinodide pode possuir outras funcdes além do sistema nervoso
central (Patinkin et al., 2008).

A erucamida ndo possui ligagbes com nenhum receptor do sistema
endocanabindide, apesar de apresentar fungbes como a criacao de vasos sanguineos
e modulacgéo de fluidos (Ezzili et al., 2010; Waluk et al., 2014). Apesar de ndo possuir
nenhuma ligacdo com receptores endocanabindides até o momento, a erucamida vem
sendo testada como uma alternativa de antidepressivo, proposto no trabalho de Li et
al. (2017), onde a erucamida foi administrada em modelos animais em comparacao a
fluoxetina, um tradicional antidepressivo, mostrando que a erucamida pode possuir

efeito regulador do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, relacionado a resposta ao

estresse.

E reportado na literatura a acdo da oleoiletanolamida (OEA) como
possuidora de atividade endocanabindide, ligando-se ao receptor PPARa e ao
receptor GPR119, envolvido em diversas vias metabolicas como oxidacao de lipidios e
lipdlise, processos inflamatoérios e controle de apetite (Laleh et al., 2018; Ramirez-
Orozco et al.,, 2019). Estudos indicam niveis reduzidos de OEA em pacientes
psicoticos em primeiro surto ndo tratados (Dickens et al., 2020), entretanto, em
pacientes tratados esta tendéncia ndo se manteve. Em um estudo com pacientes
esquizofrénicos tratados, Potvin et al. mostraram niveis aumentados de OEA (Potvin
et al.,, 2020) e Leweke et al. (2012) indicaram que aumentos nos niveis de OEA
juntamente com outros endocanabindides podem estar relacionados a melhora nos
sintomas psicoticos, o que leva a crer que o tratamento padréo para SZ pode estar
relacionado a um aumento nos niveis deste endocanabindide e em uma possivel
desregulacdo ndo somente do sistema nervoso central, mas também do sistema

nervoso periférico (Dickens et al., 2020).



98

Apesar de estarem selecionados como diferenciais em grupos distintos, a
prostaglandina G2 gliceril éster (PGG2-G) e 0 12 (ou 15)-HETE-Gly estdo intimamente
ligados dentro da via de metabolismo do acido araquidénico. Ambos sao produtos de
dois compostos endocanabindides (2-araquidonoilglicerol, ou 2-AG e N-
araquidonoilglicina, ou NAGIy, respectivamente), e sdo produzidos pela enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) (Burstein, 2018; Kozak et al., 2002; Musee & Marnett, 2012;
Prusakiewicz et al., 2002). No caso da PGG2-G, esta é produzida como um
intermediario da PGH2-G, que em seguida é transformada em diversos outros
produtos, como outras prostaglandinas e tromboxanos. A HETE-Gly, por sua vez, é
produzida juntamente com a PGH2-Gly pela COX2 tendo como substrato o NAGly
(Prusakiewicz et al., 2002).

Em relacdo a margaroiletanolamida (heptadecanoiletanolamida), esta foi
encontrada em estudos quantitativos de N-aciletanolamidas (Chen et al., 2021,
McGurk et al., 2021), porém, ndo se encontrou estudos que indiquem a sua relacao
direta com qualquer funcao bioldgica. Entretanto, N-aciletanolamidas em geral sofrem
uma reacdo de hidrélise pela enzima FAAH, gerando acidos graxos e etanolamina
(McGurk et al.,, 2021). No caso da margaroiletanolamida, obtém-se o &cido
heptadecandico, que possui ligacdbes com DCVs (Kurotani et al.,, 2017), diabetes,
SMet e processos inflamatérios (Jenkins et al., 2015; Pfeuffer & Jaudszus, 2016;
Venn-Watson et al., 2020), bem como correlacdo entre o transtorno bipolar e
heméstase (Ribeiro et al., 2022), descrita anteriormente no Capitulo 1.

A miristamida, encontrada no grupo BD versus o resto, foi quantificada em
estudos metabolémicos reportados na literatura (Castillo-Peinado et al., 2019; Divito
et al., 2016), porém, a sua funcao bioldgica ainda nao € clara. Estudos apontam que
a miristamida apresenta certa atividade antimicrobiana (Narasimhan et al., 2006),
além de funcionar como um substrato para a enzima FAAH (Ueda et al., 2000), porém,
ndao ha nenhuma relacdo com outras vias biologicas e/ou com o sistema

endocanabindide.

Além das N-acilamidas encontradas, observou-se também a presenca de
diversas fosfatidilcolinas nos grupos BD e SZ versus o resto. Além de possuirem
diversas funcdes biologicas, as fosfatidilcolinas também sdo precursoras de

compostos com atividade endocanabindide como o 2-AG e a anandamida, além de
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outras N-acilamidas sem atividade endocanabindide (Mulder & Cravatt, 2006; Tsuboi
et al., 2018; Waluk et al., 2014).

N&o é surpreendente a relacédo do sistema endocanabindide com o BD e a
SZ, visto que esta intimamente ligado com o sistema nervoso central (Mechoulam &
Parker, 2013). Além disso, observou-se também a sua relagdo com alteracbes
inflamatorias (Lu & MacKie, 2016), o que vai ao encontro com algumas hipoteses
sobre a fisiopatologia de doencas psiquiatricas estarem relacionadas a
neuroinflamacdo (Najjar et al.,, 2013), além da interacdo com outros sistemas,
levantando a possibilidade do BD e a SZ serem transtornos multissistémicos (Leboyer
et al., 2012; Mitchell & Dinan, 2010).

Tratando-se do BD, existem diversas evidéncias na literatura que
correlacionam a doenca com alteracdes no acido araquidénico (McNamara et al.,
2008, 2015; Pomponi et al., 2013; Rapoport, 2014), metabdlito essencial para o
funcionamento do sistema endocanabindide, visto que é produto dos dois principais
compostos endocanabindides estudados, a anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (2-
AG) (Lu & MacKie, 2016). Estes compostos sofrem degradacdo sob a acédo de
diferentes enzimas, sendo transformados em acido araquidénico pela acdo da enzima
FAAH no caso da anandamida e pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) no caso
do 2-AG (Bisogno & Marzo, 2007), e em prostraglandinas-gliceriléter e
prostaglandinas-etanolamidas pela acdo da enzima COX-2 (Arjmand et al., 2019).
Além disso, a anandamida também pode ser transformada em NAGIy pela acdo das
enzimas alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase (Burstein, 2018) e pela
conjugacao do &cido araquiddénico com a glicina. A NAGly em particular, apresenta
atividade inibitéria da enzima FAAH e também pode agir como um agonista do
receptor GPR1s, cuja ativacdo esta relacionada a efeitos anti-inflamatorios (Fabisiak
et al., 2021). E interessante citar também a acdo de outros receptores
endocanabindides putativos, tal como o GPR1s na cascata de acido araquiddnico. Os
receptores GPRss, GPR119 e TRPV1 vém sendo estudados como potenciais
receptores do sistema endocanabindide, dado a sua ativagcdo com compostos
derivados da cannabis. O receptor GPRss esta relacionado a ativacdo microglial
(Fernandez-Ruiz et al., 2017), que por sua vez esta relacionada a ativacéo de citocinas
inflamatorias (Arjmand et al., 2019), atuando em conjunto com receptores CB2. O

