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RESUMO 

 

Bitencourt MR. Investigação de potenciais biomarcadores no diagnóstico da 

insuficiência adrenal central [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2023. 

 

INTRODUÇÃO:   Apesar da descoberta da sintetização dos glicocorticoides terem 

revolucionado a medicina na década de 50, pouco se avançou no reconhecimento e 

no manejo da insuficiência adrenal central (IAC) desde então. Os métodos 

diagnósticos na IAC são limitados, dependentes de testes de estímulo trabalhosos, 

onerosos e muitas vezes passíveis de efeitos colaterais graves. Frente aos atuais 

desafios na determinação da IAC, o presente estudo objetivou investigar o 

desempenho de possíveis biomarcadores a serem utilizados no diagnóstico da IAC. 

METODOLOGIA: Foram realizadas duas abordagens metodológicas: 1- Análise 

retrospectiva de dados de prontuário de pacientes institucionais com suspeita de IAC 

e comparação dos níveis de sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA) através da 

Razão de SDHEA (valor hormonal mensurado/limite inferior da referência para sexo 

e idade). 2- Estudo transversal com metabolômica exploratória por infusão direta 

(DIMS) de pacientes com hipopituitarismo congênito e IAC.  RESULTADOS:  A razão 

de SDHEA≤ 0,79 apresentou 94,7% de especificidade e 83,3% de sensibilidade em 

predizer IAC dentre pacientes com IAC e hipopituitarismo congênito (AUC:0,936). 

Quando analisado cenário com diversas etiologias de IAC em hospital terciário a 

razão de SDHEA ≤ 0,85 apresentou especificidade de 76,4% e sensibilidade de 

65,8% na predição de IAC (AUC 0,752). Análises de metabolômica exploratória 

apontou 6 possíveis biomarcadores da deficiência de ACTH (N-Acetyl-S-(N-

methylcarbamoyl)cysteine, Histidinol-phosphate, Oxoadipic acid, 

Phosphatidylethanolamine, Farnesyl pyrophosphate, Galactitol) que demostraram, 

associados, curva ROC com AUC de 0,97 na diferenciação de pacientes deficientes 

de ACTH comparados a controles portadores de Hipopituitarismo e AUC de 0,851 na 

distinção entre controles saudáveis. CONCLUSÃO: Este trabalho pôde demostrar 

que o uso da razão de SDHEA é uma ferramenta útil para diagnóstico de IAC em 

população adulta. Também a investigação com metabolômica exploratória apontou 

potenciais candidatos a biomarcadores de IAC. Trabalhos com metabolômica 

direcionada e quantitativa (targeted) ainda são necessários para corroborar esses 

achados. 

 

Palavras-chave: Insuficiência adrenal. Hipopituitarismo.  Sulfato de DHEA. 

Metabolômica. Biomarcadores. Deficiência de ACTH 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Bitencourt MR. Investigation of potential biomarkers in the diagnosis of central 

adrenal insufficiency [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2023. 

 

INTRODUCTION: Although the discovery of the synthesis of glucocorticoids 

revolutionized medicine in the 1950s, little progress has been made in the recognition 

and management of central adrenal insufficiency (CAI). Its treatment is still 

challenging in clinical practice. Diagnostic methods in CAI are limited, dependent on 

laborious, costly stimulus tests which are often subject to serious side effects.  Faced 

with the current challenges in determining CAI, the present study aimed to investigate 

the performance of possible biomarkers to be used in the diagnosis of CAI. 

METHODOLOGY: Two methodological approaches were carried out: 1- retrospective 

analysis of medical records of institutional patients with suspected CAI and 

comparison of dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) levels using the DHEAS 

Ratio (measured hormonal value/lower reference limit for sex and age). 2- Cross-

sectional study with exploratory direct infusion (DIMS) of patients with congenital 

hypopituitarism and CAI. RESULTS: The DHEAS ratio≤0.79 presented 94.7% 

specificity and 83.3% sensitivity in predicting CAI among patients with CAI and 

congenital hypopituitarism (AUC:0.936). When analyzing a scenario with different 

etiologies of CAI in a tertiary hospital, the DHEAS ratio ≤ 0.85 showed a specificity of 

76.4% and sensitivity of 65.8% in predicting CAI (AUC 0.752). Exploratory 

metabolomics analyzes identified 6 possible biomarkers of ACTH deficiency (N-

Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cysteine, Histidinol-phosphate, Oxoadipic acid, 

Phosphatidylethanolamine, Farnesyl pyrophosphate, Galactitol). That demonstrated 

an associated ROC curve with AUC of 0.97 in differentiating ACTH-deficient patients 

compared to controls with Hypopituitarism and AUC of 0.851 in distinguishing between 

healthy controls. CONCLUSION: This work was able to demonstrate that the use of 

the DHEAS ratio is a useful tool for diagnosing CAI in the adult population. Exploratory 

metabolomics research also identified potential candidates for CAI biomarkers. Work 

with targeted and quantitative metabolomics is necessary to corroborate these 

findings. 

 

Keywords: Adrenal Insufficiency.  Hypopituitarism. DHEA Sulfate. Metabolomics.  

Biomarkers. ACTH deficiency 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - Eixo hipotálamo-pituitária-adrenal e a deficiência de corticotrofina 

 

O eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) funciona com base no processo de 

ativação e retroalimentação orquestrado entre os três órgãos endócrinos envolvidos 

(1,2). Além disso, o eixo HPA ativa os sistemas imune e cardiovascular como 

resposta essencial em contexto de eventos inflamatórios e imunológicos (3,4). A 

ativação inadequada dessa resposta a diferentes estressores está por trás da alta 

mortalidade dos pacientes com insuficiência adrenal. O risco de desfecho fatal entre 

pacientes com hipopituitarismo é 1,6 vezes maior naqueles com deficiência de 

corticotrofina (ACTH) (5,6). 

A insuficiência adrenal secundária, ou também chamada insuficiência adrenal 

central (IAC) ocorre devido a falha na sinalização e ou produção do hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) e de ACTH (1,2). Essa deficiência secretória 

culmina, principalmente, em geração inadequada de cortisol pela glândula adrenal. A 

etiologia mais prevalente da IAC é a suspensão abrupta do uso crônico de 

glicocorticoides exógenos (7), outras causas são relacionadas a tumores hipofisários, 

traumatismo craniano, uso de opioides etc.(1,8–11). 

A glândula adrenal apresenta em seu córtex 3 camadas teciduais que produzem 

diferentes hormônios (2): As zonas fasciculada e reticular são estimuladas pelo 

ACTH, enquanto a zona glomerulosa tem como principal estímulo a ação da renina. 

Na Figura 1 observam-se os principais mecanismos de estímulo do eixo HPA. Sendo 

assim a IAC acarreta hipotrofia das zonas fasciculada e reticular, enquanto a zona 

glomerulosa tem sua atividade preservada (sistema renina-angiotensina-aldosterona 

intacto) (1,2,12). Já na insuficiência adrenal primária (IAP), há falência da própria 

suprarrenal e ocorre maior produção hipofisária de corticotrofina. A hiperpigmentação 

cutânea pelo excesso de ACTH e o acometimento das 3 camadas corticais na IAP 

diferencia clínica e laboratorialmente os dois tipos de insuficiência adrenal (1,9,13). 
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Figura 1- Eixo Hipotálamo-Pituitária- Adrenal (HPA) e seus principais fatores de estímulo fisiológicos 

das zonas fasciculada e reticular do córtex da adrenal. Note o gráfico com a concentração de secreção 

de cortisol em 24h 

Fonte: Ilustração feita com auxílio do programa BioRender 

A IAC é uma condição desafiadora na prática médica tanto por sua 

apresentação clínica pouco sintomática quanto pela complexa investigação 

laboratorial. Enquanto na IAP o excesso de ACTH pode ocasionar hiperpigmentação 

cutânea e a falta de mineralocorticoide comumente causa depleção de volume com 

hipotensão postural e hipercalemia, a IAC pode ocorrer sem achados significativos 

no exame físico (13,14). Na IAC o quadro clínico dependerá da gravidade da 

deficiência de ACTH (DACTH), do momento do início do quadro e de outras 

deficiências hipofisárias associadas. Em neonatos e crianças pequenas, por 

exemplo, a DACTH pode se manifestar com convulsões, hipoglicemia, icterícia, baixa 

estatura e retardo do desenvolvimento e crescimento (15). Em população adulta 
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grande parte das queixas são inespecíficas e vão desde alterações do humor, 

adinamia, fraqueza e mialgias até náuseas, êmese, hipoglicemia e hipotensão 

durante uma crise adrenal (16). Em resultados laboratoriais pode-se encontrar 

hiponatremia (secundária ao aumento de vasopressina), anemia normocítica, 

eosinofilia, linfocitose e hipoglicemia (12,16). Grande parte desses sintomas são 

relacionados a falta de glicocorticoide. Porém, vale ressaltar que as ausências de 

CRH e ACTH podem causar sintomas a despeito da deficiência de cortisol (17). Esses 

peptídeos já tiveram reconhecidas atividades no sistema nervoso central 

relacionadas a ansiedade, humor, locomoção, recompensa e alimentação (18,19). 

CRH e ACTH também estão relacionados com a ativação simpática (1,17). 

Outra importante característica da produção de cortisol pela zona fasciculada é 

o ritmo nictemérico de produção hormonal, com maiores produções de cortisol 

durante a manhã, reduzindo ao longo dia e quase nula durante a noite (1,2,16). Esse 

ritmo de produção tem papel importante junto aos genes do relógio biológico (20). 

Porém, pouco se compreende quais efeitos metabólicos podem advir da perda do 

ritmo circadiano de produção de cortisol provocada pela reposição prolongada de 

glicocorticoides de liberação fixa nos pacientes portadores de DACTH (7,16). Alguns 

estudos com drogas de liberação bifásica demostraram melhores desfechos ósseos, 

cardiovasculares e metabólicos nesses pacientes (21,22). Entretanto foram estudos 

de curta duração e sem análise de desfechos clínicos, como fratura e evento 

cardiovascular fatal. 

A insuficiência adrenal ainda está associada a taxas de mortalidade mais 

elevadas em comparação com a população em geral (13,14) e uma terapia com 

ajuste inadequado durante uma doença intercorrente, pode estar relacionado com tal 

desfecho (5,6,23). Portanto, a dificuldade diagnóstica associada a impossibilidade de 

reposição fisiológica da deficiência hormonal contribui para a substancial 

morbimortalidade desses pacientes (24,25). As pesquisas neste campo de estudo 

permanecem relevantes e necessárias para melhorar tanto o diagnóstico quanto o 

prognóstico dessa condição. 
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1.2 - Dificuldades diagnósticas da Insuficiência adrenal central  

 

O diagnóstico da IAC persiste desafiador para médicos e pacientes. Como a 

produção de corticoide é episódica e apresenta grande nível de variabilidade, a 

interpretação de valores considerados normais deve ser feita com cautela.  O cortisol 

basal, mesmo mensurado as 8h da manhã, apresenta algumas particularidades na 

sua interpretação que devem ser respeitadas para evitar equívocos de raciocínio (26). 

Nos pacientes com deficiência parcial na secreção do ACTH, os níveis podem 

estar dentro do espectro considerado normal, mas podem não conseguir estimular 

uma produção adequada para períodos de estresse metabólico. A definição de 

DACTH parcial ainda é um capítulo em aberto na literatura, não há consenso no uso 

de testes e pontos de corte para definir essa entidade (7,27,28).  

Uma metanálise sugere que o melhor ponto de corte para indicar DACTH seria 

um cortisol basal (mensurado as 8h da manhã) < 5 µg/dl com probabilidade de 92% 

de detectar doença, enquanto o valor de cortisol > 13 µg/dl indicaria integridade do 

eixo HPA com chance de erro menor que 9% (AUC 0,79 IC 75-99%)(29). Estudo 

recente utilizando dosagens de cortisol por espectrometria de massa e testes 

monoclonais já aponta que, com esses kits laboratoriais mais específicos, o ponto de 

corte deveria ser <2 µg/dl para predizer doença e > 15 µg/dl para predizer saúde (26). 

Todavia, a diretriz vigente da Endocrine Society orienta o critério de cortisol basal < 

3 µg/dl para indicar DACHT e valores > 15 µg/dl no basal para excluir DACTH, 

enquanto valores intermediários a esses devem ser submetidos a investigação 

adicional (7). O fluxo diagnóstico atual está representado na Figura 2. 
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Figura 2-Fluxo diagnóstico sugerido na Insuficiência Adrenal Central (IAC).  *observar tipo de ensiao 

laboratorial usado .**atenção ao tipo de teste de estímulo  e tipo de ensaio para dosagem de cortisol. 

