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RESUMO

Bitencourt MR. Investigacdo de potenciais biomarcadores no diagnostico da
insuficiéncia adrenal central [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

INTRODUCAO: Apesar da descoberta da sintetizacdo dos glicocorticoides terem
revolucionado a medicina na década de 50, pouco se avang¢ou no reconhecimento e
no manejo da insuficiéncia adrenal central (IAC) desde entdo. Os métodos
diagnésticos na IAC séo limitados, dependentes de testes de estimulo trabalhosos,
onerosos e muitas vezes passiveis de efeitos colaterais graves. Frente aos atuais
desafios na determinacdo da IAC, o presente estudo objetivou investigar o
desempenho de possiveis biomarcadores a serem utilizados no diagnéstico da IAC.
METODOLOGIA: Foram realizadas duas abordagens metodoldgicas: 1- Andlise
retrospectiva de dados de prontuario de pacientes institucionais com suspeita de IAC
e comparacao dos niveis de sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA) através da
Razao de SDHEA (valor hormonal mensurado/limite inferior da referéncia para sexo
e idade). 2- Estudo transversal com metabolémica exploratéria por infusdo direta
(DIMS) de pacientes com hipopituitarismo congénito e IAC. RESULTADOS: Arazao
de SDHEA=< 0,79 apresentou 94,7% de especificidade e 83,3% de sensibilidade em
predizer IAC dentre pacientes com IAC e hipopituitarismo congénito (AUC:0,936).
Quando analisado cenéario com diversas etiologias de IAC em hospital terciario a
razao de SDHEA < 0,85 apresentou especificidade de 76,4% e sensibilidade de
65,8% na predicdo de IAC (AUC 0,752). Andlises de metabolédmica exploratéria
apontou 6 possiveis biomarcadores da deficiéncia 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 diferenciacao de pacientes deficientes
de ACTH comparados a controles portadores de Hipopituitarismo e AUC de 0,851 na
distingdo entre controles saudaveis. CONCLUSAQ: Este trabalho péde demostrar
que o uso da razdo de SDHEA é uma ferramenta util para diagnéstico de IAC em
populacdo adulta. Também a investigacdo com metabolémica exploratéria apontou
potenciais candidatos a biomarcadores de IAC. Trabalhos com metabolémica
direcionada e quantitativa (targeted) ainda sdo necessarios para corroborar esses
achados.

Palavras-chave: Insuficiéncia adrenal. Hipopituitarismo.  Sulfato de DHEA.
Metaboldémica. Biomarcadores. Deficiéncia de ACTH



ABSTRACT

Bitencourt MR. Investigation of potential biomarkers in the diagnosis of central
adrenal insufficiency [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sé&o 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 (CAl). Its treatment is still
challenging in clinical practice. Diagnostic methods in CAl are limited, dependent on
laborious, costly stimulus tests which are often subject to serious side effects. Faced
with the current challenges in determining CAl, the present study aimed to investigate
the performance of possible biomarkers to be used in the diagnosis of CAIL
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 CAl. RESULTS: The DHEAS ratio<0.79 presented 94.7%
specificity and 83.3% sensitivity in predicting CAl among patients with CAl and
congenital hypopituitarism (AUC:0.936). When analyzing a scenario with different
etiologies of CAl in a tertiary hospital, the DHEAS ratio < 0.85 showed a specificity of
76.4% and sensitivity of 65.8% in predicting CAl (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 CAl in the adult population. Exploratory
metabolomics research also identified potential candidates for CAl 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 - INTRODUCAO

1.1- Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e a deficiéncia de corticotrofina

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) funciona com base no processo de
ativacao e retroalimentacao orquestrado entre os trés 6rgaos endocrinos envolvidos
(1,2). Além disso, o eixo HPA ativa os sistemas imune e cardiovascular como
resposta essencial em contexto de eventos inflamatérios e imunoldgicos (3,4). A
ativacado inadequada dessa resposta a diferentes estressores esta por tras da alta
mortalidade dos pacientes com insuficiéncia adrenal. O risco de desfecho fatal entre
pacientes com hipopituitarismo é 1,6 vezes maior naqueles com deficiéncia de
corticotrofina (ACTH) (5,6).

A insuficiéncia adrenal secundaria, ou também chamada insuficiéncia adrenal
central (IAC) ocorre devido a falha na sinalizacdo e ou producdo do hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH) e de ACTH (1,2). Essa deficiéncia secretoria
culmina, principalmente, em geracéo inadequada de cortisol pela glandula adrenal. A
etiologia mais prevalente da IAC é a suspensdo abrupta do uso crbénico de
glicocorticoides exdgenos (7), outras causas sao relacionadas a tumores hipofisarios,
traumatismo craniano, uso de opioides etc.(1,8-11).