receptor GPR119 por sua vez, esta relacionado ao controle de apetite, juntamente com
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o receptor PPARa (Godlewski et al., 2009; Ramirez-Orozco et al., 2019), apesar de
haver evidéncias da acao do receptor GPR119 como mediador dos canais idnicos de
Ca?* (Godlewski et al., 2009). O receptor TRPV1 esta intimamente ligado a modulagéo
dos canais i6nicos, amplificando o fluxo de Ca?* quando ativado pela anandamida
(Benitez-Angeles et al., 2020; Petrosino & Di Marzo, 2009), que possui correlacdo com
a cascata de acido araquiddnico, visto que uma das etapas da cascata envolve a
ativacdo da enzima fosfolipase citosolica Az (cCPLA2), que por sua vez pode ser ativada
tanto devido a acdo de proteinas G, quanto pela acdo dos ions Ca?* (Rapoport, 2014).
Além disso, observa-se também a acéo de agonistas do receptor CB1 no aumento da
cascata de &cido araquiddnico, logo, antagonistas do receptor CB1 podem atuar na
amenizacao deste efeito (Arjmand et al., 2019). A acdo destes receptores frente as
informacdes destacadas quanto a inflamacédo e a cascata de acido araquiddnico esta

ilustrada na Figura 2.10.

Transtorno bipolar
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Figura 2.10. Relacdo do transtorno bipolar com alteracdes inflamatérias e na cascata
de 4&cido araquiddnico. Possiveis atenuadores relacionados a receptores
endocanabindides dos processos indicados séo ilustrados pelas linhas vermelhas.
Adaptado de Arjmand et al., 2019.

Em relagédo a SZ, € possivel observar pontos em comum com o BD em sua
fisiopatologia, entretanto, algumas diferencas podem ser observadas em relacdo as

alteracOes causadas pela doenca e sua relagdo com o sistema endocanabindide. Em
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termos de similaridade com o BD, observa-se que a SZ também apresenta indicios do
aumento de marcadores inflamatorios (Najjar et al., 2013), com aumento na secre¢céo
de citocinas inflamatodrias (Trindade et al., 2022) e ativacdo microglial (de Almeida &
Martins-de-Souza, 2018), esta mediada por receptores CB2 e GPRss (de Almeida &
Martins-de-Souza, 2018; Fernandez-Ruiz et al., 2017), assim como o BD. Portanto, é
possivel também relacionar o receptor GPRis com a atenuagdo de sintomas
inflamatorios (Fabisiak et al., 2021) na SZ, visto que este efeito ndo é exclusivo do BD,
mas do sistema endocanabindide em geral. Apesar de haver indicios de alteracdes
na regulacdo do acido araquidénico na SZ, a relacdo do AA com a doenca esta mais
relacionada com a resposta a niacina e a alterac6es na membrana celular, em especial
nas enzimas fosfolipase A2 (PLA2) e ciclo-oxigenase (COX), que sdo anormalmente
estimuladas pela niacina em pacientes esquizofrénicos (Yang et al., 2021), efeito este
que comecou a ser utilizado como um teste clinico para SZ nos anos 2000 (Smesny
et al., 2007), mas ainda discutido até os dias de hoje devido a sua alta especificidade
para SZ quando comparado com outras doencas psiquiatricas como transtorno

depressivo maior ou BD (Messamore, 2018).

Em termos de diferencas com o BD, a SZ apresenta mais correlacbes
dentro da literatura com alterac6es no sistema dopaminérgico, hipétese esta discutida
desde os anos 1960, propondo que as vias metabdlicas dopaminérgicas séo
superativadas em pacientes esquizofrénicos (Seeman, 1987). Além disso, €
observado também que antipsicoticos de primeira geracdo como haloperidol e
clopromazina, por exemplo, atuam no sistema dopaminérgico, levando a redu¢des nos
sintomas positivos da esquizofrenia, porém, causando efeitos colaterais como efeitos
motores extrapiramidais, hiperprolactinemia e alteragdes cognitivas (Li et al., 2016). A
hip6tese da atuacdo da dopamina na fisiopatologia da SZ e sua interacdo com o
sistema endocanabindide vem sendo estudado juntamente com acdo da anandamida,
onde propde-se que o sistema endocanabindide age em um processo de feedback
negativo para se opor a liberacdo de dopamina (Rohleder & Leweke, 2015).
Basicamente, os receptores de dopamina D2 estimulam a liberacdo de anandamida,
que por sua vez ativa 0s receptores CB1 do sistema endocanabindide, reduzindo
assim os sintomas psicéticos (Giuffrida et al., 1999; Giuffrida et al., 2004), levando a
crer que o aumento da anandamida em pacientes esquizofrénicos age em reposta ao

aumento da neurotransmissao de dopamina. Além disso, observou-se também a acao
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do canabidiol (CBD) na reducéo de sintomas psicoéticos em pacientes esquizofrénicos,
ao se reduzir a desativacdo de anandamida, aumentando os niveis deste metabdlito
(Leweke et al., 2012) e, assim, ativando os receptores CB1. Observou-se também
evidéncias da acédo do receptor CB2 como um possivel agente para a redugdo da
hiperativacdo de dopamina, além deste receptor também agir na ativacdo microglial,
reduzindo a neuroinflamacéo (Cortez et al., 2020). Outro fator que mostra a interacao
do sistema endocanabindide com a dopamina € a interacdo da N-
araquidonoildopamina, produzida a partir da dopamina, que possui acdo agonista dos
receptores CB1 e TRPV1. A interacdo do sistema endocanabindide discutido acima

pode ser ilustrado na Figura 2.11.
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Figura 2.11. Relacdo da esquizofrenia com alterag6es inflamatorias e producédo de
dopamina. Possiveis atenuadores relacionados a receptores endocanabindides dos
processos indicados sao ilustrados pelas linhas vermelhas e potenciais compostos
endocanabindides relacionados a melhora dos sintomas psicoéticos sao ilustrados em
verde. Adaptado de Arjmand et al., 2019 e Rohleder & Leweke, 2015.
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5. Conclusdes

Dentro das ferramentas disponiveis para a analise de dados complexos
como os obtidos por meio da espectrometria de massas, a utilizacdo de metodologias
de aprendizado de maquina apresenta um potencial imenso para a resolucdo de
problemas complexos como os apresentados na metabolémica, em especial na
selecdo de variaveis de interesse para a discriminacdo de grupos diversos. Utilizando
duas abordagens de aprendizado de maquina frente a dados metabolémicos, foi
possivel obter variaveis de interesse com potencial para diferenciar um grupo de
amostras de outros dois, dentre transtorno bipolar, esquizofrenia e controles
saudaveis. Apoés a identificacdo das variaveis de interesse, foi possivel observar a
presenca de N-acilamidas e outros compostos do sistema endocanabindide, cuja
importancia na fisiopatologia de transtornos mentais é conhecida e estudada ha
décadas. Observou-se também um potencial fator em comum nas duas doencas, em
relacao a neuroiflamacéo, o que fortalece a hip6tese de que ndo somente o transtorno
bipolar se trata de uma doenca multissistémica, mas a esquizofrenia também,
afirmando, assim, a importancia de se pesquisar mais a fundo as interacdes de ambas

as doencas com os diferentes sistemas do metabolismo humano.
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Consideracdes finais

Juntamente com o0 avan¢go das técnicas analiticas, o avanco de
metodologias estatisticas e computacionais sdo essenciais para o desenvolvimento
de novas abordagens dentro da quimica analitica, e com a metabolémica néo é
diferente. Ao longo dos anos, diversas atualizagbes e melhorias na espectrometria de
massas, em especial no desenvolvimento de novos equipamentos, fontes de
ionizacao, e na sensibilidade das metodologias analiticas fizeram com que o campo
da metaboldmica se desenvolvesse enormemente em diversas areas do
conhecimento, seja na analise de amostras animais, vegetais, de cultura de células e
até na andlise de outros organismos vivos como algas e fungos. Entretanto, tais
avancos analiticos ndo poderiam por si s6 alavancar a metabolémica a patamares

vistos atualmente sem o suporte da area computacional e bioinformatica.