Métodos monoclonais e por espectometria de massas na dosagem de cortisol e teste do glucagon 

apresnetam  pontos de corte diferentes . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de Bitencourt et al Arch Endoc (2022) 

Sabe-se que o cortisol sérico dosado também reflete os níveis totais de cortisol 

ligados à sua proteína carreadora (CBG) (30). Existem casos em que a avaliação do 

cortisol livre ganha importância pois condições que elevam a CBG como gravidez e 

uso de anticoncepcionais podem superestimar os valores de cortisol (31,32). O 

oposto também é verdadeiro, em situação em que temos níveis de CBG menores 

(como durante doenças críticas e em portadores de polimorfismos da SERPINA 6) 

podemos ter níveis falsamente baixos de cortisol indicando equivocadamente DACTH 

(33,34). 
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Como as dosagens basais de cortisol nem sempre conseguem definir a 

integridade do eixo, a grande maioria dos casos necessitam ser submetidos aos 

testes de estímulo (1,2,7,35) .Os principais testes disponíveis no Brasil são citados 

abaixo: 

a) Teste de tolerância à insulina 

O teste de tolerância à insulina (ITT) é considerado padrão-ouro para o 

diagnóstico de IAC, e pode ser utilizado para avaliar quadros agudos, definido como 

um período < 4 a 6 semanas de injúria, situação em que o teste da cortrosina pode 

apresentar resposta normal (1). O teste baseia-se no fato de que a hipoglicemia é um 

potente fator estimulador do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e consiste na 

administração de 0,1 unidade/kg IV de insulina regular e dosagens de cortisol nos 

tempos basal,30, 60, 90 e 120 minutos. A glicemia deve atingir o valor de 40 mg/dl 

ou menos para o teste ser considerado efetivo (1,2,7). Considera-se resposta normal 

do cortisol, um pico maior ou igual a 18µg/dl na maioria das referências, porém testes 

com kits de dosagem de cortisol por ensaio monoclonal ou por dosagem de 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) o ponto de corte 

do cortisol que se usa para garantir bom funcionamento do eixo HPA, é maior ou igual 

a 15 µg/dl (26). 

Mesmo sendo padrão ouro, existem situações em que induzir hipoglicemia é 

perigoso, e o teste é proscrito em pacientes idosos (>60 anos), cardiopatas, gravidez, 

portadores de doença cerebrovascular ou histórico de convulsão (1,2,9). 

b) Teste da Cortrosina 

As amostras para dosagens de cortisol sérico são coletadas antes e após 

administração de 25 µg via intravenosa de ACTH recombinante humano nos tempos 

0, 30 e 60 minutos (1,2). O uso do teste curto, com 1µg de cortrosina, embora 

apresente maior sensibilidade e especificidade, não é recomendado fora de 

laboratórios de pesquisa e excelência devido a armadilhas na preparação da 

medicação diluída e risco de subestímulo com interpretação inadequada do teste. 

Valores de pico de cortisol maiores ou iguais a 18 µg/dl indicam função adrenal 

normal, enquanto um pico de cortisol menor do que 18 µg/dl é indicativo de 

insuficiência adrenal, porém não discriminando se primária ou secundária (7). Vale 
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ressaltar que ao utilizarmos kits monoclonais ou LC-MS, o indicado é utilizar o ponto 

de corte de 15 µg/dl (26). Esse teste poderá apresentar falso negativo em casos de 

IAC aguda, situação em que a falha recente de corticotrofina não ocorreu em tempo 

suficiente para causar a hipotrofia do córtex adrenal (1,2). Entre os outros limitantes 

do uso desse teste no Brasil estão: 1- o alto custo do medicamento; 2- dificuldades 

logísticas advinda da importação do ACTH recombinante que não é produzido e nem 

comercializado no país (9). 

c) Teste do glucagon:  

O glucagon pode ser utilizado com administração IV ou IM na dose de 1mg, e é 

uma medicação mais facilmente encontrada que o ACTH recombinante (1,2). O 

glucagon gera um estímulo mais tardio e não tão potente quantos os outros testes. 

Além disso, ele requer maior tempo de observação e maior quantidade de amostras 

(coletas no tempo 0, 30, 60, 90, 120 e 180 min) (36). Apesar de ser um estímulo 

menos acurado pode ser utilizado dependendo do contexto com a devida 

interpretação. Estudos sugerem utilizar um pico de cortisol de 16 a 17 µg/dl para 

garantir integridade do eixo (36–38). 

 

1.3 - Hipopituitarismo congênito e a deficiência de ACTH 

 

A insuficiência adrenal secundária geralmente se desenvolve gradualmente ao 

longo do tempo, o que pode levar os pacientes a se adaptarem a sintomas mais leves 

e atrasar a busca por cuidados médicos (2,9,12,16). Fatores de estresse, como 

doença aguda, cirurgia ou trauma, podem mascarar os sintomas da IAC (39). A 

necessidade de avaliar os níveis de cortisol em situações de estresse agudo pode 

tornar o diagnóstico ainda mais desafiador. Outra dificuldade em estudar esse tipo de 

condição está na possibilidade de haver recuperação do eixo HPA e normalização da 

secreção de corticotrofina nas causas mais corriqueiras de DACTH como a que 

ocorre após cirurgias hipofisárias e na IAC induzida por drogas (40,41). Assim, 

embora raras, as causas congênitas por representarem um status de deficiência 
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hormonal perene, tornam essa população mais bem caracterizada para estudo dessa 

condição. 

O hipopituitarismo congênito ocorre em 1 a cada 3.500 a 10.000 nascimentos 

(1,2). As alterações moleculares relacionadas com essa condição estão descritas em 

genes de fatores de transcrição relacionados ao desenvolvimento hipofisário como 

GLI2, OTX2, HESX1, LHX3, LHX4 e PROP1, embora ainda haja uma boa parcela de 

casos sem diagnóstico molecular firmado (42). A deficiência de cortisol central isolada 

congênita, devido a ausência na produção hipofisária de ACTH, tem incidência ainda 

mais rara e está relacionada com mutações recessivas no gene TBX19 

(anteriormente descrito como TPIT) (15,43). Assim o mais frequente é encontrarmos 

DACTH em pacientes com deficiência hormonal múltipla. 

Grande parte dos pacientes com hipopituitarismo congênito apresentam-se 

inicialmente com baixa estatura por deficiência de GH, podendo evoluir com outras 

deficiências hormonais hipofisárias incluindo a deficiência de ACTH (7). Descreve -

se que dentre os pacientes com hipopituitarismo cerca de ⅓ evoluem com IAC 

(44,45). 

No presente trabalho constituído de 2 capítulos, optou-se por se estudar essa 

população para avaliação de biomarcadores que refletissem o estado de deficiência 

na secreção de ACTH comparada a pacientes com outras deficiências hipofisárias, 

porém com secreção de ACTH preservada e controles saudáveis.  No capítulo 1 

abordaremos os resultados acerca do uso do sulfato de dehidroepiandrosterona 

(SDHEA) como marcador de DACTH e no capítulo 2 os resultados de análise 

metabolômica exploratória nessa população.  
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2 - RACIONAL DO TRABALHO E OBJETIVOS 

 

Devido a falha no diagnóstico dos pacientes com insuficiência adrenal central 

baseado apenas no cortisol basal somado à dificuldade em ter um teste de estímulo 

eficaz, conclusivo e barato, o presente projeto de estudo teve como objetivos primário 

e secundário: 

2.1 - Objetivo primário   

Investigação de um candidato a biomarcador ou um conjunto destes (assinatura 

molecular) que possam representar o estado de deficiência na secreção de ACTH.  

2.2 - Objetivos secundários 

- Comparar níveis de SDHEA em indivíduos com e sem IAC;    

- Processamento e tratamento de dados metabolômicos untargeted por infusão 

direta em espectrometria de massas para anotação e seleção de metabólitos 

significativos; 

- Análise exploratória de vias bioquímicas alteradas em pacientes portadores de 

hipopituitarismo e IAC em reposição hormonal comparados a controles saudáveis e 

a controles portadores de hipopituitarismo com eixo corticotrófo intacto.  
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3 - ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de ética para análise de projetos de 

Pesquisa CAPEPesq, da Diretoria do Hospital de Clínicas e da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, bem como foi registrado na Plataforma 

Brasil e aprovado pelo CEP com número CAAE 42993819.5.0000.0068. Houve 

dispensa de TCLE devido ao fato de utilizarmos dados gerados em outras pesquisas, 

porém todos os envolvidos na pesquisa receberam carta de anuência (vide ANEXOI) 

e concordaram com o uso dos dados gerados anteriormente a esse estudo. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA): Um possível 

marcador da ação da corticotrofina  
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1 - INTRODUÇÃO: Papel do SDHEA 

 

A dehidroepiandrosterona (DHEA) e a sua forma sulfatada, o sulfato de 

dehidroepiandrosterona (SDHEA), são os esteroides mais abundantes na circulação. 

São produzidos na zona reticular da glândula suprarrenal a partir da 17-α-

hidroxipregnenolona e sua secreção é mediada pelo efeito trófico do ACTH (1,2,16). 

A zona reticular, embora hipoestimulada tanto na IAC quanto na Doença de 

Addison, acaba provocando poucos sintomas pois a produção de andrógenos e 

DHEA ocorre também em tecido gonadal. Assim, essa falta de secreção de 

andrógenos adrenais não apresenta repercussão clínica bem definida (13). No 

entanto, como a zona reticular um tecido ACTH dependente, avaliar os níveis de 

SDHEA em pacientes com IAC pode desempenhar um papel útil na definição 

diagnóstica, uma vez que a forma sulfatada, SDHEA, é exclusivamente produzida 

pela adrenal (9). 

Alguns estudos sugerem que quando há disfunção adrenal, a deficiência na 

secreção de andrógenos ocorre mais precocemente do que a supressão de 

glicocorticoide. Os mecanismos não estão completamente compreendidos. 

Aparentemente a zona fasciculada por ter maior avidez pelo ACTH consegue manter 

alguma secreção de cortisol mesmo em cenários de escassez de corticotrofina (46–

48). Outras percepções são apresentadas em estudo in vitro por Topor et al., onde a 

concentração intra-adrenal de cortisol parece ser um fator determinante para a 

inibição da enzima 3beta2desidrogenase, o que por sua vez estimula a produção de 

SDHEA (49). 

Evidências recentes sugerem que o nível sérico de SDHEA é um bom 

marcador preditivo para defeitos no eixo corticotrófo (50–52). Pacientes 

diagnosticados com insuficiência adrenal central pelo teste de estímulo com 1µg de 

ACTH, com pico de cortisol após estímulo menor que 18µg/dl, apresentaram níveis 

séricos de SDHEA baixos, enquanto pacientes cujo nível de SDHEA era normal 

atingiram pico de cortisol adequado. O SDHEA nesse estudo apresentou 

sensibilidade de 87,1%, especificidade de 86,7%, valor preditivo positivo de 93,1% e 

valor preditivo negativo de 76,5% (50). 
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Grande vantagem do uso desse marcador em relação ao uso do cortisol está 

no fato de ele ter um nível sérico mais estável (meia-vida de cerca de 20h) enquanto 

o cortisol apresenta variabilidade circadiana característica (2,48). Porém, o desafio 

dessa dosagem hormonal é padronizar um ponto de corte único, visto que a produção 

dele é muito variável de acordo com idade e o sexo, sendo maior em jovens e no 

sexo masculino (48).  

Em trabalho publicado em 2008 Fischli et al. sugeriram o uso do SDHEA como 

marcador de integridade do eixo HPA usando z-score calculado de acordo com idade 

e sexo (51). Dennedy et al. foram os primeiros a sugerir o uso da razão de SDHEA 

como marcador ao invés da mensuração hormonal isolada (53). Foi proposto utilizar 

o valor do SDHEA, mensurado em cada paciente, dividido pelo limite inferior da 

normalidade do kit laboratorial de acordo com faixa etária e sexo. Utilizando o valor 

resultante dessa razão para predizer a supressão de ACTH por lesões adrenais 

produtoras de glicocorticoide, os autores conseguiram demonstrar que tal marcador 

apresentou tanta sensibilidade quanto o teste de supressão de dexametasona e 

maior especificidade aumentando a acurácia de predição das lesões adrenais 

causadoras de hipercortisolismo subclínico (53). Posteriormente, Charoensri et al. 

utilizaram esse racional para estudar a razão do SDHEA e a falta de ACTH em 

pacientes com IAC. Eles estudaram 46 pacientes adultos com suspeita de DACTH 

submetidos ao teste curto de cortrosina (1 µg) e identificaram que a razão superior 

ao ponto de corte de 1,78 foi extremamente sensível para confirmar integridade do 

eixo HPA e assim evitar uso de testes de estímulo (50). 

Embora ainda seja controverso a necessidade de reposição do DHEA ou 

SDHEA em pacientes com IAC, o uso do SDHEA como um marcador de doença e ou 

integridade do eixo HPA parece ganhar espaço e relevância. Assim, o presente 

estudo propôs estudar a utilidade dessa razão para predição de DACTH em 

diferentes cenários.  
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 - Delineamento 

 

Esse é um estudo retrospectivo transversal onde foram revisadas as 

mensurações de SDHEA prévias (até 12 meses antes) ou concomitantes ao 

diagnóstico de IAC, precedendo assim quaisquer reposição com glicocorticoide. 

Conforme proposto por Dennedy et al. e Charoensri et al. foi utilizado para 

avaliação a RAZÃO: SDHEA mensurado/ valor mínimo de referência para sexo e 

idade de cada kit (50,53), reduzindo assim os vieses com uso de diferentes kits e 

pacientes de diferentes sexo e idade.  