A glandula adrenal apresenta em seu cortex 3 camadas teciduais que produzem
diferentes horménios (2): As zonas fasciculada e reticular sdo estimuladas pelo
ACTH, enquanto a zona glomerulosa tem como principal estimulo a acao da renina.
Na Figura 1 observam-se os principais mecanismos de estimulo 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). Ja na insuficiéncia adrenal primaria (IAP), ha faléncia da propria
suprarrenal e ocorre maior producao hipofisaria de corticotrofina. A hiperpigmentacéo
cutanea pelo excesso de ACTH e o acometimento das 3 camadas corticais na IAP

diferencia clinica e laboratorialmente os dois tipos de insuficiéncia adrenal (1,9,13).
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Figura 1- Eixo Hipotalamo-Pituitaria- Adrenal (HPA) e seus principais fatores de estimulo fisioldgicos

das zonas fasciculada e reticular do cortex da adrenal. Note o grafico com a concentragéo de secrecao

de cortisol em 24h
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Fonte: llustragdo feita com auxilio do programa BioRender

A IAC é uma condicao desafiadora na pratica médica tanto por sua

apresentacao clinica pouco sintomatica quanto pela complexa investigacao

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

cutanea e a falta de mineralocorticoide comumente causa deplecéo de volume com

hipotensao postural e hipercalemia, a IAC pode ocorrer sem achados significativos
no exame fisico (13,14). Na IAC o quadro clinico dependera da gravidade da

deficiéncia de ACTH (DACTH), do momento do inicio do quadro e de outras

deficiéncias hipofisarias associadas. Em neonatos e criangas pequenas, por

exemplo, a DACTH pode se manifestar com convulsées, hipoglicemia, ictericia, baixa

estatura e retardo do desenvolvimento e crescimento (15). Em populacdo adulta
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grande parte das queixas sao inespecificas e vao desde alteracbes do humor,
adinamia, fraqueza e mialgias até nauseas, émese, hipoglicemia e hipotensao
durante uma crise adrenal (16). Em resultados laboratoriais pode-se encontrar
hiponatremia (secundéria ao aumento de vasopressina), anemia normocitica,
eosinofilia, linfocitose e hipoglicemia (12,16). Grande parte desses sintomas sao
relacionados a falta de glicocorticoide. Porém, vale ressaltar que as auséncias de
CRH e ACTH podem causar sintomas a despeito da deficiéncia de cortisol (17). Esses
peptideos ja tiveram reconhecidas atividades no sistema nervoso central
relacionadas a ansiedade, humor, locomocéo, recompensa e alimentacédo (18,19).

CRH e ACTH também estéo relacionados com a ativagao simpatica (1,17).

Outra importante caracteristica da producéo de cortisol pela zona fasciculada é
0 ritmo nictemérico de producdo hormonal, com maiores produc¢fes de cortisol
durante a manha, reduzindo ao longo dia e quase nula durante a noite (1,2,16). Esse
ritmo de producéo tem papel importante junto aos genes do reldgio bioldgico (20).
Porém, pouco se compreende quais efeitos metabdlicos podem advir da perda do
ritmo circadiano de producédo de cortisol provocada pela reposicédo prolongada de
glicocorticoides de liberacao fixa nos pacientes portadores de DACTH (7,16). Alguns
estudos com drogas de liberacéo bifasica demostraram melhores desfechos 6sseos,
cardiovasculares e metabdlicos nesses pacientes (21,22). Entretanto foram estudos
de curta duracdo e sem andlise de desfechos clinicos, como fratura e evento

cardiovascular fatal.

A insuficiéncia adrenal ainda esta associada a taxas de mortalidade mais
elevadas em comparacdo com a populacdo em geral (13,14) e uma terapia com
ajuste inadequado durante uma doenca intercorrente, pode estar relacionado com tal
desfecho (5,6,23). Portanto, a dificuldade diagnéstica associada a impossibilidade de
reposicdo fisiolégica da deficiéncia hormonal contribui para a substancial
morbimortalidade desses pacientes (24,25). As pesquisas neste campo de estudo
permanecem relevantes e necessarias para melhorar tanto o diagnéstico quanto o

prognoéstico dessa condicao.
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1.2- Dificuldades diagndsticas da Insuficiéncia adrenal central

O diagnostico da IAC persiste desafiador para médicos e pacientes. Como a
producdo de corticoide é episddica e apresenta grande nivel de variabilidade, a
interpretacdo de valores considerados normais deve ser feita com cautela. O cortisol
basal, mesmo mensurado as 8h da manha, apresenta algumas particularidades na

sua interpretacdo que devem ser respeitadas para evitar equivocos de raciocinio (26).

Nos pacientes com deficiéncia parcial na secrecdo do ACTH, os niveis podem
estar dentro do espectro considerado normal, mas podem n&do conseguir estimular
uma producdo adequada para periodos de estresse metabodlico. A definicdo de
DACTH parcial ainda € um capitulo em aberto na literatura, ndo ha consenso no uso
de testes e pontos de corte para definir essa entidade (7,27,28).