Vemos presentemente diversos esforgos colaborativos entre a medicina e
a quimica e biologia na busca da chamada medicina de precisdo, e entende-se no
campo cientifico que abordagens deste tipo sdo o futuro da medicina nos proximos
anos, ndo somente pelo esforco da comunidade cientifica na prospeccdo de
biomarcadores nas mais diversas condi¢cdes, mas também no melhor entendimento
do metabolismo humano, de suas vias metabolicas, da interconexdo entre as
diferentes biomoléculas existentes no corpo humano, das alteragdes no fenétipo de
um individuo devido a exposicéo a diferentes agentes exdégenos e da interacdo entre
outros organismos conosco, como por exemplo, as bactérias de nossa microbiota
intestinal. Nesse contexto, cada vez mais se faz necessaria a analise do organismo
humano de forma conectada, como € o proposto pela biologia de sistemas, em
especial em condicdbes que apresentam diversos fatores conflitantes, como

transtornos mentais.

Assim, de forma a tentar se obter maiores informa¢fes quanto as
alteracbes bioquimicas causadas por transtornos mentais, propds-se duas

abordagens diferentes com base na metabolémica.

No Capitulo 1, ao analisarmos as interconexdes entre proteinas e

metabalitos de pacientes com BD em comparacao com individuos sadios, foi possivel
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observar alteracbes na hemodstase relacionadas ao BD, que vai ao encontro as
diversas comorbidades na qual estes pacientes sao acometidos, em especial doencas
cardiovasculares e sindrome metabdlica. Também foi possivel obter um painel de
metabdlitos com potencial para diferenciar pacientes com BD de controles sadios,
onde o0s metabdlitos majoritariamente estavam relacionados ao metabolismo

energeético.

No Capitulo 2, optou-se por expandir o escopo dentro dos transtornos
mentais ao se incluir também pacientes com SZ. Utilizando duas diferentes
metodologias de aprendizado de méaquina, foi possivel obter variaveis de interesse
com o potencial de diferenciar cada um dos grupos frente aos outros dois, em uma
abordagem multi-grupo. Apés a identificacdo putativa dos metabdlitos diferenciais,
observou-se a presenca de diversas amidas graxas, na qual se correlacionam com o
sistema endocanabindide, que esta intimamente ligado ao sistema nervoso central e
ao eixo intestino-cerebral. Alteracdes nos receptores endocanabindides ajudam a
explicar diversas hipoteses relativas a fisiopatologia do BD e da SZ, onde pontuou-se
alteracbes na cascata do &cido araquidénico no caso do BD e na cascata
dopaminérgica, no caso da SZ.

Uma das hipéteses defendidas quanto a bioquimica de alguns transtornos
mentais, como o0 BD e a SZ, é de que tais doenc¢as ndo sdo somente doencas regidas
pelo sistema nervoso central, mas sim, doencas multisistémicas que envolvem
diversas alteracdes no corpo humano. Esta hipotese também ajuda a explicar o fato
de pacientes com transtornos mentais terem chance aumentada de desenvolverem
outras condicdes, como diabetes, doencas cardiovasculares, enddcrinas,
gastrointestinais, respiratérias e renais. A presenca de comorbidades nos pacientes
psiquiatricos € responsavel por reduzir a qualidade de vida dos individuos acometidos
pelos diferentes transtornos mentais e, inclusive, de se aumentar o risco de morte,
reduzindo a expectativa de vida por volta de 10 anos em comparac¢ao com a populagao

em geral.

Claramente, os estudos apresentados nesta Tese possuem suas
limitacdes, em especial quanto ao numero de individuos incluidos nos estudos. Apesar
do namero reduzido no Capitulo 1, foi possivel obter uma rede de integracao de dados

protedmicos e metabolémicos com qualidade, funcionando assim como uma prova de
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conceito, onde esperamos que esta metodologia desenvolvida possa ser replicada
sob diferentes condigdes no futuro e, assim, validada. No Capitulo 2, um ndmero maior
de amostras foi analisado em comparac¢ao com o primeiro capitulo, entretanto, quando
falamos de metodologias de aprendizado de maquina, € essencial haver um grande
ndmero de amostras, pois quanto maior o namero, melhor serd o resultado da
metodologia. Além disso, a utilizacdo de espectrometria de massas por infuséo direta
faz com que a qualidade dos espectros de fragmentacdo ndo seja ideal, apesar da

rapidez do método em comparacdo a metodologias que fazem uso de cromatografia.

Por fim, faz-se necesséario pontuar que este trabalho fez uso somente de
plataformas computacionais de acesso aberto. E necessario um esfor¢o conjunto da
comunidade cientifica para a popularizacéo e o desenvolvimento de tais plataformas,
assim contribuindo para que metodologias promissoras possam ser replicadas em
diversos lugares do mundo, que muitas vezes nao possuem os fundos necessarios
para a aquisicdo de programas pagos de tratamento de dados. Espero que as
metodologias desenvolvidas neste trabalho possam ser de bom uso para outros
cientistas, ndo somente para a elucidacéo de problemas relacionados a transtornos
mentais, mas para outras condi¢des clinicas e ambientais que possam fazer uso da

integracdo de dados 6micos para os mais variados fins.
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Anexo 1. Tabela de curadoria dos dados de metaboldémica contendo as identificacdes

da FiehnLib, GMD, o tempo de retencdo experimental (Average Rt) e o tempo de

retencdo anotado na biblioteca FiehnLib (Rt FiehnLib).

Alighment | Average Rt | . Rt . .