 

2.2 - Das populações estudadas 

 

a) Dados do Ambulatório de Hipopituitarismo Congênito do Hospital de 

Clínicas da Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP): Pacientes com 

hipopituitarismo congênito e diagnóstico confirmado de Insuficiência adrenal central 

(IAC) comparados a pacientes com hipopituitarismo e suficiência na secreção do 

ACTH e controle saudáveis. 

b) Dados da sala de testes hormonais do HCFMUSP: Pacientes de 18 a 

60 anos submetidos a ITT no HCFMUSP no período de 2008 a 2021. 

  

2.3 - Análise estatística 

 

Para análise comparativa entre os grupos foram utilizados os testes t de 

student ou de Mann-Whitney. Foram aplicadas análises estatísticas de regressão 

logística binomial para avaliar a capacidade da razão de SDHEA em classificar 

paciente como deficiente de ACTH ou suficiente em secreção de ACTH. Em seguida 
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foi calculada matriz de confusão e determinado acurácia do modelo através de curva 

ROC.  
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3 - RESULTADOS  

 

3.1 - Análise da razão de SDHEA entre pacientes com hipopituitarismo 

congênito 

 

Após revisão de prontuário dos 29 pacientes com IAC acompanhados 

ativamente no ambulatório de hipopituitarismo,19 tinham mensurações de SDHEA do 

momento do diagnóstico resgatáveis. Assim os comparamos com 43 pacientes 

suficientes em ACTH (25 pacientes com hipopituitarismo e ACTH preservados e 18 

controles saudáveis). Características dos grupos seguem na tabela abaixo (Tabela 

1). 

 

Tabela 1: Características dos pacientes incluídos na análise da razão de SDHEA. Dados ambulatório 
Hipopituitarismo congênito 

Variáveis Deficientes de ACTH Suficientes de ACTH 

Tamanho amostral 19 43 

Sexo (M/F) 9:10 21:22 

Idade no momento da avaliação do SDHEA 
(DP) 

24 (6,9) anos 36 (9,2) anos 

IMC (DP) 23.57 (5.25) kg/m² 23.36 (2.97) kg/m² 

Razão do SDHEA no diagnóstico (DP)* 0.43 (0.62) 1.74 (1.28) 

*p<0,05 

 

As dosagens bioquímicas se deram ao longo dos anos por diferentes kits no 

HC-FMUSP. De 1985 até meados da década de 1990 foram utilizados ensaios 

triciados, a partir do fim dos anos 1990 até 2006 foram utilizado método de 

radioimunoensaio iodado e desde 2007 até a presente data, o kit de dosagem é 

eletroquimioimunoensaio da Roche elecys. Os controles saudáveis tiveram análise 

do SDHEA feito em plasma com kit da Roche. Reforçamos que o uso da RAZÃO de 

SDHEA por uma equação que leva em consideração o valor de referência para sexo 

e idade de cada kit, minimiza o viés do uso de diferentes métodos laboratoriais.  

Podemos observar na Figura 3 a distribuição entre os grupos da razão de 

SDHEA. A média da razão de SDHEA foi de 0,43 no grupo doente enquanto no grupo 

saudável foi de 1,74, diferença estatisticamente relevante (p<0,05). Após análise 
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inicial, foram excluídos alguns outliers (3 pacientes deficientes de ACTH cuja relação 

de SDHEA estava acima 1,5 e cujas idades de diagnósticos eram durante puberdade) 

com melhor desempenho do modelo. A regressão logística demostrou modelo eficaz, 

podemos avaliar as curvas de probabilidade de doença e não doença na Figura 4.  

 

Figura 3- Boxplot da Razão de SDHEA entre pacientes com deficiência de ACTH (DACTH) e 
Suficientes em ACTH do ambulatório de Hipopituitarismo Congênito HCFMUSP 

 

 

Figura 4-Gráfico com as curvas de probabilidade de pertencer a um dos grupos (com e sem deficiência 
de ACTH) em função do valor da razão de SDHEA 
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Análise de curva ROC demonstrou um bom desempenho do modelo, com área 

sob a curva de 0,936 (Figura 5). A acurácia foi de 83,78% (95% IC 67,99-93,81%). 

Assim conseguimos determinar que uma razão de SDHEA < ou igual a 0,794 tem 

uma especificidade de 94,7% e sensibilidade de 83,3% em predizer a insuficiência de 

ACTH. Enquanto para assegurar integridade do eixo, o melhor ponto de corte seria 

uma razão de SDHEA > o igual a 0,823 com 100% de sensibilidade e 72,2% de 

especificidade para suficiência da secreção de ACTH. 

 

Figura 5- Curva ROC do modelo com dados do ambulatório de Hipopituitarismo. Verificamos cálculo 

de AUC (area under curve) de 0,936 
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3.2 - Análise da razão de SDHEA entre pacientes submetidos ao ITT 

 

Após revisão de prontuário dos mais de 200 testes de hipoglicemia insulínica 

realizados no HCFMUSP desde 2008 até 2021 em pacientes adultos (a partir de 18 

anos). Foram incluídos 142 testes que tinham dosagem de SDHEA na instituição até 

12 meses antes do ITT e excluídos 49 testes (45 que não fizeram hipoglicemia e 5 

ITT sem dosagem de cortisol apenas GH). Portanto, ao final da filtragem analisou-se 

92 pacientes submetidos ao ITT com avaliação de curva de cortisol e dosagem de 

SDHEA. 

As dosagens de SDHEA foram realizadas com kits de ensaios 

eletroquimioiluminometricos e eletroquimimioimunoensaios. Para todos os casos 

utilizamos a RAZÃO do valor de SDHEA mensurado dividido pelo valor inferior de 

referência para sexo e idade de cada kit. Para dosagem de cortisol a grande maioria 

dos kits foram policlonais (adotado ponto de corte para resposta pico > 18µg/dl) 

apenas no período de 28/01/2019 a 02/10/2020 foi usado ensaio monoclonal na 

dosagem de cortisol e no período de 01/10/2015 a 13/11/2015 o cortisol foi dosado 

por LC-MS e nesses intervalos o ponto de corte do pico de cortisol adotado para 

classificar suficiência de ACTH foi um pico de cortisol > 15 µg/dl. Características dos 

grupos seguem na tabela abaixo (Tabela 2): 

 

Tabela 2: Características dos grupos na análise da razão de SDHEA entre pacientes da sala de testes 
do HCFMUSP 

Variáveis Deficientes de ACTH Suficientes de ACTH 

Tamanho amostral 41 51 

Sexo (M:F) 19:22 21:30 

Idade no momento da avaliação do SDHEA 
(DP) 

24 (±6,9) anos 30 (±14,5) anos 

Cortisol basal* 7,08 (±3,36) ug/ml 10,3 (±4,6) ug/ml 

Razão do SDHEA* (DP) 0,82 (±0,86) 
 

1,67 (±1,30) 

*p<0,05 

 

A seguir, observamos a diferença da quantificação da Razão de SDHEA nos 

grupos. Os casos com DACTH a razão foi de 0,82 (±0,86), enquanto os pacientes 

com eixo íntegro e produção suficiente de corticotrofina apresentaram RAZÃO de 
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SDHEA de 1,67 (±1,30), com diferença estatística entre os grupos p<0,05. A seguir 

observa-se o boxplot e a curva de probabilidade de doença com relação a razão de 

SDHEA (Figura 6 e Figura 7). 

Figura 6-Gráfico box plot da Razão de SDHEA no grupo deficiente de ACTH (DACTH) e suficiente 
em ACTH. Análise de pacientes da sala de testes do HCFMUSP  

 

 

Figura 7-Gráfico com curva de probabilidade de doença- deficiência de ACTH (dACTH). Análise de 
pacientes da sala de testes do HCFMUSP 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com a regressão logística pôde-se demonstrar que a razão de SDHEA é uma 

variável explicativa para classificar os pacientes como doentes. A análise da curva 

ROC demostrou desempenho razoável do modelo com uma AUC de 0,752 ( Figura 

8). O ponto de corte de razão de SDHEA menor que que 0,85 apresentou 
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especificidade de 76,4%, sensibilidade de 65,8% e acurácia 71,7% para predição de 

DACTH.  O valor da razão com maior sensibilidade e portanto um ponto de corte 

interessante para confirmar integridade do eixo foi uma razão maior que 3,4 

(sensitividade 97% Especificidade 11% Acurácia 50%). 

Figura 8- Curva ROC do modelo com dados da sala de testes. Verificou-se área abaixo da curva de 
0,752 
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4 - DISCUSSÃO 

 

A forma sulfatada do DHEA é um hormônio de produção exclusiva da camada 

reticular da adrenal e cujo estímulo de secreção está relacionado à ação do ACTH 

(1,2,16). Vários trabalhos demonstram que em indivíduos com secreção de SDHEA 

preservada, um quadro de IAC é muito improvável (50–52). Porém, grande limitação 

para seu uso está na variabilidade de sua secreção de acordo com sexo e faixa etária, 

o que dificulta a determinação de um ponto de corte. Dennedy et al., em 2017, usou 

a razão de SDHEA ao invés do seu valor absoluto para estudar supressão de ACTH 

por hipercortisolismo subclínico em pacientes com incidentalomas adrenais. Em seu 

trabalho o marcador proposto foi mais específico e tão sensível quanto o teste de 

supressão com 1mg de dexametasona (53). Na mesma linha racional Charoenski et 

al. validou em 46 pacientes com suspeita de IAC o uso da razão de SDHEA 

demonstrando que um ponto de corte 1,78 consegue ter 100% de sensibilidade para 

predizer integridade do eixo corticotrófo (50). No presente trabalho conseguimos 

validar em uma população com hipopituitarismo congênito o ponto de corte de 0,79 

com especificidade e sensibilidade bem satisfatórias (de 94,7% e 83,3% 

respectivamente) para predizer IAC.  

Ao ampliar o estudo da Razão de SDHEA para uma população institucional de 

hospital terciário observamos que também foi um marcador útil, com melhor 

desempenho para predizer doença usando um ponto de corte de 0,85 (≤) 

especificidade de 76,4%, sensibilidade de 65,8% e Acurácia 71,7%. Deve-se destacar 

que ao partir da avaliação de pacientes submetidos a teste de estímulo com 

hipoglicemia na sala de testes do HCFMUSP, exclui-se parte dos casos em que o 

cortisol basal (≤15µg/dl ou ≥3 µg/dl) foi informativo para elucidação diagnóstica. 

Como o cortisol o SDHEA também reflete o efeito trófico do ACTH, portanto não incluir 

na amostragem pacientes com cortisol e SDHEA nos extremos pode estar 

relacionado com a menor acurácia do modelo de regressão neste cenário. Estudo 

prospectivo que avalie cortisol e SDHEA em pacientes com suspeita de IAC de 

diferentes etiologias, incluindo todos os casos (os que necessitam ou não de teste de 

estímulo), provavelmente contribuirá para elucidação desse ponto.  
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Possível limitação para a aplicação da razão do SDHEA é o seu uso em faixa 

etária puberal. Os mecanismos envolvidos na adrenarca são pouco compreendidos 

e talvez esse despertar de produção androgênica da zona reticular não esteja 

associado apenas ao ACTH. Vaiani et al., em um estudo transversal com 94 crianças 

púberes, concluiu que os níveis de DHEA e SDHEA não conseguem predizer função 

adrenal com acurácia suficiente nessa população (48). Nos dados levantados de 

pacientes acompanhados no ambulatório de hipopituitarismo congênito, observamos 

que 3 pacientes cujo diagnóstico de DACTH se deu em idade puberal apresentavam 

razões de SDHEA realmente muito altos. Após exclusão dos dados desses pacientes, 

o modelo de regressão apresentou um desempenho melhor, corroborando com a 

ideia de que o uso desse marcador hormonal deva ser considerado apenas em 

população adulta.  

Outro fato interessante é que em pacientes com função adrenal prejudicada, a 

secreção de SDHEA pela zona reticular preceda e seja mais afetada do que a 

produção de glicocorticoide (46–48). Essa dissociação andrógeno/glicocorticoide 

também é observada em doentes críticos e parece ser um mecanismo adaptativo do 

ACTH em modular respostas na zona fasciculada ou mesmo a um estímulo parácrino 

que o cortisol induz na reticular propiciando secreção de SDHEA (46,49). Estudar a 

razão de SDHEA como marcador de disfunção adrenal em cenários de deficiência 

relativa pode ser interessante levando em conta esse racional.   

Estudo metabolômico quantitativo de pacientes com asma submetidos a uso de 

diferentes doses de corticoide inalatório demonstrou que a redução de SDHEA e de 

metabólitos glucorunídeos de cortisol ocorrem com doses menores de corticoide 

inalatório do que a supressão de secreção de cortisol. Isso sugere que o SDHEA 

possa ser um marcador mais sensível de alterações do eixo adrenal (54). Por outro 

lado, não é sabido quanto tempo pode demorar para ocorrer a recuperação de 

produção de andrógenos pela adrenal após a exposição a corticosteroides. 
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5 - CONCLUSÃO 

 

Através desse trabalho, pode-se observar que o uso da razão de SDHEA é uma 

ferramenta interessante para o diagnóstico de IAC em pacientes adultos. Deve-se 

levar em conta restrições, como uso em idade puberal e em usuários de 

glicocorticoides para interpretação dessa mensuração. 

Em cenários de probabilidade pré-teste mais elevada, como avaliação de 

pacientes com doença pituitária, foi observador maior acurácia dos modelos 

preditivos (maior AUC). Porém, foi possível demostrar também a validade desse 

marcador em cenário de suspeita de doença adquirida ao avaliar dados de pacientes 

investigados em um centro hospitalar de referência.  

Tendo em vista o baixo custo e sua ampla disponibilidade é possível acrescentar 

a interpretação da razão do SDHEA no fluxo diagnóstico antes de submeter paciente 

a teste de estímulo. Recomenda-se o ponto de corte da razão de SDHEA <0,79 para 

confirmar a suspeita de IAC (especificidade de 94,7%). Assim, a utilização desse 

marcador pode evitar necessidade de muitos testes invasivos. 

Por fim, o SDHEA é um hormônio de mensuração acessível, com meia-vida 

plasmática estável e quando interpretado a luz do limite inferior de referência para 

normalidade de acordo com a idade e sexo, tem um potencial bastante interessante 

para predizer resposta suficiente ou não na secreção de ACTH.  
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Insuficiência Adrenal Central (IAC) através da Metabolômica 

Untargeted: Uma Análise Exploratória  
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1 - INTRODUÇÃO 

 

O estudo molecular em larga escala de metabólitos surgiu no final do século 

XX, perante a conclusão de que o sequenciamento do genoma não seria o suficiente 

para compreender a complexidade da biologia de sistema (55,56). Em conjunto com 

outras ciências ômicas como, por exemplo, genômica, transcriptômica e proteômica 

é uma ciência que visa complementar a compreensão e integralização do 

funcionamento celular dos seres vivos, seus sistemas e suas alterações biológicas 

(56–58). 

O termo metabolômica foi introduzido por Fienh et al e compreende à ciência 

que estuda moléculas de baixo peso molecular (<1.500 KDa). Pequenas moléculas 

ou metabólitos são caracterizados como produtos, substratos ou intermediários do 

metabolismo, portanto, apresentam uma diversidade química gigantesca quando 

comparada as demais biomacromoléculas.(59,60). O conjunto de metabólitos 

presente em uma dada matriz biológica é denominado de metaboloma, que 

apresentam distintas dimensões biológicas e químicas (56,60). 

 Normalmente os estudos metabolômicos apresentam duas principais 

abordagens analíticas: 1) Metabolômica untargeted (do inglês, não-direcionado) que 

visa elucidar um panorama metabólico identificando o máximo possível de features 

de determinado contexto. 2) Metabolômica targeted (do inglês, direcionado) que 

objetiva a quantificação exata de um ou mais metabólitos previamente selecionados 

.(61) A abordagem untargeted cria panoramas fenotípicos através de modelos 

estatísticos selecionando metabólitos que possam estar vinculados 

significativamente aos estados dos organismos estudados (ex.: doenças, nutrição, 

tratamento) (62). Comumente a abordagem targeted acaba sucedendo a abordagem 

untargeted na validação dos possíveis biomarcadores, pois é focada na quantificação 

exata de moléculas previamente identificadas em perspectiva semiquantitativa 

(63,64). 

A metabolômica pode oferecer panoramas fenotípicos sem precedentes nas 

descobertas de assinaturas bioquímicas associadas a condições fisiológicas. Este 

potencial decorre da sua capacidade de captar mudanças dinâmicas nas vias 
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metabólicas através do conjunto de metabólitos que as compõem, proporcionando 

uma visão sistêmica do estado fisiológico de um determinado organismo (65). A 

metabolômica também usufrui de modernas ferramentas analíticas e técnicas de 

processamento de dados em análises exploratórias metabolômicas, contribuindo com 

informações valiosas que catalisam o desenvolvimento de novas estratégias 

diagnósticas para doenças (57,66–68). 

O estudo metabolômico depende de uma série de plataformas analíticas para 

detectar e quantificar a ampla diversidade química dos metabólitos em matrizes 

biológicas, contudo, nenhuma técnica garante a cobertura completa das classes de 

metabólitos. Tanto a espectrometria de massa (MS) quanto a espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN) destacam-se como técnicas primárias devido 

à sua alta sensibilidade e à capacidade de discernir misturas complexas de 

metabólitos, entretanto, a sensibilidade da MS é maior, o que faz desta uma aliada 

importante no mundo pós-genômica (69–71). Técnicas associadas à espectrometria 

de massa, como cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) 

e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) são 

excelentes para a identificação e quantificação de metabólitos (64,65). Com o 

advento tecnológico de espectrômetros contendo analisadores de massa de alta 

resolução, o desenvolvimento da técnica de infusão direta em espectrometria de 

massas, ou seja, sem o auxílio de técnicas de separação acopladas a espectrometria 

de massas, deu seu início na compreensão da biologia de sistemas (72). 

O manuseio dos complexos dados gerados pelas análises metabolômicas 

requer técnicas sofisticadas de processamento (58). As etapas de pré-

processamento envolvem a redução de ruído, o alinhamento de íons e a 

normalização, a fim de garantir a qualidade dos dados e a comparabilidade entre as 

amostras (73). A análise de dados subsequente integra abordagens estatísticas 

multivariadas, como a análise de componentes principais (PCA), o agrupamento 

hierárquico e a análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA), com 

o objetivo de descobrir padrões, tendências e agrupamentos nos dados (74–76). 

Essas técnicas auxiliam na identificação de biomarcadores metabólicos associados 

a distúrbios específicos. 
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As análises exploratórias são cruciais para identificação de metabólitos 

significativos entre o extenso conjunto de dados metabolômicos. A análise das vias 

metabólicas pode contribuir para a elucidação das vias metabólicas interconectadas 

e suas perturbações nos estados de doença. As redes de correlação revelam ainda 

mais associações entre metabólitos e potencialmente esclarecem os mecanismos 

subjacentes da doença (75). A integração com dados de genômica, transcriptômica 

e proteômica contribui para uma compreensão abrangente da base molecular dos 

distúrbios (57). 

A metabolômica desempenha um papel fundamental na medicina 

translacional, oferecendo uma visão abrangente do estado metabólico de um 

indivíduo. Este campo em rápida evolução fornece informações valiosas sobre os 

processos bioquímicos subjacentes a várias doenças, ajudando assim no 

desenvolvimento de estratégias de tratamento personalizadas (77). Ao analisar 

pequenas moléculas em amostras biológicas, a metabolômica permite aos clínicos e 

pesquisadores identificar biomarcadores, compreender os mecanismos das doenças 

e monitorar as respostas ao tratamento (57,66,78). Em última análise, a integração 

da metabolômica na medicina translacional promete avançar na medicina de 

precisão, aumentar a precisão diagnóstica e adaptar as intervenções terapêuticas às 

necessidades individuais dos pacientes. 

É importante ressaltar que a discussão sobre estudos e análises 

metabolômicas requer o uso frequente de termos em língua inglesa, como as siglas 

das ferramentas analíticas, procedimentos de análise de dados e, por exemplo, os 

"features”, que, dependendo do contexto, podem corresponder desde íons 

selecionados no processamento de dados até variáveis significativas (79). 
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2 - MATERIAL E MÉTODO 

 

2.1 - Da obtenção de dados 

 

Foram realizadas análises com os dados de ômicas gerados nos estudos 

CAEE: 98372718.7.0000.0068 e 9126918.0.0000.5505 já aprovados pela CAPPESQ 

e CEP respectivamente e que tiveram aprovação pela CAPPesq e CEP para o 

presente estudo CAAE: 42993819.5.0000.0068 de análise de dados gerados. Dados 

clínicos e laboratoriais complementares foram resgatados através de análise 

retrospectiva de prontuário. 

 

2.2 - Casuística 

 

Foram selecionadas 46 amostras de plasma de pacientes adultos 

diagnosticados com hipopituitarismo congênito, destes 23 pacientes com IAC e 

deficiência de ACTH (DACTH) serão comparados a 23 pacientes com 

hipopituitarismo, porém sem deficiência de corticotrofina (Controle Hipopit). 

Todos os pacientes, para serem incluídos, deveriam estar com comprovada 

adesão ao tratamento nos últimos 6 meses, os critérios de exclusão foram 

comorbidade por diabetes e/ou hipertensão, tabagismo e baixa adesão ao 

tratamento. O grupo controle saudável foi composto por 15 amostras de indivíduos 

saudáveis e, portanto, sem comorbidades, que não tivessem sido expostos a 

corticosteroides ou outras medicações nos últimos 6 meses. As amostras foram 

classificadas para análises comparativas entre os subgrupos DACTH vs Controle 

Saudável e DACTH vs Controle Hipopit. 
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2.3 - Coleta das amostras 

 

Durante os procedimentos de coleta das amostras, a assepsia do local da 

coleta (braço) foi realizada com algodão embebido em álcool a 70%, o sangue foi 

coletado em tubo contendo EDTA e adicionado o coquetel de proteinase. Na 

sequência, as amostras foram centrifugadas (10 min a 12.000 RPM) e o plasma foi 

aliquotado em tubos Eppendorf de 400 µL. Em seguida, as amostras foram estocadas 

em freezer a -80 °C até o uso. 

 

2.4 - Extração de metabólitos 

 

As amostras foram descongeladas enquanto estavam imersas em gelo e, em 

seguida, homogeneizadas em vórtex durante 2 minutos. Enquanto permaneciam sob 

o gelo, 100 µl do plasma foram pipetados para um tubo Eppendorf. Para cada tubo, 

foram adicionados 300 µl de metanol/etanol (proporção 1:1), resultando em uma 

relação final de solvente/amostra de 3:1 para garantir a precipitação de proteínas. As 

amostras foram novamente agitadas pelo emprego de equipamento vórtex durante 1 

minuto, seguidas de imersão em gelo durante 5 minutos. Antes da centrifugação por 

20 minutos a 13.000 rpm (15,7 rcf) a 4°C, os tubos foram submetidos a uma última 

homogeneização em vórtex por alguns segundos (80,81). 

 Preparou-se uma solução contendo o padrão interno (IS, do inglês Internal 

Standard) de triptofano marcado com isótopos de nitrogênio (15N) e carbono (13C), 

que foi adicionado a cada tubo de amostra com um volume de 20 µL. Antes da infusão 

direta no espectrômetro de massa (DIMS), as amostras foram filtradas previamente 

usando um cartucho de nylon de 0,22 µm (64). 
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2.5 - Controle de qualidade – QC (Quality Control) 

 

As amostras para controle de qualidade (QC, do inglês Quality Control) foram 

preparadas a partir de uma alíquota de 20 µL retirada de cada amostra e, 

posteriormente, misturadas. A cada seis injeções das amostras, de forma aleatória, 

uma injeção de QC era analisada. As análises dos QCs foram processadas da 

mesma forma que as amostras regulares (69).  

 

2.6 - Aquisição de dados por Infusão Direta em Espectrometria de 

Massas 

 

A abordagem metabolômica untargeted foi realizada em espectrômetro de 

massas Orbitrap de alta resolução (Thermo Fisher Scientific), no laboratório de 

espectrometria de massas multiusuário do instituto de química de São Carlos (IQSC-

USP). As condições para a aquisição dos espectros de massa foram as seguintes: 

tensão da fonte de íons de 3,5 kV (em ambos os modos de ionização), temperatura 

da fonte HESI de 60°C, temperatura capilar de 250°C e volume de amostra de 50 µL. 

O gás de revestimento (N2) foi mantido em 5 u.a., enquanto os gases auxiliares e de 

varredura (N2) foram mantidos em 0 u.a. A resolução FTMS foi fixada em 60.000, com 

uma máxima taxa de injeção de 500.000 ms e uma tolerância de massa de 5 ppm. 

Os dados espectrométricos de massa foram adquiridos por infusão direta a uma taxa 

de fluxo de 5 µL/min em cada faixa de aquisição em m/z. Duas faixas de varreduras 

foram definidas, entre 50-750 m/z e 150-750 m/z. 
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3 - ANÁLISES DE DADOS  

 

3.1 - Pré-processamento de dados 

 

Arquivos no formato .RAW foram extraídos do software Xcalibur (versão 

3.0.63, Thermo Fisher Scientific) e convertidos para o formato .xlsx (Excel, sistema 

operacional Windows). Após a obtenção dos valores de intensidade relativa de cada 

íon (feature), foram removidos da amostra aqueles com intensidades menores que 

1000. Em seguida, as amostras foram agrupadas por classe para serem alinhadas 

por razão massa-carga (m/z) com tolerância de erro de 5 ppm, usando a plataforma 

online MetaboAnalyst versão 5.0. 

Foram usados, em grande parte, recursos disponibilizados pelo MetaboAnalyst 

após a atualização para a versão 5.0, incluindo o alinhamento de matrizes por m/z e 

o pré-processamento de filtragem. As amostras foram submetidas à subtração do 

branco, filtração por frequência de >30% nos QC e >40% em cada grupo, substituição 

dos valores ausentes pelo método de k-Nearest Neighborhood (KNN) e pelo 

coeficiente de variação dos features superior a >25% nos QC. 