D (min) Fl(er:\]?nL)lb Metabolite name GOLM Match
359 17.394 17.625 D-glucose 2 Galactitol(6 TMS)
426 20.559 20.675 stearic acid OK
405 19.642 19.8 heptadecanoic acid OK
394 18.746 18.846 palmitic acid OK
268 13.26 17.295 acetylisatin 5 no matches
342 16.733 16.887 myristic acid OK
153 9 9.041 2-ketoisocaproic acid 2 OK
316 15.338 15.614 L-(-)-fucose 1 OK
454 22.206 22.367 arachidic acid OK
420 20.258 20.399 linoleic acid OK
299 14.591 14.789 lauric acid OK
171 9.565 9.594 benzoic acid OK
250 12.726 16.365 L-allothreonine 2 Unknown Carboxilic acid
403 19.514 19.663 Methyl Stearate OK
321 15.655 29.185 tetratriacontane Octadecane
193 10.243 10.456 glycine OK
180 9.772 9.941 glycerol OK
352 17.195 17.426 D-glucose 1 OK
118 8.216 8.211 p-cresol OK
133 8.515 8.541 2-ketoisocaproic acid 1 OK
390 18.526 18.728 palmitoleic acid OK
354 17.204 17.278 D-allose 1 D-Glucose
341 16.707 17.584 talose 2 Unknown sugar
406 19.661 19.44 methyl oleate OK
422 20.3 20.504 oleic acid OK
252 12.788 12.954 D-threitol OK
489 24.433 24.915 maltose 2 OK
374 17.95 18.089 3-indoleacetic acid OK
336 16.363 16.615 citric acid OK
208 10.824 10.94 fumaric acid OK
397 19.086 17.245 allo-inositol Myo-innositol
199 10.524 10.735 glyceric acid OK
sz | 1207 | wmam | e O e
344 16.91 17.011 tagatose 1 Unknown sugar
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217 11.235 11.464 L-threonine 2 OK

145 8.797 9.041 2-ketoisocaproic acid 1 OK

302 14741 | 22.224 5'hydr°Xy'L1'”ypt°pha” Homoserine (4TMS)

105 8.078 8.047 3-hydroxypyridine OK

47 6.999 6.851 L-(+) lactic acid OK

514 27.394 27.555 cholesterol OK

173 9.595 9.706 L-serine 1 OK

347 17.019 17.288 fructose 2 OK

393 18.741 9.81 caprylic acid palmitic acid

288 14.279 12.359 L-homoserine 2 Phenylalanine (2TMS)

440 21.393 18.985 glucoheptonic acid 1 Unknown lactone

485 24.07 24.386 lactose 1 OK

170 9.554 9.599 urea OK

240 | 12301 | 14885 | | oo oacd | aminodd

307 15.941 14.955 N-acetyl-L azspartlc acid Unknovgr;ﬁs;?i%lhc acid

181 9.787 9.966 phosphoric acid OK

417 20.228 21.868 | N-acetyl-D-tryptophan 2 Tryptophan (2TMS)

No matches on GOLM,
407 19.67 19.82 uric acid 2 consistent match on MS-
DIAL

346 16.957 23.163 dioctyl phthalate Unknown

120 8.269 8.298 L-leucine 1 Isoleucine (1TMS), by RT

463 22.659 15.377 acetol 3 Unknown 1,2-diol

231 11.815 12.002 aspartic acid 1 OK

49 7.044 13.247 | 4-isopropylbenzoic acid | Unknown carboxilic acid

196 10.43 10.509 succinic acid OK

89 7.805 7.852 2-hydroxybutyric acid OK

229 11.704 11.835 L-methionine 1 OK

35 6.772 7.883 oxalic acid Glycolic acid

399 19.247 17.521 D-allose 2 Unknown primary alcohol

188 10.078 10.224 L-threonine 1 OK

135 8.562 8.576 DL-isoleucine 1 OK

262 13.037 13.218 L-pyroglutamic acid OK

119 8.265 8.919 malonic acid 1 Unknown carboxilic acid
derivative

260 12.982 13.207 aspartic acid 2 OK

130 8.476 7.504 2-ketobutyric acid Unknown

512 27.283 27.379 alpha tocophereol OK
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lonization M+ s 4 2Aminooleica.. CCCCCCCCC.. C18H3SNO2  [M-H20+Hl+ WNS1837% 78762835006 4,000 ODURFHDFZA.
Precursor 280,25 Da 3 NBubyl-4{cyclo.. CCCCNC(=0). C18H3INO M+ H+ ST142% 5,900 QXXLUPWSUA
RT .15 min 10 3Ketosphingo.. CCCCCCCCC.. C18H3SNOZ  [M-H20+HJ+ S0,427% 5600 VWTPJNGTEYZ
COSMIC 1 null CCOCCoC=C C18H35NO: M- H20 + H1+ 0000 % 0000 _AIRWKIPVSKE
QC-PRMa-NCE10_QC-PRMa-
lonization [M+ 2+ I Mode @@ @
Precursor 280,26 Da
RT 0.17 min 10
cosMIC e
QC-PRMa-NCE10_QC-PRMa- s
lonization [M + 2]+ -
Precursor 280,26 Da 5 7
RT 0,20 min 5 oe
COSMIC E 08
QC-PRMa-NCE10_QC-PRMa- .
lonization [M + 2]+ 5 0a NN N NN
Precursor 280,26 Da
RT 0,23 min ez
COSMIC  0.616 01 | ‘ “d | |
QC-PRMa-NCEL0_QC-PRMa- re , — L 1 Y I L1 ‘ Il —
lonization (M + 21+ 0 20 s e 20 a0 1 w0 w0 180 20 20 240 20 280
Precursor 280,26 Da L miz
RT 0.25 min v
1 of 24 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs: 0

Anexo 6. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 280,2629, referente a

linoleiamida.

Q0 OO0 O O 06 @& I 00 » O
Par
Mew Open  SaveAs SaveCopy  ImportCompound Impot  Summares  FBMN Export Compute Al Databases  Jobs Log Seftings Websenice Account Help Ab
Filter | 336 [ | [rcwus| Formulas | spectra | Trees | Predicted Fingerprint | structures | substructure Annotation | Compound Classes |

lonization [M + 7]+ 0 = —
Precursor 33525 Da o KLogP: |-4,00 900| Simitarity |0 Qe 100 (G| &) :Filler it ertor 10 501
RT 0,13 . - "
CEERIE min (] additional [_] Bio Database [ | Bioeyc [ ] CHEBI ] COCONUT [_] EcoCye Mine [ | GNPS [ | HMDB [ ] HSDB [ ] KEGG [ ] KEGG Mine [ ] KNApSAcK [ ] Lipid [ ] Maconda [ ] Me¢
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- [_] Natural Products |_] NORMAN [_] Plantcyc | PubChem [_] PubMed [_] Training Set [ | YMDB | YMDB Mine [_] ZINC bio
lonization [M+ 7]+ Rank | Name | sMILES | Molecular Fo... | Adduct | CSiFingerlD...| Similarity | #PublledIDs | XLogP |InChikey | Lipid Class
Precursor 336,29 Da CCCCCC.. C NOZ M+ Nal+ 2
RT 0,15 min 2 Palmitic CCCCCCCC... C19H39NO2 M +Nal+ 6,600 VONMGLLF.
cosmic 3 R-Palmitoyl-(1-methyl} Ethanolamide CCCCCCCC.. C19HIONO2  [M+Nal+ 11498512 2 6,600 RYVPKPNO.
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- 4 null CCC(C)CCC... C19H30NO2 M +Nafr 6,400 NTNSWGCA.
lonization [M + 7]+ 5 Hexadecanamide, N-(2-hydroxyethyl)}-1 CC(C)CCCC. C19H39NO2 M +Naj+ 6,400 AHWBDRIM.
Precursor 336,28 Da 6 N-(2- N-. CCCCCCCC.. C19H39NO2  [M-+Nap 6400 OZDCLJRK
RT 0,18 min 7 null CCCCCNC(.. C19H39NO2  [M+Nalr 6,000 WTMAYIPX|
COSMIC g nul C(CCCCCC.. C19H30NO2 M +Najr 6,500 WTMROHZP.
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- a__null GOOCCOCE  C19HAANOD M+ Nale 200 ANBRFEGG
lonization [M + 7]+
Precursor 336,29 Da || e == @ @
RT 0,20 min
COsMIC "
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- o
lonization [M + 7]+ G'B
Precursor 336,29 Da . h
RT 0,23 min Z 7
COSMIC s s
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa £ .
lonization [M + ?]+ £ o )i
Precursor K e AN,
RT & oz ]
COSMIC 0z
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- a1
lonization [M+ 7]+ a0 | . . § . § .
Precursor 336,28 Da ] 0 100 150 200 220 300
RT 0,28 min
COSMIC  0.124 [{ mz