Os dados de cada faixa de varredura, com o respectivo modo de ionização, 

foram alinhados e pré-processados independentemente. Para a junção das matrizes 

de dados, foi necessário identificar os features de acordo com a faixa de varredura e 

modo de ionização para verificar o desempenho dos features obtidos em cada matriz 

na caracterização metabolômica das análises comparativas. 

Após a mesclagem das matrizes em uma única matriz, foi realizada a correção 

de erros sistemáticos pela ferramenta "Batch Effects Correction" do MetaboAnalyst, 

que utiliza as amostras de QC e padrão interno para normalizar os dados, aplicando 

métodos como ComBat e EigenMS (82,83). A Figura 9 representa a configuração da 

tabela, utilizando informações de classes, ordem de injeção, análises em lotes 

(Batchs) e QC na normalização dos dados metabolômicos.  

A correção de efeitos em lotes (Batch Effects Correction) inclui variações 

diárias no desempenho do instrumento, perda de intensidade do sinal devido a efeitos 
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dependentes do tempo, acúmulo de contaminantes na fonte de íons do espectrômetro 

de massas, sensibilidade, entre outros. Portanto, as amostras de QC são utilizadas 

para normalização pois são as mais similares e de menor variação. 

 

Figura 9: Formato da matriz disponibilizado no metaboanalyst para correção de erros sistemáticos em 
lotes das análises comparativas. Da coluna A até D estão presentes as informações necessárias para 
correção em lotes, sendo estas o nome da amostra, classe, lote (batch) e ordem de injeção. A partir 
da coluna E são as variáveis (features) obtidas na mensuração de íons.  

 

O processamento dos dados teve como objetivo ajustar as amostras em 

condições mais comparáveis, utilizando a normalização pela média, transformação 

logarítmica e escalonamento por pareto para transformar a matriz de dados com uma 

distribuição gaussiana. A plataforma MetaboAnalyst 5.0 foi utilizada para realizar o 

processamento de dados, análises quimiométricas, análise de vias e avaliação de 

biomarcadores. (https://www.metaboanalyst.ca/). 

 

 

 

https://www.metaboanalyst.ca/
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3.2 - Análises Estatísticas (Quimiometria) 

 

Análise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar o 

agrupamento, tendências e/ou outliers dos grupos na matriz gerada em cada análise 

comparativa. Para uma melhor separação dos grupos, foi empregada a Análise 

Discriminante de Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) nos dados para identificar 

as principais variáveis de interesse. A capacidade preditiva e a significância 

estatística dos modelos PLS-DA usados nas análises comparativas foram avaliadas 

por meio da validação cruzada, onde o coeficiente de predição Q2 maior ou igual a (≥ 

0,6) é indicado para estudos metabolômicos. 

Para avaliar o potencial dos features putativamente anotados em discriminar 

os grupos analisados, a ferramenta de análises exploratórias multivariadas baseada 

em curva ROC foi utilizada para projetar as melhores combinações desses features 

como potenciais candidatos a biomarcadores para a DACTH. Cada matriz de dados 

foi escalonada automaticamente e o PLS-DA foi usado para o método de 

classificação e seleção de variáveis significantes (input 2 variáveis latentes). As 

análises por meio da curva ROC e matriz de confusão também foram realizadas nas 

matrizes usando a função Biomarker Discovery do MetaboAnalyst. 

 

3.3 - Anotação putativa e vias bioquímicas  

 

Os bancos de dados metabolômicos METLIN, Human Metabolome Database 

(HMDB), LIPIDMAPS e CEU-Mass Mediator foram usados para a anotação putativa 

dos features a partir de suas bibliotecas contendo os espectros de massas. O erro de 

massa de 5 ppm (Δ ppm) foi definido como a variação máxima tolerável do m/z. 

Modificações químicas (Adutos) em ambos os modos de ionização foram 

considerados de acordo com o reagente utilizado ao decorrer do experimento, 

focando nos adutos mais simples do modo positivo: [M+H]+; [M+K]+; [M+Na]+; 

[M+CH3O+H]+; [M+H-H2O]+; e no modo negativo: [M-H]-; [M-H20-H]-; [M+Cl]-; 

[M+Na]-; [M+K]-.  
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Os features anotados consistiram das variáveis projetadas pela lista com VIP 

>1,2. As vias bioquímicas analisadas através da ferramenta Pathway Analysis do 

MetaboAnalyst tiveram a função de indicar as principais rotas bioquímicas afetadas 

pelas alterações dos metabólitos anotados. 
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4-RESULTADOS 

 

4.1 - Caracterização da população estudada 

 

Dentre os 170 pacientes adultos com hipopituitarismo congênito, 

acompanhados ativamente na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, 

existem 29 pacientes em seguimento ambulatorial com diagnóstico de deficiência de 

ACTH. Após os critérios de exclusão, foram selecionados 23 pacientes que 

correspondiam aos critérios de inclusão para o presente estudo, além de 23 controles 

portadores de hipopituitarismo com eixo corticotrófico preservado, e 15 pacientes 

controle saudáveis fizeram parte deste estudo. Dentre os pacientes com IAC e 

DACTH, 13 estavam em uso de hidrocortisona e 10 prednisona como glicocorticoide 

de escolha, com uma média de 18,3 mg (±3,8) de equivalente a hidrocortisona como 

dose de reposição. No grupo DACTH a média de idade ao diagnóstico da deficiência 

do eixo corticotrófico foi de 23,9 (±8,4) anos, esses pacientes encontravam-se em 

corticoterapia há cerca de 17,2 (±8,8) anos em média. As características clínicas dos 

pacientes e controles estão demonstradas na Tabela 3. 
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Tabela 3: Característica dos pacientes incluídos na análise metabolômica untargeted 

Dados 
Hipopituitarismo 

com DACTH (n=23) 

Hipopituitarismo 
com ACTH 
preservado 

(n=23) 

Controles 
saudáveis 

(n=15) 

SEXO (M:F) 11:12 9:14 8:7 

IDADE MÉDIA (DP) 41,2 (±7,4) 36,8 (±8,5) 40,5 (±8,7) 

IDADE MÉDIA ao diagnóstico 

de Hipopituitarismo (DP) 
11,1 (±5,6) 12,2 (±9,1) - 

IMC Média (DP) 24,2 (±5,1) 23,7 (±3,8) 22,8 (±2,0) 

Estatura Média (DP) * 161,0 (±7,7) 153,9 (±16,7) 170,1 (±10,6) 

Cintura Abdominal 82,7 (±9,6) 79,8 (±12,1) 80,4 (±8,1) 

Deficiência de GH / 

uso de rhGH 

23 (100%)/12 

(52,2%) 

23 (100%)/9 

(39,1%) 
 

Deficiência de FSH/LH* 21 (91,3%) 16 (69,5%)  

Deficiência de TSH** 22 (95,7%) 12 (52,2%)  

Colesterol Total 191 (±29,3) 185 (±36,7) 185 (±32,9) 

LDL 116 (±25,4) 115 (±32,3) 103 (±22,3) 

HDL 56 (±16,9) 50 (±17,8) 64 (±20,5) 

Triglicerídeos 94 (±46,6) 99 (±42,6) 75 (±37,4) 

Glicemia 80 (±11,3) 84 (±7,8) 85 (±6,5) 

Hemoglobina Glicada 4,9 (±1,1) 5,3 (±0,3) 5,2 (±0,3) 

Diagnóstico Molecular Prop1- 3 (13%) 
Prop1- 4 (17,3%) 

GH1- 2 (8,7%) 

GHRHR- 2 (8,7%) 

 

*p <0,05 **p<0,001 

 

4.2 - Processamento de dados 

 

O processamento de dados teve como função melhorar a qualidade das 

matrizes de dados previamente alinhadas, portanto, foram removidos os features 

pouco robustos. Os parâmetros utilizados para esse processamento incluíram a 

subtração de amostra em branco, a contagem de valores ausentes (missing values) 

e o cálculo do RSD (desvio padrão relativo) do features no grupo de controle de 

qualidade (QC). Foram excluídas as variáveis, ou seja, features que apresentaram 
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um coeficiente de variação acima de 25% no grupo QC. O processo de mineração 

dos features após aplicações de parâmetros pode ser observado na tabela 04 abaixo. 

 

Tabela 4: Filtragem e mineração de dados a partir de análises metabolômicas por DIMS 

Processamento de dados Nº de features 

Matriz de dados Alinhada 38.631 

Matriz de dados após remoção de ruídos (Branco) 37.018 

Matriz de dados após remoção Missing Values 4.354 

Matriz de dados após Batch Effects - QC-RSD >40 % 2.318 

Matriz de dados após - QC-RSD >25 % 1.707 

 

4.3 - Análises Estatísticas (Quimiometria) 

 

A matriz de dados contendo os 1.707 features foi submetida a análise de PCA 

que constatou agrupamentos e tendências de separações entre os grupos DACTH, 

C. Hipopit, C. Saudável e QC, contudo, a técnica de decomposição em componentes 

principais só conseguiu explicar 19.7% (soma do PC1 e PC2) da variabilidade entre 

as amostras. Por outro lado, a técnica de PCA permitiu afirmar que a aquisição de 

dados pela técnica de infusão direta em espectrometria de massas fora robusta, pois 

o agrupamento do grupo controle de qualidade (QC) indica baixa variabilidade 

analítica durante a aquisição de dados (Figura 10). Também foi observado que o 

grupo C. Hipopit e DACTH apresentaram as maiores variabilidade na PC1 e PC2 do 

PCA, enquanto o grupo Controle Saudável e QC mostraram menor variabilidade. 
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Figura 10: PCA a partir das 1.707 features selecionadas no processo de tratamento dos dados. A 
análise revela que íons similares foram medidos em todas as observações (amostras), exibindo 
variações nas intensidades. O grupo QC confirma a presença dos íons em cada agrupamento, 
demonstrando um agrupamento satisfatório. As amostras do grupo QC são idênticas e a baixa 
variabilidade entre elas, ao longo da aquisição de dados, contribui para assegurar a integridade dos 
resultados. 

 
 

Diante da ausência de explicações estatísticas entre os grupos obtidas por 

meio da PCA, o método de análise multivariada discriminante se tornou um aliado na 

avaliação de múltiplas variáveis. Assim, ao contrário do PCA que é um modelo não 

supervisionado, o modelo de PLS-DA leva em consideração as classes dos grupos 

analisados. Dessa forma, ele é capaz de projetar as variáveis ou características que 

melhor distinguem os grupos por meio de um modelo de predição. 

Foram realizadas duas análises comparativas por meio do PLS-DA entre os 

grupos DACTH vs. Controle Hipopit e DACTH vs. Controle Saudável. Ambas as 

análises mostraram métricas satisfatórias com coeficiente de predição maior 0.6 (Q2), 

reafirmando que os dados possuem variáveis significantes que distinguem os grupos 

pré-definidos (Figura 11 e 12). 

A partir do modelo de PLS-DA os features com VIP score >1.2 foram 

selecionados de ambos os modelos de PLS-DA para subsequentes análises 
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estatísticas usando modelo de Curva-ROC multivariada, esse modelo acessou os 

valores de AUC e testou diferentes conjuntos de features na criação de modelos de 

predição. Para análise entre DACTH vs. Controle Hipopit foram selecionados 167 

features e DACTH vs. Controle Saudável foram selecionados 162 features. 

Figura 11:A) Análise PLS-DA entre os grupos DACTH vs. Controle Saudável. B) Validação-cruzada 
para averiguar o desempenho preditivo do modelo.  

 

Figura 12:A) Análise PLS-DA entre os grupos DACTH vs. Controle Hipopit. B) Validação-cruzada 
para averiguar o desempenho preditivo do modelo. 
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A análise multivariada baseada em curva ROC mostrou que houve uma boa 

distinção entre o grupo DACTH vs. Controle Saudável que, quanto mais features 

adicionados ao modelo, melhor era a classificação dos grupos (Figura 13). Enquanto 

na análise entre grupos DACTH vs. Controle Hipopit, houve melhor desempenho dos 

features selecionados pela lista VIP, também, quanto mais features adicionados ao 

modelo havia a melhora da classificação (Figura 14). 

 

Figura13:A) Análise multivariada baseada em Curva-ROC entre DACTH vs. Controle Saudável. B) 
Gráfico de probabilidade de predição do modelo contendo 100 features na classificação dos grupos. 

 
Figura 14:A) Análise multivariada baseada em Curva-ROC entre DACTH vs. Controle Hipopit. B) 
Gráfico de probabilidade de predição do modelo contendo 100 features na classificação dos grupos  
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A anotação putativa foi realizada a partir de features que atenderam a critérios 

específicos, incluindo VIP score superior a 1.2 e valor de p-value inferior a 0.05 (Test-

t). Na análise DACTH vs. Controle Saudável somente 38 features foram 

selecionados, enquanto na análise DACTH vs. Controle Hipopit 79 features foram 

significativos, explicando o fato de os modelos de classificação serem mais eficientes 

com o conjunto de dados DACTH vs. Controle Hipopit. A tabela 5 contém features 

significativos achados entre as análises, corroborando que ambos os grupos 

possuem features em comum, porém, contendo assinaturas bioquímicas particulares. 

É importante mencionar que significativa parcela dos features escolhidos para a 

anotação, podem não corresponder a valores de m/z contidos em bancos de dados 

metabolômicos, sendo a anotação um processo ainda desafiador na metabolômica. 

Para a tabela completa da anotação putativa vide APÊNDICE I. 

 

Tabela 5: Anotação putativa dos principais features filtrados no processamento de dados e que se 
mostraram robustos na classificação dos grupos analisados.  

M/Z  FDR VIP ANOTAÇÃO FÓRMULA ADUTO PPM ID 

DACTH vs. Controle Saudável 

219.0459 1.27E-
09 6.2 Cystathionine sulfoxide C7H14N2O5S M-H20-H 6 HMDB0041942 

205.0671 2.41E-
04 4.6 Galactitol C6H14O6 M+Na 6 HMDB0000107 

219.0466 2.16E-
02 3.9 N-Acetyl-S-(N-

methylcarbamoyl)cysteine C7H12N2O4S M-H 2 HMDB0041942 

219.0489 6.48E-
03 2.3 Oxoadipic acid C6H8O5 M+Hac-H 2 HMDB0000225 

220.0479 4.26E-
04 2.2 N-Formyl-L-glutamic acid C6H9NO5 M+HCOOH-

H 9 HMDB0003470 

217.0629 7.20E-
07 2.2 N, N-Dihydroxy-L-tryptophan C11H12N2O4 M-H-H2O 6 C19717 

220.0486 1.64E-
02 2.2 L-histidinol-phosphate C6H12N3O4P M-H 3 HMDB0304403 

146.0272 3.27E-
02 2.1 Methionine sulfoxide C5H11NO3S M-H20-H 2 HMDB0002005 

DACTH vs. Controle Hipopit 

281.2481 1.78E-
05 6.1 2-Hydroxystearate C18H36O3 M-H-H2O 3 LMFA01050485 

205.0671 4.64E-
06 4.6 Galactitol C7H12N2O4S M-H 2 HMDB0041942 

279.2331 1.67E-
03 4.5 Malvalic acid C18H32O2 M-H 0 LMFA01140002 

303.2324 1.18E-
02 2.5 Arachidonic acid C20H32O2 M-H 2 HMDB0001043 

277.2161 1.68E-
02 2.5 alpha-Linolenic acid C18H30O2 M-H 4 HMDB0001388 

303.2344 1.45E-
02 2.2 Androst-16-Ene C19H30 M+FA-H 5 HMDB0248399 

189.0031 3.05E-
03 2.0 Uric acid C5H4N4O3 M+Na-2H 1 HMDB0000289 

203.0631 2.68E-
02 1.3 Farnesyl pyrophosphate C15H28O7P2 M+H+Na 3 HMDB0000961 
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A partir da anotação realizada com os features foi possível realizar análises de 

vias bioquímicas e identificar alterações metabólicas de acordo com as análises 

comparativas. Entre DACTH vs. Controle Saudável as vias metabólicas que sofreram 

impactos foram as rotas metabólicas de aminoácidos, enquanto DACTH vs. Controle 

Hipopit os ácidos graxos e compostos sulfurados foram os principais componentes 

de alterações metabólicas (Figuras 15B e 16B). As análises de enriquecimento 

forneceram informações das classes de metabólitos anotadas, o que também 

mostrou diferenças entre os grupos analisados (Figuras 15A e 16A). 

Figura 15:A) Principais classes de metabólitos anotados. B) Vias bioquímicas alteradas de acordo 
com os metabólitos anotados na análise entre o grupo DACTH vs. Controle Saudável. 

 

Figura 16:A) Principais classes de metabólitos anotados. B) Vias bioquímicas alteradas de acordo 
com os metabólitos anotados na análise entre o grupo DACTH vs. Controle Hipopit. 
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Além das análises multivariadas, até então descritas, foi realizado também um 

fluxo de análises univariadas para seleção de features de interesse.  O teste ANOVA 

com critério (p-value FDR <0.05) foi aplicado na busca por features que 

apresentassem diferenças estatísticas significantes entre os grupos DACTH vs. 

Controle Hipopit, e DACTH vs. Controle Saudável, porém, sem diferenças estatísticas 

entre Controle Hipopit vs. Controle Saudável. Entre as 1.707 variáveis, 156 features 

foram significantes e apenas 6 se incluíam no critério predefinido (Figura 17). 

Portanto, acessar esses features permitiu selecionar e visualizar candidatos a 

biomarcadores que estivessem alterados somente no grupo DACTH para 

subsequente avaliação da capacidade preditiva, pois a alta variabilidade da 

fisiopatologia DACTH é um dos grandes gargalos e desafios do diagnóstico. 

A partir dos 6 features selecionados, os mesmos foram anotados 

putativamente como N-Acetyl-S-(N-methylcarbamoyl)cysteine (mz: 219.0466),  

Histidinol-phosphate (mz: 220.0486), Oxoadipic acid (mz: 

219.0489), Phosphatidylethanolamine (38:6) (mz: 248.8364), Farnesyl 

pyrophosphate (mz: 203.0631), Galactitol (mz: 205.0671). 

 

Figura 17: Features significativos com potencial biomarcador para DACTH 
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Os 6 features foram testados, com auxílio da curva ROC, na mensuração da 

sua capacidade preditiva entre os grupos DACTH vs. Controle Hipopit e DACTH vs. 

Controle Saudável (Figura 18). Ambas as análises comparativas apresentaram bom 

desempenho como candidatos a biomarcadores para DACTH. É importante 

mencionar que os features foram selecionados a partir de método de análise 

univariada, contudo, mais análises com diferentes modelos devem ser aplicadas na 

busca de corroborar a capacidade preditiva desses features.  

 

Figura 18. A) Curva ROC utilizando 6 features na distinção entre DACTH vs. Controle Hipopit. B) 
Curva ROC utilizando 6 features na distinção entre DACTH vs. Controle Saudável. 
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5 - DISCUSSÃO 

 

A metabolômica é uma ciência que emergiu na era pós-genômica devido a 

necessidade de entender a influência na estrutura e função de genomas diante de 

diferentes estágios e condições do desenvolvimento(84). Todavia, são necessárias 

diferentes abordagens para que possam abarcar o máximo do metaboloma, sendo 

estes conjuntos de metabólitos os blocos de construções de importantes 

biopolímeros, como por exemplo, proteínas e ácidos nucleicos (84). Os metabólitos 

são, na maioria das vezes, instáveis e propensos a sucessivas reações (85). Essa 

correlação com ambiente mostra a forte relação com fenótipo, por outro lado é um 

desafio capturar panoramas metabólicos semelhantes entre amostras que são 

influenciadas, constantemente, por fatores de armazenamento, tempo de aquisição 

de cada amostra entre outros (73,86). 

A otimização da aquisição de dados em metabolômica vem sendo trabalhada 

por alguns grupos de pesquisa que, igual a este trabalho, também aplicaram a técnica 

de infusão direta em espectrometria de massas (DIMS) em análise metabolômicas 

(72,87–93). DIMS tem como proposta o uso de espectrômetros de massas de alta 

resolução sem o uso prévio da cromatografia, ou outro método de separação 

acoplado ao espectrômetro de massas, viabilizando a inserção das amostras 

diretamente a fonte de ionização do espectrômetro de massas, o que reduz 

significativamente não somente o uso de reagentes, mas o tempo de aquisição de 

dados entre as amostras (91).  

Para demonstrar a reprodutibilidade da técnica de DIMS durante a aquisição de 

dados, neste trabalho foram utilizadas amostras de controle de qualidade analisadas 

entre as amostras dos pacientes e controles saudáveis. Na figura 10 a análise não-

supervisionada de PCA projetou a variabilidade dos dados adquiridos e, por ser uma 

técnica quimiométrica robusta, o agrupamento do grupo QC corroborou com a 

reprodutibilidade analítica da DIMS durante a aquisição de dados para a subsequente 

análise exploratória do metabolismo DACTH.  

Devido o uso de numerosas variáveis presentes em dados metabolômicos, a 

aplicação de modelos estatísticos na visualização dos dados, se faz necessárias para 
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seleção de features candidatos a biomarcadores (86,94,95). A aplicação da análise 

univariada por ANOVA garantiu um panorama dos features com diferenças 

estatísticas, contudo, apenas 6 features passaram pelo critério de estarem alterados 

em relação ao grupo DACTH, porém sem diferenças entre os grupos controle 

saudável e controle hipopit. As análises preditivas usando 6 features na classificação 

de pacientes com DACTH foram satisfatórias (Figura 18), principalmente por 

conseguir distinguir pacientes em relação a outras alterações hipofisárias no qual é 

composto o grupo controle hipopit, por outro lado, análises univariadas não levam em 

consideração aleatoriedade das demais variáveis na construção do modelo preditivo, 

o que torna a análise metabolômica untargeted uma rica fonte de informações a 

serem exploradas na busca por biomarcadores.  

Na busca por mais informações sobre o metabolismo DACTH foi empregado o 

modelo de análise discriminatória PLS-DA que projetou as principais variáveis 

(features) na distinção entre os grupos pré-definidos, mostrando que a análise 

multivariada identificou significância estatística levando em consideração o conjunto 

de dados metabolômico (Figura 11-A e 12-A). A validação-cruzada usada para 

calcular o coeficiente de predição (Q2) da PLS-DA foram satisfatórias no que tange 

a capacidade preditiva, todavia, é importante ressaltar que muitos features 

contribuíram para estas métricas satisfatórias, o que não é viável quando se deseja 

transpor biomarcadores para prática clínica, pois se deve considerar a praticidade de 

mensurar demasiados biomarcadores (76). Dessa maneira foram selecionadas 

somente as variáveis com escore acima de 1.2 obtidos através da PLS-DA na busca 

por menores conjuntos de features com capacidade classificatória satisfatória.  

Análise multivariada baseada em curva ROC tornou-se útil na avaliação de 

potenciais biomarcadores por combinar diferentes quantidades de features a serem 

usados na classificação dos grupos, e com a auxílio da PSL-DA para concentrar e 

reduzir a grande quantidade de features presentes nos dados, foi possível avaliar o 

desempenho preditivo em ambas as análises comparativas (Figura 13-A e 14-A). Os 

resultados mostraram que quanto mais features adicionados ao modelo, melhor 

ficavam as métricas, entretanto, conjuntos de 15 a 20 conjuntos puderam mostrar 

capacidade preditiva satisfatória. 
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A anotação putativa é um processo vinculado à busca de correspondência dos 

íons/features significantes, mensurados na aquisição de dados, com os presentes em 

bancos de dados metabolômicos (96). A razão massa-carga dos features, na maioria 

das vezes, não apresentam correspondência, sendo a anotação um dos maiores 

gargalos e desafios da metabolômica untargeted, todavia, os features significantes 

no teste ANOVA também foram ranqueados pelo PLS-DA como variáveis de 

interesse. Para a anotação putativa utilizou-se apenas dos features com VIP escore 

maior que 1.2, os features que apresentaram correspondência foram analisados para 

averiguar quais vias bioquímicas estão associadas e a susceptibilidade de alteração 

dessas vias com o perfil fenotípico dos pacientes. 

A anotação do composto farnesil pirofosfato e o impacto na via bioquímica da 

síntese de terpenos corroboram o desempenho crucial da síntese de hormônios e a 

sua influência no fenótipo dos grupos (Tabela 5, Figura 16). No contexto da síntese 

hormonal, o farnesil pirofosfato atua como um precursor do isoprenóide que, por sua 

vez, desempenha um papel central na formação de hormônios (97). A conexão entre 

o farnesil pirofosfato e a DACTH está relacionada ao fato de que o ACTH estimula as 

glândulas adrenais a produzir corticosteroides, incluindo o próprio cortisol. Portanto, 

a interrupção na síntese desses hormônios, acaba afetando a capacidade do corpo 

de responder ao estresse, regular o metabolismo e manter a função imunológica. O 

farnesil pirofosfato desempenha um papel indireto, mas essencial, na síntese de 

corticosteroides e está interligado com a função do ACTH no sistema endócrino. 

Supõe-se que a falta de estímulo através da cortrosina na IAC pode, hipoteticamente, 

favorecer o acúmulo dos precursores na via terpenóides (97). Motivo pelo qual foi 

observado uma tendência de maior concentração de farnesil pirofosfato no grupo de 

pacientes DACTH e menores concentrações nos grupos Controle saudável e controle 

Hipopit. Tal impressão proporcionada pelos resultados da análise exploratória 

necessita ser validada por métodos direcionados, pois, abordagens globais não 

garantem a exata quantificação de metabólitos. Mesmo o feature farnesil pirofosfato 

sendo significativo na distinção entre ambas as análises comparativas, apenas a 

comparação entre DACTH vs. Controle Hipopit evidenciou um impacto significante na 

via dos terpenóides. 

Weger et al (2016) em seu estudo transcricional e metabólico em modelo de 

Zebrafish de IAC ( rx3strong), destacou o impacto dos glicocorticóides na regulação 
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diurna da expressão gênica e no metabolismo (98). Os achados metabólicos 

mostraram que glutamina emergiu como um potencial metabólito-chave na 

proliferação celular, pois desempenha um papel importante em vias relacionadas à 

síntese de purinas e ao ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), o que nos permite 

correlacionar com os  nossos achados na análise comparativa entre DACTH vs. 