10f 24 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs

Anexo 7. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 336,2890, referente a

margaroiletanolamina.
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New Open  SaveAs SaveCopy  ImportCompound Impot — Summaries  FBMN Export Compute Al Databases  Jobs Log Sefiings Websenice Account Help Ab

Filter 338 E Lo | Formulas | Spedtra | Trees | Predicted Fingerprint | Structures | Substructure Annatation | Compound Classes |

QC-PRMa-NCE20_QC-PRMa- [+ = —
lonization [M+ 7+ | 100 1] @ Filter |Hit enter to sear

:;_““““" :3288‘3“ 23 () adattional [_] Bio Database [ Biocyc [ | CHEBI (| COCONUT [ ] EcoCycMine (| GNPS () HUDB [ ] HSDE [ | KEGG ] KEGG Mine [ | KNApSACK [ Lipia [ Maconda [ ] Mes
b3 ull |_J Natural Praducts [_] NORMAN [_] Plantcyc [ PubChem ] PubMed [_| Training Set | YWDB [_| YMDB Mine [_] ZING bio

XLogP: 6,00 1. simitariy: o

COosMIC 0.488

Rank | SMILES | Molecular Fo... | Adduct | CSIFingerlD...| Similarity | #PubMedIDs | XLogP | InChikey | Lipid Class

M + H

2 G-cis-docosenamidse CCCCCCCC.. C22HA3NO M+ HJ+ 1453182 8,800 COUPDYRA..
3 NN a d CCCCCCCC.. C22HA3NO 10328303 7,900 ANBZTKMY

b 4 N-Butyloleamide CCCCCCCC.. G22HAINO 10328303 8,300 WLUWZVUX
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- 1 Eicosanoy-EA CCCCCCCC.. C22HABNO2 184334041 8,300 AUIVQIHO
Tonization M+ s 5 N CCCCCCCC... C22HA3NO 14685878.1... 8,800 VHIFXYTSKM
Precursor 338,34 Da 6 Pymolidine, 1-stearoy- CCCCCCCC.. C22HA3NO 26510639 8,600 AEBDOCOL
RT 0.13 min 7 d CCCOCCCC... G22HAIND 6086924 7,800 OSNVKHBO
COSMIC 0.497 2 Olevl If CCCCCCCC  GIPHASNOD A A00_RITAPRDIH

QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- . ~
lonization [M + 7]+ Mode sz |x]mergea |v] (@)
Precursor 338,34 Da
RT 015 min .
COSMIC 0.449
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa-
lonization [M + 7]+
Precursor 338,34 Da

RT 0,18 min

COSMIC 0.507
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa-
lonization [M+ 7]+
Precursor 338,34 Da

RT 0,20 min 0z
COSMIC 0,531 a1 l | ‘ | x
QC-PRMa-NCE30_QC-PRMa- ar 1 ‘||I T 1 1

100 150 2

Relative Intensity
o
H

lonization [M + 7]+ 0 8 00 250 300
Precursor 338,34 Da miz
RT 0.23 min v
10f24 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Job:

Anexo 8. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 338,3401, referente a

erucamida.
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New Open ~ SaveAs SaveCopy  ImportCompound Import — Summaries © FBMN Export : Compute Al Databases Jobs Log Sefings Websenvice Account Help Abi

Fiter | 524 S Lc-s | Farmulas | Spectra | Trees | Predicted Fingerprint | Structures | Substructure Annotation | Compound Classes |

lonization M+ 7]+ 0 = L
Precursor 524.37 Da P xLogP:|400 000| - Similarty |0 Qe——— 10 [GTY] B Fiter [Hierter 10 s
RT 0,12 min =t

[ aaditional [ Bie Database [ Biocyc (] CHEBI ] COCONUT [ EcoCycMine [ GNPS [ | HMDB [ | HSDB [ ] KEGG [ KEGG Mine ] KNApSACK [ Lipia [ ] Maconda [ | Mes
|_J Natural Praducts [_] NORMAN [_| Plantcyc [_] PubChem [_] PubMed [_| Training Set [_| YMDB [_| YMDB Mine (| ZINC bia

COSMIC 0,261
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb
lonization [M + 7]+
Precursor 524,37 Da

RT 0,15 min

COSMIC  0.424

| Molecular Form | #PubMedIDs | XLogP | InChiKey | Lipid Class

CCCCCCCCC... C 7 M + Hi+

QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb. 2 null CCCCCCCCC...  C26HE5NO7P 4,700 OGFVPOGQBC.
lonization  [M + ?]+ 3 C16-PAF acether CCCCCCCCC.. C2GHSSNOTP M+ Hl+ EENTTEEE% 16570231668 6,600 HVAUUPRFYP.
Precursor 524,37 Da 4 2-stearoyllysop.. CCCCCCCCG.. C26HSSNOTP  [M+HJ+ 6,700 IQGPMZRCLC.
RT 0.17 min 5 nul CCCCCCCCC.. C26HSSNO7P M +HE+ 6500 VMPVPABUOM
COSMIC  0.272 6  1-neneicosanc.. CCCCCCCCC.. C26HSANOTP  [M+H+ 5100 JPTRRYQAYCF...

QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb

lonization [M + 7]+

Precursor 524,37 Da Ceie @@
RT 0,20 min

COSMIC 0.467
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb

o

10

2 0
lonization
o8
Precursor
RT £ o7
cosMic £ o
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb = s
lonization [M+ 71+ Z
Precursor 524,37 Da "
RT 0,25 min o 02
cosMic  0.474 0z
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb 01
lonization [M + 7]+ 20+ - . - . . ; ; ; " A
Precursor 524,37 Da a 50 100 150 200 250 200 250 400 450 500
RT 0,28 min
cosMic  0.300 mz
10125 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs

Anexo 9. Espectro de fragmentacgéo do ion de m/z 524,3706, referente a PC(18:0).
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WFifter 560 Lo | Formulas | Spectra | Trees | Predicted Fingerprint | Structures | Substructure Annotation | Compound Classes |
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb - (4 = —
————— XLogP; |2‘00 C—@a‘ou\ Similarity |0 O—@wo\ L) @ Filter  Hit enterto s

lonization [M + 7]+
Precursor 560,31 Da [ additional [_] Bio Database |_] Biocyc [_] CHEBI (] COCONUT [_] EcoCycMine [ ] GNPS [_] HMDB ] HSDB || KEGG [_] KEGG Mine || KNApSACK [ Lipid ] Maconda [ Met

gsmc :‘;“ min (] Natural Praducts (] NORMAN [_] Plantcyc [_] PusChem [_| PubMed [_] Training Set [_| YMDB [_] YMDB Mine [_] ZINC bio

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb ‘ Rank | smiLES | Molecular F... | Adduct | CStFinger... | Similarity | InChikey | Lipid Cla.
lonization [M + 7]+ 1 CCCCCCC...  G26H53NO.. [M+Kl+

Precursor 560,31 Da 2 CCCCCCC. M+ K]

C26H53NO. +
RT 0,23 min H |+

COSMIC 0.153 4 cccce=C. C26H53NO... M +K+

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb 5 1 I CCCECCC..  C26HSANO... [M+ K+

lonization [M + 7]+ 6 null CINH(C)(C).. C26HE3NO... [M+K}+

Precursor 560,31 Da 7 null CCCCCCC..  C26H52NO.. [M+K+ 0%

i 0,25 min 8 2-18-i(omega-0)LPC CCCCCOC.. G26HSANO.. M +K+ 600 WB5002%1 21749140

COSMIC 0.121 a___null COCCCCC. GPAHAINO. N+ KI+ W=40.148 1 WN80.625% F.000_MOIGDFE

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb
lonization [M + 7]+ J| Mede @@ @
Precursor 560,31 Da
RT 0,28 min 10
COSMIC  N/A

0_QC-PRMb
lonization [M + KI+

Precursor 560,31 Da

RT 0,10 min

COSMIC  0.256
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb
lonization [M + 7]+
Precursor 560,31 Da

Relative Intensity

RT 0,12 min oz
COSMIC  0.128 01 || || | | ‘
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb oo . . . ; ; . ; . . 1 —
lonization M+7+ 0 0 100 150 200 200 200 220 400 420 500 520
Precursor 560,31 Da b miz
RT 0.15 min v
10f 25 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compaunds: UNLIMITED Job:

Anexo 10. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 560,3111, referente a
PC(18:1).

00 O © 0O 0 &6 @ Q N 60 » 0O
Var
New Open  SaveAs SaveCopy  ImpoCompound Import — Summaries  FBMN Export CancelAll  Databases  Jobs . Log Sefings Webserice Account Help Abi
Filter 754 S Lo | Formulas | Spectra | Trees | Predicted Fingerprint | Structures | Substucture Annotation | Compound Classes |
QC-PRMb-NCE10_QC-PRMb- & | | ‘ ‘ ﬁ @ —
lonization M+ 7+ [ XLogP: [10,... Qi) 13, similarity; 0 O —() 100 gl Filter |Hit enter to -.
":;““’5'" 552‘25" Da [ additional [_] Bia Database |_] Biocyc [_] CHEBI [_] COCONUT ] EcoCycMine [_] GNPS ] HMDB [_] HSDB ] KEGG (| KEGG Mine [_] KNApSAcK [ Lipid (] Maconda [ | Mes
COSMIC 125 min fos [ Natural Products ] NORMAN |_] Plantcyc ] PubChem [_] PubMed [ Training Set [_| YMDB (] YMDB Mine [ ZINC bio
QC-PRMb-NCE10_QC-PRMb PC 32:1 - El Gordo dlassified this compound as Diacylglycerophosphocholine.
lonization M+7r Note that neither the exact chain locations nor the stereochemisiry and the double bond localions can be determined from the MSIMS The formula composition ofthe chains could not be defermined fro
Precursor 754,54 Da LIS B
RT 0,28 min £ | SMILES | Molecular F .| Adduct
COoSMIC
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb 2 1 5 55 M+Nap  E33, 506%1 12,600 PC321
lonization [M + 71+ 3 phosphatidylcholine(14:018:1(112)) M+Naj  E=33,878.0 EN93,506%0 12600 GMJK. PC321
Precursor 754,54 Da 4 1-palmi 2-palmitoyl-sn-glycero-3 M +Na}  [=33,878 00 [N63,506%10 12600 IPMVH.. PC32:1
RT 0,10 min 5 1 2-(9; gly 3-phi M +Naj+ 9=33,878 0 93 506% 0 12,600 RYAB.. PC32:1
COSMIC  0.151 o] B e
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb
B Wode |MS2 ¥ | merged |
lonization [M + 7]+ l E@ @
Precursor 754,54 Da
10
e
08
Z o7
7
§ o8
£
< os ol
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb £ ., I
(G E:EHMB:N EF20R0 C- AR Z o
lonization [M + 7]+ 3 s o
Precursor 754,54 Da « s
RT 0,18 min oz
cosMIC o 01
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb a0 wu b | A 1 | . . i !
lonization [M + 7]+ 2 100 200 300 400 500 00 00
Precursor 754,54 Da miz
RT 0.20 min -
1 0124 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs

Anexo 11. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 754,5359, referente a
PC(32:1).
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New Open  SaveAs SaveGCopy  ImportCompound Impot — Summaries  FBMN Export Compute Al Databases  Jobs Log Seflings Websenice Account Help Ab
Silter 760 S ‘ Lc-s | Formulas | Spectra | Trees | Predicted Fingerprint | Structures | Substructure Annotation | Gompound Classes |
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb- |4 ] = o
lonization [+ 77s . KLogP: | 1,.. () 15, Similarity: 0 100/ 1) @ Filter | Hit enter to searg
:;9“‘"‘3“' 35201-5:‘55 (] addiional [_] Bio Database [_] Biocyc [_] CHEBI [_] COCONUT [ EcoCycMine (] GNPS [ ] HMDB || HSDB [] KEGG [ ] KEGG Mine ] KNApSACK [ ] Lipid [_] Maconda [_] Mes
' Natural Products (] NORMAN (] Plantcyc [] PusChem (] Publed (] Training Set (] YMDB (] YMDE Mine (] ZINC bio
cosMmIc
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb- PC 34:1 - El Gordo diassified this compound as Diacylglycerophosphocholine
lonization M7 Note that neither the exact chain locations nor the stereachemistry and tne double bond locations can be determined from the WSS The formula composition ofthe chains could ot be determined fro
Precursor 760,59 Da €
RT 0,23 min | SMILES | Molecular F... | Adduct | #PubMed ... | XLogP
cosMmIc

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb.
lonization [M + 7]+
Precursor 760,59 Da

RT 0,26 min

COSMIC

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb-

lonization [M+ 7]+ || Mode @@ @
Precursor 760,59 Da
RT 0,28 min 1.0
cosMIC
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb
lonization (1

Precursor

RT

COSMIC .
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb-
lonization [M + 7]+
Precursor 760,59 Da

Relative Intensity
o
8

RT 0,13 min oz
COSMIC a1
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb 00+ T T - . : T T .
lonization M+ o 100 200 200 400 500 500 700
Precursor 760,59 Da b miz
RT 0,16 min v
1.0f 24 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs

Anexo 12. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 760,5867, referente a
PC(34:1).

Q0 GO0 O O o 0 » O

New Open Save As Save Copy Import Compound  Import ‘Summaries FBMN Export Compute All Databases Jobs Log Setings Webservice Account Help AD

IFilter 858 S LS | Formulas | Spectra | Trees | Predicted Fingernnint | Structures | Substructure Annotation | Compound Classes |
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb |4 = —
= XLogP: ‘12‘ P} 15, | Similarity ‘0 C_ﬁmo( sy 9 Filter | Hit enter to seard

lonization [M + 7]+

Precursor 858,60 Da [ agattional || Bio Database (] Biocye (| CHEBI (] COCONUT [_] EcoCycMine [ ] GNPS (] HMDB [ ] HSDB (| KEGG ] KEGG Mine [ ] KNApSAcK [ Lipid [ ] Maconda [ ] Mes
() Natural Products [ NORMAN ] Piantcyc (] Pubchem [ PubMed ] Training Set (] YMDB [_] YMDB Mine (] ZINC bio

RT 0,21 min

COSMIC
QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb-
lonization [M + 7]+
Precursor 858,60 Da

RT 0,23 min

PC 40:5 - El Gordo classified this compound as Diacylglycerophosphocholine.
Note that neither the exact chain locations nor th reochemistry and the double bond locations can be determined from the MS/MS The formula composition of the chail Id not be determined fro
the MS/MS, too

| smiLES Holecular | #PubMed ... | XLogP InChikey

1
QC-PRMb-NCE20_Q Phosphatidylcholine(18:3n6/22:2n6) CCCCCC=.. C4BHBTNO. 13,900

lonization [M + 7]+ 1-adi 1-2-0le 0y I CCCCCCC.. C48HBTNO. =261 13,900 HWRND.. PC40:5
Precursor 858,60 Da 1-adrenoy-2- F-sn-gf CCCCCCC...  C48HB7NO. =26, 13,900 JGKXBU.. PC405
RT 0,26 min Phosphatidylcholine(20:2n6/20:3n8) CCCCeC: C48HETNO... [M+Naj+ 526,478 00 97 993% 00 13,900 GANPUN.. PC40:5
COSMIC — s v —" 7 n—

QC-PRMb-NCE20_QC-PRMb-
o —— e Mode |MS2 |¥| merged ¥
Ersror AT (w2 [v] mergeq v]

Precursor 858,60 Da

)

RT 0.29 min 10
COSMIC 0s
o2
Precursor 858,60 Da g o7
RT 0.10 min 5 oe
COSMIC  0.113 £ s
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb- =
lonization [M + 7]+ E 0a -
Precursor 858,60 Da
RT 0,13 min 0z
COSMIC ot ‘ I I
QC-PRMb-NCE30_QC-PRMb an- Ll ." . I. | . | : | : . . .
lonization M+ 7+ o 100 200 E 400 B a0 700 00
Precursor 858,60 Da miz
RT 0,16 min v
10724 selected License: SIRIUS Community Edition (Non Commercial) Compounds: UNLIMITED Jobs

Anexo 13. Espectro de fragmentacdo do ion de m/z 858,5991, referente a
PC(40:5).
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Anexo 14. Parecer do comité de ética em pesquisa referente ao protocolo 775/2010



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

1;}

% waww fem unicamp br/pesquisa/‘etica/index_htm|

CEP, 12/11/10
(Grupo 11)

PARECER CEP: N® 7752010 (Este n° deve ser citndo nas correspondéncias referente a cste projeto)
CAAE: 0605.0.146.000-10

- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “APLICACAO DE ESTRATEGIAS PROTEOMICAS E METALOMICAS NA
IDENTIFICACAO DE POSSIVEIS BIOMARCADORES PARA O TRANSTORNO
AFETIVO BIPOLAR®™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Herbert de Sousa Barbosa

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/0872010

APRESENTAR RELATORIO EM: 12/11/11 (O formulirio encontra-se no site scima).

11 - OBJETIVOS

Investigar alteragdes no protcoma ¢ ne metaloma do soro sanguineo de individuos com
transtomno afetivo bipolar. com o intuito de identificar possiveis biomarcadores para essa doenga
mental.

111 - SUMARIO

Serdo avaliados 100 sujeitos exclusivamente neste centro, todos maiores de idade.
compreendendo grupo vulnerdvel (portadores de transtorno mental). Os procedimentos incluem &
andlise de marcadores em amostras de sangue de sujeitos com transtorno afetivo bipolar (TAB) ¢
o preenchimento de um questiondrio de coleta de dados. Serfio formados trés grupos de sujeitos,
um com pacientes diagnosticados com essia condigho ¢ que ndo estejam em tratamento
farmacologico, outro de pacientes em uso de litio e o terceiro de pacientes em tratamento com
outros fdrmacos que ndo o litio. Seriio formados, também quatro grupos controle: um de
pacientes com esquizofrenia, outro de pacientes sem TAB ou esquizofrenia gue fazem uso de
litio por outrat indicagdo, um terceiro de parentes em primeiro grau dos individuos investigados e
sem transtorno mental ¢ o quarto de individuos nfio afetados que residam proximo aos pacientes
com TAR. Serio excluidas as amostras de individuos que possuirem certas doengas (ciinceres.
AIDS, doengus hepiticas ¢ doengas metabolicas ¢ endocrinoldgicas em geral, como diabetes e
hipo ou hipertireoidismo) (pg. 22). O ¢ronograma prevé duragdo de quatro semestres

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apds analisar us respostas as pendéncias encaminhadas em 27/10/10, todas as questdes
solicitadas pelo Comité de Etica em Pesquisa foram respondidas, com isso o projeto de pesquisa
encontra-se adequadamente redigido e de acordo com a Resolugio CNS/IMS 196/96 ¢ suas
complementares, bem como o novo Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido,

Comutd de Friea em Pesquin - UNKCAMP

Rua: Tewilin Vieirs de Camurzge, 126 FONFE (019) 3821398
Cuiva Pl 6111 FAN (019) 38217187
INE3-887 Campanas - S§ cepa fem umicamp, br
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<UF; FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
O\ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

e a0

% www fem.unicn

3

V-PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os parcceres dos membros-relatores previamente designados parn 0 presente caso ¢
utendendo wdos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restri¢hes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido ¢ as conclusdes agui apresentados sdo de responsabilidude exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ niio representam a opinifio da Universidade Estadusl de Campinas nem
a comprometem. s

V1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sueito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquiss, sem penalizagdo alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidudo (Res. ONS 196/96 — [tem V. 1.0) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d}.

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineads no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. ONS Item 1111.2), exceto quando perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito
participante ou guando constatar @ superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisit (tem V.3,).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V4. E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocomdo (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notificagio ao CEP ¢ & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas
Em caso de projeto do Grupo [ ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também @ mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, pars
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 25197, liem 11.2.¢).

Relatdrios parciais e final devem ser apresentados no CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdio CNS-MS 196/96.