Controle saudável, pois houve anotação de metabólitos envolvidos na vias 

bioquímicas da glutamina e arginina, que também é um aminoácido proteinogênico, 

além do metabolismo do nitrogênio que é vinculado a síntese de estruturas de ácidos 

nucleicos (Figura 15). No mesmo estudo, comparando os peixes rx3strong com e 

sem reposição de corticosteroide, evidenciou-se que aminoácidos de cadeia 

ramificada e aminoácidos aromáticos permaneceram alterados mesmo sob reposição 

de glicocorticoides, o que coincide com as alterações também notadas na análise de 

enriquecimento e vias bioquímicas entre DACTH vs. Controle Saudável (Figura 15), 

isso sugere que outros reguladores além dos glicocorticoides podem influenciar esses 

metabólitos (98). As vias bioquímicas sugeridas pelo grupo de pesquisa podem ser 

consideradas vias glicocorticoide-independentes na deficiência de CRH e ACTH, ou 

seja, aparentemente são candidatos a biomarcadores da DACTH mesmo naqueles 

pacientes cujo uso de corticosteroides foi considerado adequado. Direcionar análises 

a esses conjuntos de features pode ser importante para compreensão da deficiência 

de DACTH em doentes críticos, tendo em vista que em pacientes sob cuidados 

intensivos, não é viável retardar o uso de medicações como a hidrocortisona. 

Interessante trabalho, comparando modelos animais de zebrafish com 

insuficiência adrenal primária (fdx1b−/−), com o modelo de IAC (rx3strong) e zebrafish 

selvagem, observou diferenças claras nas alterações metabólicas e de transcritos 

gênicos. Em comparação com modelo animal IAC, o zebrafish com IAP apresenta 

metabolômica com diferenças marcadas e que são relacionadas a vias de transcrição 

de ACTH (99). Isso indica que as mudanças podem ser específicas para insuficiência 

adrenal primária em oposição a condições associadas à insuficiência adrenal 

secundária. O estudo identificou a regulação pós-transcricional de genes envolvidos 

na via de síntese de purina. Dois genes-chave, paics e atic, foram identificados como 

regulados por mecanismos pós-transcricionais dependentes de glicocorticoides. Este 

achado sugere uma interconexão entre a sinalização de GCs, o metabolismo da 
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glutamina e a regulação por microRNAs, embora os achados tenham ficado mais 

evidentes no modelo animal com IAP do que no modelo com IAC(99).  

Fazendo um comparativo dos dois modelos animais com pacientes humanos 

IAP com e sem reposição de glicocorticoides, verificou-se que enquanto os pacientes 

humanos e o modelo animal de IAP compartilhavam alterações de seis aminoácidos 

em análise quantitativa (targeted), apenas dois dos seis aminoácidos eram 

compartilhados no modelo IAC. Observou-se baixas concentrações de alanina, 

arginina, leucina, metionina e fenilalanina após o tratamento com corticoide em 

pacientes e no modelo de zebrafish (fdx1b-/-). Os pacientes portadores de hiperplasia 

adrenal tinham em comum com o modelo zebrafish IAC alterações nas concentrações 

de metionina e histidina(99). Tal achado sugere que as vias da metionina e histidina 

estejam mais fortemente relacionadas à deficiência de cortisol em si. No geral, o 

estudo ofereceu uma compreensão abrangente das consequências metabólicas da 

deficiência de glicocorticoides e sobre a patogênese da insuficiência adrenal primária 

e secundária. Podemos correlacionar os achados dos autores com a anotação dos 

features L-histidinol-phosphate e Methionine sulfoxide pertencentes ao metabolismo 

da histidina e metionina respectivamente. Provavelmente as vias da metionina e 

histidina não apareceram em destaque nas análises de pathways devido ao fato de 

no nosso trabalho avaliarmos o plasma de pacientes com reposição de 

corticosteroides enquanto o trabalho de Weger et al comparou o modelo animal sem 

e com reposição (99). Todavia, mesmo estando os pacientes do nosso trabalho 

aderentes e estáveis do ponto de vista de reposição esteroidal, a identificação de 

diferença nesses dois features com significativa diferença entres o grupo DACTH vs. 

controle saudável, mais as alterações no metabolismo da taurina e do metabolismo 

do enxofre no grupo DACTH vs. Controle Hipopit, pode ser correlacionado ao fato da 

reposição hormonal não ser fisiológica na prática médica, seja por não observar o 

ritmo de produção circadiana, seja pela dificuldade de obtermos um marcador de 

dose de reposição individualizada de glicocorticoide. Contudo, em ambos as análises 

comparativas os compostos sulfurados, ou seja, metabólitos contendo molécula de 

enxofre, mostraram ser importantes fontes da compreensão da DACTH, pois 

moléculas contendo enxofre desempenham papéis importantíssimos em diversos 

metabolismos, como no antioxidante e ativação de proteínas (100,101). 
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Nos resultados apresentados pode-se observar aumento de compostos 

aromáticos e triptofano principalmente na comparação com o controle saudável 

(Figura 15A). A via de degradação do triptofano à quinoneurina é ativada pela 

indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO). Estudando a metabolômica de pacientes com 

Hiperplasia adrenal, Nguyen et al demonstraram forte associação do excesso de 

cortrosina desses pacientes com a atividade da IDO (102).  Assim, pode-se sugerir 

que a falta de ACTH na IAC possa estar relacionada com subatividade da IDO e 

aumento de triptofano. 

Em um recente estudo foram a avaliação da função da glândula suprarrenal e 

do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal foram relacionados a partir do teste de 

metirapona de curta duração (103). Os autores consideraram resposta normal ao 

teste quando os níveis de 11-deoxicortisol ficaram ≥70 μg/L, estando os níveis de 

cortisol abaixo do limite de referência para garantir adequada ação da 

metirapona.  Os resultados do estudo indicam um aumento significativo nos níveis de 

ácido biliar GCDC durante o teste de metirapona, com níveis mais elevados em 

pacientes com resposta fisiológica. Isso sugere uma possível relação entre a função 

hepática e o eixo HPA, destacando a influência no eixo "hepato-HPA". Nas análises 

metabolômicas os níveis do Ácido Biliar Glicocondodesoxicólico aumentaram 

significativamente, sendo ainda mais elevados nos pacientes com resposta fisiológica 

ao teste. Isso indica possível conexão entre a função hepática e a resposta do eixo 

HPA, assumindo que há um eixo "hepato-HPA" (103). Também foram notadas 

alterações nos níveis de outros aminoácidos, incluindo a asparagina, lisina, 

fenilalanina, alanina, histidina, arginina, leucina e metionina. Alterações de 

aminoácidos contribui na disfunção metabólica e na síntese de biomoléculas no que 

tange a insuficiência adrenal, corroborando os dados metabolômicos na construção 

do perfil metabólico da DACTH. O estudo foi baseado em um registro observacional 

prospectivo com tamanho de amostra limitado, sem presença de grupo de controle 

saudável. Não foram realizadas comparações com outros procedimentos de teste, 

como o teste de estímulo com hipoglicemia ou ACTH. Os resultados focaram na 

importância da relação entre o eixo HPA e a função hepática, abrindo caminho para 

pesquisas futuras. Também foram discutidas as alterações em vias metabólicas entre 

pacientes com resposta alterada versus resposta fisiológica no teste da metirapona, 

na qual foram concordantes com vias alteradas em achados neste trabalho: 
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metabolismo de glutamato e glutamina, degradação de lisina, metabolismo de 

nitrogênio, metabolismo de galactose, biossíntese de ácidos graxos insaturados, 

metabolismo da arginina (Figuras 15B e 16B). 
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6 - CONCLUSÃO 

O presente estudo tratou de aplicar a metabolômica untargeted na busca por 

candidatos a biomarcadores de IAC. A DIMS apresentou robustez na aquisição de 

dados mesmo com as limitações dessa técnica inovadora. A análise multivariada 

baseada em curva ROC sugeriu que conjuntos de 15 a 20 metabólitos puderam 

prever a DACTH com métricas satisfatórias. 

Além disso, a anotação de metabólitos permitiu conexões entre vias bioquímica, 

função hormonal e o metabolismo, oferecendo insights sobre os mecanismos 

subjacentes à DACTH. Também, o fluxo de análise de dados desenvolvidos permitiu 

a anotação de metabólitos com potencial biomarcador para DACTH, a destacar os 6 

significativos por comparações univariadas: N-Acetyl-S-(N-

methylcarbamoyl)cysteine,  Histidinol-phosphate, Oxoadipic acid, 

Phosphatidylethanolamine, Farnesyl pyrophosphate, Galactitol. 

A metabolômica é uma abordagem com potencial na busca por biomarcadores, 

pois consegue criar panoramas individualizados em doenças com alta variabilidade, 

como a IAC. A complexidade e desafios da metabolômica untargeted, principalmente 

no que tange a identificação dos features, são consequências do fato de ser uma 

técnica emergente. Este trabalho realizou análises exploratórias, porém futuras 

validações dos features encontrados através das análises direcionadas (targeted) 

serão necessárias para a exata quantificação e confirmação desses metabólitos. 

Mesmo em um trabalho transversal com pacientes em reposição de 

glicocorticoides, pôde-se notar tanto ativação de vias relacionadas a reposição de 

glicocorticoides: vias de aminoácidos glicogênicos (alanina, aspartato glutamato e 

glutamina) e proteinogênicos (arginina e lisina) e vias de metabolismo de bases 

nitrogenadas (purinas e pirimidinas); quanto vias que estão relacionadas a transcrição 

de ACTH ( via dos terpenóides e esteroidogênese). Além disso, foram observadas 

vias que permanecem alteradas na DACTH mesmo em reposição de glicocorticoides 

(aminoácidos aromáticos). As correlações dessas alterações de vias metabólicas 

com os trabalhos citados na discussão fortalecem os achados deste estudo e sua 

contribuição para o conhecimento da IAC.  
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Definir um único biomarcador que reflita o estado de DACTH é improvável e 

dosar 20 metabólitos na prática clínica ainda é inviável. Os resultados demonstraram 

que a acurácia melhorava de acordo com a adição de features aos modelos de 

predição, contudo, um dos objetivos da análise exploratória é encontrar padrões de 

alterações a serem estudadas e comprovadas posteriormente, o que foi possível 

atingir nesta pesquisa. Prospecta-se que com o advento da inteligência artificial na 

busca por padrões de alterações e uso de modelos não-lineares, será possível 

identificar e integrar dados de metabolômicas com outras ciências ômicas, ou mesmo 

dados clínicos favorecendo diagnósticos de doenças complexas como o 

hipopituitarismo e a IAC.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta tese deteve-se em estudar alternativas diagnósticas frente aos desafios do 

reconhecimento da IAC na prática clínica. Os dados de metabolômica untargeted 

permitiriam elucidar novos possíveis candidatos a biomarcadores, todavia estudos de 

metabolômica targeted são essenciais para comprovação desses achados.  A 

avaliação da razão de SDEA como marcador de DACTH demostrou-se acurada para 

predição de IAC, portanto incorporar o uso dessa razão no fluxo diagnóstico pode 

evitar investigação invasiva em muitos casos. Assim sugere-se o uso da Razão de 

SDHEA com ponto de corte de 0,79 para identificação de IAC (especificidade de 

94,7% e sensibilidade de 83,3%).  
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APÊNDICE I 

 

Anotação putativa de features filtrados no processamento de dados . 