V1-DATA DA REUNIAO
Homologado na VI Reunido Ordinaria ndu CEP/FCM, em 24 de agosto de 2010

A
Prof. Dr. C;\ﬂosLEdugrdu Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comitd de Ftien em Pesquisa - LNICANMP
R Tessalin Viewrn de Comurgo, 126 FONE (059 3521-890
Caixa Pineai 0111 FAN (019} 3521-7187

LI0SIANT Camplmas - SI° copinfom unicamp. br
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Anexo 15. Parecer do comité de ética em pesquisa referente ao protocolo CAPPesq
N° 943.883

Anexo 3

4 d USP - HOSPITAL DAS
" CLINICAS DA FACULDADE DE GR@ral o'
bt MEDICINA DA UNIVERSIDADE

FVius e

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Instituto Nacional de Biomarcadores em Neuropsiquiatna {INBION)
Pesquisador: Wagner Farnd Gattaz

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
élica por parte da CONEP;)

Versao: 5
CAAE: 66092117.0.1001.0068
Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicna da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.450.834

Apresentacao do Projeto:

O projeto € apresentado como um protocolo que redne varios projetos de natureza multidisciplinar e
multiinstitucional com a co-participacao da UNICAMP, que preve a coleta de material biolégico dos
participantes para o desenvolvimento de projetos espacificos, gue interagem por meio da comparacao dos
diferentes resultados, na busca de substratos biologicos das doencas neuropsiquiatricas como pré-requasito
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e, sobretudo, de estratégias preventivas através do
diagnostico precoce,

Grupos de pacientes das diferentes categorias diagnosticas (Esquizofrenia, o Transtomo Bipolar,Doenca
de Alzheimer, individuos com Comprometimento Cognitivo Leve, idosos com queixas de memdria) serao
estudados simultaneamente em 6 dimensoes: neuroquimica, neuraimagem, neuromodulacio,
neurocognigaopsicopatologia, gendmica e proteomica. Os achados nestes grupos serao comparados com
um grupo controle de individuos sadws. Adicionalmente, serao também investigados nestas 6 dimensdes
individuos com transtormes subclinicos, que apresentam sintomas psiquiatricos esporadicos (por exemplo
alucinacdes ou idetas parandides) sem todavia desenvolver a doenca psiquidtrica completa. Este grupo
intermediario permitira investigar estadios de transicao para esclarecer o continuum entre satide e doenca
nas dimensoes clinicas e neurodiagnosticas.

Endereco:  Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro:  Cerquera Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio:  SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-)565 Fax: {11)2657-7585 E-mail: cappesq admeehe fm usp br
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Cortnuagdo do Parecer: 2450838

Objetivo da Pesquisa:
O projeto conforme apresentado reune diferentes projetos voltados para o estudo de aspectos eticlogicos

comuns e marcadores diferenciais entre a Esquizofrenia, ¢ Transtorno Bipolar e a Doenca de Alzheimer.
Esses pacientes serdo estudados simultaneamente em 6 dimensoes, a saber: 1.Neuroquimica; 2.
Neuroimagem; 3. Neuromodulacio; 4, neurccognicao e psicopatologia; 5. genomica; 6, Proteomica, sendo
que cada uma delas apresenta objetivos especificos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os desconfortos e riscos esperados sao especificos para cada madulo de atuacao. De maneira geral:- para
0s processos da coleta de sangue o nsco é o de apresentar dor, desconforto ou hematoma.- Com relacao a
coleta de liquor, o risco envolve apresentacao de dor de cabeca ao levantar, sensagoes culaneas subjetivas
(ex., frio, calor, formigamento, pressao etc.), dor local, infeccao, meningite, sangramento e
excepcionalmente 6bito.- Para o procedimento da Estimulacao magnética transcraniana, a colocacao de
touca de tecido na cabeca para mapeamento magnetico, que ndo traz dor, mas pode trazer algum
desconforto. Dor de cabeca é possivel acontecer, mas € de leve intensidade e incomum. Pode ocorrer
sensacao de contracao muscular nos membros durante o exame.- Durante o exame de ressonancia
magnetica, o desconforto é o do tempo em que é preciso ficar no aparetho e o barulho forte que o aparelho
faz.

- Nos exames de PET ou SPECT, ha o desconforto de uma picada de mjecdo, para gque seja injetado o
material do exame e a necessidade de ficar movel, Em relacéo aos beneficios, nao ha beneficio direto para
o participante; trata-se de estudo experimental. E possivel, mas nao garantido, que os pacientes com aslas
doencas possam ser beneficiados pelos resultados deste estudo no futuro, bem como seus familiares, O
estudo visa maior esclarecimento dos mecanismos biokigicos responsaveis pelo aparecimento de transtomo
psiquidtricos. De posse destes conhecamentos, espera-se conseguir, no futuro, melhores estratégias para o
tratamento do referido transtomo.

Comentdrios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto conforme apresentado redne iniciativas de projetos multiplos e fara a coleta de material biolégico e
outros dados dos pacientes com diferentes doencas psiquiatricas. E um projeto de 6 anos que fard
acompanhamento desses pacientes para estudo da evolucao dos respectivos quadros clinicos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
O pesquisador esclareceu que foram acatadas todas as sugestoes da CAPPESq e que a carta
encaminhada antenormente permanecia com o conteddo completo, apenas com o intuito de

Enderego:  Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5 andar

Bairro: Cerquera Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio:  SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: {11)2667-7585 E-mail: cappesq.admeshe fm uspbr
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salientar a importancia desse tipo de pesquisa no ambito internacional. Foram encaminhados também o
Reguiamento do Biorrepositanio referente, especificamente, a essa pesquisa e o pedido de encerramento do
Projeto 1293/09, juntamente com o relaténio inal.

Recomendacoes:

Nao ha,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Nao ha mais pendéncias,

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugéo CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatdnos parciais e final; clapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d} manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicacao, com os dewidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal téenico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupcao do projeto ou a nao publicacao dos resultados.,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 1511212017 Aceito
do Projeto ROJETO_ 858575 pdf 16:34:49
Outros Canta_RelatorioFinalTematico_ pdf 1511212017 |Wagner Fand Gattaz | Aceito
16:33:44

Outros RespostaParecer_2315487 pf 15122017 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
16:20:11

Declaracao de RegulamentoFuncional _Biorrepositono.pt  15/12/2017 | Wagner Fand Gattaz | Aceito

Manuseio Matenal | df 16:18:45

Biologico /

Biorepasitdrio /

Biobanco

Outros adendoprojeto_nay_2017 .doc 2711112017 |Wagner Fand Gattaz | Aceito
13:47:31

TCLE/ Termos de | TCLEInBion_nav_2017 docx 271112017 |Wagner Fand Gattaz | Aceito

Assentimento / 13:47:00

Justiﬁczgwa de

Projeto Detalhado /| INBioN.doc 14/06/2017 |Wagner Fand Gattaz | Aceito

Brochura 11:31:45

Enderego:  Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerquera Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio:  SAQ PAULO
Telefone: (11)2651-)585 Fax: (11)2651-7585 E-mail: cappesq.admeehe fm usp br
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Cortinuagdo do Parecar: 2450334

Investigador INBioN.doc 14/06/2017 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
11:31:45
2210312017 |Wagner Farid Gattaz | Aceito

Folha de Roste 2248_0007folhaderosto, pdf

14:02:54

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 20 de Dezembro de 2017

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Ovido Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerquera Cesar CEP: 05403-010
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