 

DACTH vs Controle Hipopit 

M/Z 
FEATURE 

FDR VI
P 

NAME FORMULA ADUTO PP
M 

ID 
 

Neg_A_187.007
61 

8,04E
-08 

6,2 unknown 
     

Neg_A_281.248
13 

1,78E
-05 

6,1 2-hydroxystearate C18H36O3 M-H-H2O 3 LMFA0105048
5 

 

Neg_B_187.0064
2 

1,14E
-05 

5,4 UDP-alpha-D-galactose C15H22N2O17P
2 

M-3H 1 HMDB030452
7 

 

Neg_B_281.2484
7 

8,04E
-08 

5,4 Octadec-5-enoic acid C18H34O2 M-H 0 HMDB024683
3 

 

Neg_B_187.0079
2 

3,30E
-04 

4,8 unknown 
     

Pos_A_205.0670
9 

4,64E
-06 

4,6 Galactitol C7H12N2O4S M-H 2 HMDB004194
2 

 

Neg_A_279.233
07 

1,67E
-03 

4,5 Malvalic acid C18H32O2 M-H 0 LMFA0114000
2 

 

Neg_A_281.249
07 

1,44E
-02 

4,1 Oleic acid C18H34O2 M-H 2 LMFA0103000
2 

 

Neg_A_187.006
12 

2,15E
-02 

3,7 unknown 
     

Neg_B_282.2509 5,19E
-03 

3,5 unknown 
     

Neg_A_187.008
6 

3,79E
-02 

3,4 Benzyl sulfate C7H8O4S M-H 3 HMDB003478
2 

 

Neg_B_187.0054
2 

2,16E
-02 

3,1 2-Methyl-6-thiopurine C6H6N4S M+Na-2H 3 HMDB024522
4 

 

Neg_A_280.236
59 

1,86E
-03 

3,0 unknown 
     

Neg_B_280.2359
5 

1,86E
-03 

3,0 unknown 
     

Neg_B_303.2309
5 

2,27E
-04 

2,8 unknown 
     

Neg_B_282.2494
2 

6,92E
-04 

2,7 unknown 
     

Neg_A_279.236
6 

2,76E
-02 

2,6 unknown 
     

Neg_B_303.2323
8 

1,18E
-02 

2,5 Arachidonic acid C20H32O2 M-H 2 HMDB000104
3 

 

Neg_A_281.252
62 

1,21E
-03 

2,5 unknown 
     

Neg_B_303.2333
8 

9,89E
-03 

2,5 15(S)-
Hydroxyeicosatrienoic 

acid 

C20H34O3 M-H20-H 3 HMDB000504
5 

 

Neg_A_277.216
1 

1,68E
-02 

2,5 alpha-Linolenic acid C18H30O2 M-H 4 HMDB000138
8 

 

Neg_B_188.0109
3 

9,77E
-04 

2,4 4-Aminophenyl 
phosphate 

C6H8NO4P M-H 5 HMDB024996
1 

 

Neg_A_187.000
6 

5,08E
-07 

2,4 2-Deoxypentonic acid C5H10O5 M+K-2H 4 HMDB005975
3 

 

Neg_A_188.010
6 

1,97E
-03 

2,3 Taurocyamine C3H9N3O3S M+Na-2H 3 HMDB000358
4 
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Neg_B_303.2299
5 

7,89E
-04 

2,3 unknown 
     

Neg_A_187.012
62 

1,85E
-07 

2,2 unknown 
     

Neg_B_303.2343
8 

1,45E
-02 

2,2 Androst-16-ene C19H30 M+FA-H 5 HMDB024839
9 

 

Neg_B_187.0134
2 

3,97E
-06 

2,2 unknown 
     

Neg_B_283.2553
9 

2,55E
-05 

2,1 unknown 
     

Neg_A_187.010
6 

1,86E
-03 

2,0 Dimethyl sulfone C2H6O2S 2M-H 1 HMDB000498
3 

 

Neg_A_187.009
61 

5,19E
-03 

2,0 Phenylthiourea C7H8N2S M+Cl 3 HMDB025644
8 

 

Neg_A_279.241
66 

1,76E
-04 

2,0 unknown 
     

Neg_A_186.998
11 

1,62E
-06 

2,0 S-Phenyl thioacetate C8H8OS M+Cl 3 HMDB025742
4 

 

Neg_B_187.0014
3 

2,27E
-04 

2,0 unknown 
     

Neg_A_189.003
11 

3,05E
-03 

2,0 Uric acid C5H4N4O3 M+Na-2H 1 HMDB000028
9 

 

Neg_B_281.2579
2 

1,86E
-03 

2,0 unknown 
     

Neg_B_188.0118
5 

1,97E
-03 

2,0 N-Phenylglycine C8H9NO2 M+K-2H 0 HMDB025522
7 

 

Neg_B_187.0004
3 

1,34E
-05 

2,0 3,4-
Methylenedioxybenzoic 

acid 

C8H6O4 M+Na-2H 5 HMDB003261
3 

 

Neg_A_107.049
83 

3,05E
-03 

2,0 4-Methyl-3Z,5-
hexadienoic acid 

C7H10O2 M-H-H2O 1 45796 
 

Neg_A_189.002
12 

3,55E
-04 

2,0 6-Thioxanthine 5'-
monophosphate 

C10H13N4O8PS M-2H 1 HMDB006079
2 

 

Neg_B_281.2588
9 

2,64E
-03 

2,0 unknown 
     

Neg_A_186.999
61 

1,14E
-05 

2,0 unknown 
     

Neg_A_201.034
59 

4,67E
-02 

2,0 Methylthiouracil C5H6N2OS M+Hac-H 3 HMDB025466
7 

 

Neg_B_186.9994
2 

8,16E
-05 

1,9 unknown 
     

Neg_B_187.0104
2 

1,47E
-02 

1,9 unknown 
     

Neg_B_186.9984
3 

1,39E
-04 

1,9 unknown 
     

Neg_B_278.2209
1 

1,88E
-02 

1,9 unknown 
     

Neg_A_107.050
53 

5,79E
-03 

1,9 2,3-Epoxymenaquinone C21H24O3 M-3H 3 HMDB006035
9 

 

Neg_B_187.0119
1 

2,63E
-03 

1,8 unknown 
     

Neg_A_187.011
6 

7,89E
-04 

1,8 unknown 
     

Neg_A_187.015
61 

1,14E
-05 

1,8 Mandelic acid C8H8O3 M+Cl 1 HMDB000070
3 

 

Neg_A_187.018
12 

9,41E
-05 

1,8 unknown 
     

Neg_A_186.995
62 

1,25E
-03 

1,8 unknown 
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Neg_B_304.2373
6 

3,05E
-03 

1,8 unknown 
     

Neg_B_189.0019
3 

2,91E
-02 

1,8 unknown 
     

Neg_B_303.2353
8 

4,83E
-02 

1,8 1-Hexadecanethiol C16H34S M+FA-H 4 HMDB024388
8 

 

Neg_B_304.2363
6 

6,44E
-03 

1,8 unknown 
     

Neg_B_281.2609 9,42E
-07 

1,7 TG(14:0/20:1(11Z)/O-
18:0) 

C55H106O5 M-3H 1 HMDB004242
0 

 

Neg_A_277.215
12 

2,67E
-02 

1,7 Palmitic acid C16H32O2 M+Na-2H 4 HMDB000022
0 

 

Neg_A_281.257
07 

1,86E
-03 

1,7 unknown 
     

Neg_A_186.996
62 

1,17E
-03 

1,7 unknown 
     

Neg_A_187.016
61 

3,26E
-04 

1,6 unknown 
     

Neg_B_279.2404
5 

3,26E
-04 

1,6 Phytoene 1,2-epoxide C40H64O M-2H 0 HMDB003687
5 

 

Neg_A_187.013
61 

1,86E
-03 

1,6 Cystamine C4H12N2S2 M+Cl 0 HMDB025070
1 

 

Neg_B_304.2353
6 

1,88E
-02 

1,5 unknown 
     

Neg_B_188.0094
2 

3,15E
-02 

1,5 N-
dimethylethanolamine 

phosphate 

C4H10NO4P M+Na-2H 3 HMDB030442
5 

 

Neg_B_187.0149
1 

1,21E
-03 

1,5 2,6-Diaminopurine C5H6N6 M+K-2H 5 HMDB024550
9 

 

Neg_B_329.2489 3,51E
-02 

1,5 7,10,13,16,19-
docosapentaenoic acid 

C22H34O2 M-H 1 LMFA0103018
4 

 

Neg_B_199.0389
2 

3,67E
-02 

1,5 Piperic acid C12H10O4 M-H20-H 3 HMDB003377
9 

 

Neg_A_281.233
66 

2,25E
-03 

1,5 unknown 
     

Neg_B_187.0158
9 

3,32E
-03 

1,5 3,5-Dimethylbenzoic 
acid 

C9H10O2 M+K-2H 4 HMDB024606
3 

 

Neg_B_189.0034
1 

3,81E
-02 

1,4 Oxalosuccinic acid C6H6O7 M-H 4 HMDB000397
4 

 

Neg_B_281.2404
5 

1,15E
-02 

1,4 unknown 
     

Neg_A_187.019
6 

6,80E
-03 

1,4 1-Pentanesulfonic acid C5H12O3S M+Cl 3 HMDB024398
6 

 

Neg_A_279.223
16 

1,15E
-02 

1,4 unknown 
     

Neg_A_79.9573
5 

1,44E
-02 

1,4 Hydrogen sulfite HO3S M-H 0 C11481 
 

Pos_A_203.0630
6 

2,68E
-02 

1,3 Farnesyl pyrophosphate C15H28O7P2 M+H+Na 3 HMDB000096
1 

 

Neg_B_189.0118
9 

1,59E
-02 

1,3 unknown 
     

Neg_A_187.014
61 

3,79E
-02 

1,3 unknown 
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DACTH vs Controle Saudável 

M/Z FEATURE FDR VI
P 

NAME FORMULA ADUTO PP
M 

ID 
 

Neg_A_146.027
24 

3,27E
-02 

2,1 Methionine sulfoxide C5H11NO3S M-H20-H 2 HMDB0002005 
 

Neg_A_146.028
11 

1,01E
-02 

2,9 2-Methylthiazolidine-4-
carboxylic acid 

C5H9NO2S M-H 0 HMDB0246657 
 

Neg_A_219.046
59 

2,16E
-02 

3,9 N-Acetyl-S-(N-
methylcarbamoyl)cystei

ne 

C7H12N2O4S M-H 2 HMDB0041942 
 

Neg_A_220.048
6 

1,64E
-02 

2,2 L-histidinol-phosphate C6H12N3O4P M-H 3 HMDB0304403 
 

Neg_A_279.223
16 

1,38E
-02 

1,5 Sitosterol 3-O-(6'-O-
oleyl-beta-D-glucoside) 

C53H92O7 M-3H 5 HMDB0302625 
 

Neg_A_279.240
7 

4,30E
-02 

2,2 Phytoene 1,2-epoxide C40H64O M-2H 0 HMDB0036875 
 

Neg_A_281.232
69 

2,75E
-02 

1,9 Diacylglycerol C35H64O5 
 

5 HMDB0056156 
 

Neg_A_281.237
15 

1,59E
-02 

2,2 unknown 
     

Neg_B_181.0784
1 

3,86E
-02 

1,5 Harman C12H10N2 M-H 7 HMDB0035196 
 

Neg_B_217.0224
1 

2,82E
-02 

1,4 9-bromo-nonanoic acid C9H17BrO2 M-H-H2O 2 LMFA01090026 
 

Neg_B_217.0308
9 

1,76E
-02 

2,8 8-Dehydro-3-deoxy-D-
manno-octulosonate 

C8H12O8 M-H-H2O 4 C21332 
 

Neg_B_217.0339 4,43E
-03 

1,8 3-Dehydroshikimate C7H8O5 M+HCOO
H-H 

9 3296 
 

Neg_B_217.0369
1 

1,56E
-04 

2,0 unknown 
     

Neg_B_217.0399
2 

2,16E
-02 

1,9 unknown 
     

Neg_B_217.0484
1 

1,27E
-09 

7,6 Mannitol C6H14O6 M+Cl 0 HMDB0000765 
 

Neg_B_217.0544
2 

4,07E
-04 

2,7 unknown 
     

Neg_B_217.0568
8 

2,41E
-04 

2,3 unknown 
     

Neg_B_217.0598
9 

3,21E
-08 

2,4 unknown 
     

Neg_B_217.0629 7,20E
-07 

2,2 N,N-Dihydroxy-L-
tryptophan 

C11H12N2O4 M-H-H2O 6 C19717 
 

Neg_B_217.0659
1 

2,30E
-04 

2,0 Serylmethionine C8H16N2O4S M-H-H2O 5 HMDB0029045 
 

Neg_B_217.0689
2 

2,41E
-04 

1,9 unknown 
     

Neg_B_217.0713
8 

2,16E
-02 

1,3 unknown 
     

Neg_B_217.0744 3,60E
-08 

2,0 unknown 
     

Neg_B_217.0774
1 

7,20E
-07 

2,0 unknown 
     

Neg_B_217.0804
1 

1,05E
-03 

1,7 unknown 
     

Neg_B_217.0834
2 

1,74E
-02 

1,5 Glutamylalanine C8H14N2O5 M-H 2 HMDB0003764 
 

Neg_B_218.0519
2 

3,03E
-05 

3,6 unknown 
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Neg_B_218.0543
9 

4,35E
-09 

2,3 unknown 
     

Neg_B_219.0379
3 

2,84E
-02 

1,4 unknown 
     

Neg_B_219.0459
1 

1,27E
-09 

6,2 Cystathionine sulfoxide C7H14N2O5S M-H20-H 6 HMDB0041942 
 

Neg_B_219.0489
4 

6,48E
-03 

2,3 Oxoadipic acid C6H8O5 M+Hac-H 2 HMDB0000225 
 

Neg_B_219.0514
1 

1,23E
-06 

2,4 3-hydroxy-5-methoxy-3-
(methoxycarbonyl)-5-

oxopentanoic acid 

C8H12O7 M-H 2 253213 
 

Neg_B_219.0538
9 

2,83E
-08 

2,3 unknown 
     

Neg_B_220.0479
2 

4,26E
-04 

2,2 N-Formyl-L-glutamic 
acid 

C6H9NO5 M+HCOO
H-H 

9 HMDB0003470 
 

Neg_B_220.0508
7 

3,39E
-03 

1,9 Histidinol phosphate C6H12N3O4P M-H 7 363 
 

Neg_B_221.0499
5 

3,18E
-03 

1,8 2-(3'-
Methylthio)propylmalic 

acid 

C8H14O5S M-H 5 64493 
 

Neg_B_296.9908
3 

1,59E
-02 

1,7 Bromoenol lactone C16H13BrO2 M-H-H2O 2 63068 
 

Pos_A_205.0670
9 

2,41E
-04 

4,6 Galactitol C6H14O6 M+Na 6 HMDB0000107 
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ANEXO I 

 

Carta de anuência para uso de dados previamente gerados 

 