Uma metanalise sugere que o melhor ponto de corte para indicar DACTH seria
um cortisol basal (mensurado as 8h da manhda) < 5 pg/dl com probabilidade de 92%
de detectar doencga, enquanto o valor de cortisol > 13 pg/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 ja aponta que, com esses kits laboratoriais mais especificos, o ponto de
corte deveria ser <2 pg/dl para predizer doenca e > 15 pg/dl para predizer saude (26).
Todavia, a diretriz vigente da Endocrine Society orienta o critério de cortisol basal <
3 pg/dl para indicar DACHT e valores > 15 ug/dl no basal para excluir DACTH,
enquanto valores intermediarios a esses devem ser submetidos a investigacao

adicional (7). O fluxo diagndstico atual esta representado na Figura 2.
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Figura 2-Fluxo diagnéstico sugerido na Insuficiéncia Adrenal Central (IAC). *observar tipo de ensiao
laboratorial usado .**atencéo ao tipo de teste de estimulo 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 .
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Fonte: adaptado de Bitencourt et al Arch Endoc (2022)

Sabe-se que o cortisol sérico dosado também reflete os niveis totais de cortisol
ligados a sua proteina carreadora (CBG) (30). Existem casos em que a avaliagdo do
cortisol livre ganha importancia pois condi¢ées que elevam a CBG como gravidez e
uso de anticoncepcionais podem superestimar os valores de cortisol (31,32). O
oposto também é verdadeiro, em situacdo em que temos niveis de CBG menores
(como durante doencas criticas e em portadores de polimorfismos da SERPINA 6)
podemos ter niveis 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 estimulo (1,2,7,35) .Os principais testes disponiveis no Brasil sdo citados
abaixo:

a) Teste de tolerancia a insulina

O teste de tolerancia a insulina (ITT) é considerado padrdo-ouro para o
diagndstico de IAC, e pode ser utilizado para avaliar quadros agudos, definido como
um periodo < 4 a 6 semanas de injdria, situacdo em que o teste da cortrosina pode
apresentar resposta normal (1). O teste baseia-se no fato de que a hipoglicemia € um
potente fator estimulador do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e consiste na
administracao 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 18ug/dl na maioria das referéncias, porém testes
com kits de dosagem de cortisol por ensaio monoclonal ou por dosagem de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) o ponto de corte
do cortisol que se usa para garantir bom funcionamento do eixo HPA, € maior ou igual
a 15 ug/dl (26).

Mesmo sendo padrdo ouro, existem situacdes em que induzir hipoglicemia é
perigoso, e o teste é proscrito em pacientes idosos (>60 anos), cardiopatas, gravidez,
portadores de doencga cerebrovascular ou histérico de convulséo (1,2,9).

b) Teste da Cortrosina

As amostras para dosagens de cortisol sérico sao coletadas antes e apos
administracao de 25 pg via intravenosa de ACTH recombinante humano nos tempos
0, 30 e 60 minutos (1,2). O uso do teste curto, com 1ug de cortrosina, embora
apresente maior sensibilidade e especificidade, ndo é recomendado fora de
laboratérios de pesquisa e exceléncia devido a armadilhas na preparacdo da
medicacdo diluida e risco de subestimulo com interpretacéo inadequada do teste.
Valores de pico de cortisol maiores ou iguais a 18 pg/dl indicam funcdo adrenal
normal, enquanto um pico de cortisol menor do que 18 pg/dl é indicativo de

insuficiéncia adrenal, porém nédo discriminando se primaria ou secundaria (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 ug/dl (26). Esse teste podera apresentar falso negativo em casos de
IAC aguda, situagdo em que a falha recente de corticotrofina ndo ocorreu em tempo
suficiente para causar a hipotrofia do cortex adrenal (1,2). Entre os outros limitantes
do uso desse teste no Brasil estdo: 1- o alto custo do medicamento; 2- dificuldades
logisticas advinda da importacdo do ACTH recombinante que nao é produzido e nem

comercializado no pais (9).
C) Teste do glucagon:

O glucagon pode ser utilizado com administracao IV ou IM na dose de 1mg, e é
uma medicacdo mais facilmente encontrada que o ACTH recombinante (1,2). O
glucagon gera um estimulo mais tardio e ndo tdo potente quantos os outros testes.
Além disso, ele requer maior tempo de observacdo e maior quantidade de amostras
(coletas no tempo 0, 30, 60, 90, 120 e 180 min) (36). Apesar de ser um estimulo
menos acurado pode ser utilizado dependendo do contexto com a devida
interpretacdo. Estudos sugerem utilizar um pico de cortisol de 16 a 17 pg/dl para
garantir integridade do eixo (36—38).

1.3 - Hipopituitarismo congénito e a deficiéncia de ACTH

A insuficiéncia adrenal secundaria geralmente se desenvolve gradualmente ao
longo do tempo, 0 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
doenca aguda, cirurgia ou trauma, podem mascarar os sintomas da IAC (39). A
necessidade de avaliar os niveis de cortisol em situacdes de estresse agudo pode
tornar o diagnéstico ainda mais desafiador. Outra dificuldade em estudar esse tipo de
condicao esta na possibilidade de haver recuperacao do eixo HPA e normalizacéo da
secrecdo de corticotrofina nas causas mais corriqueiras de DACTH como a que
ocorre apos cirurgias hipofisarias e na IAC induzida por drogas (40,41). Assim,

embora raras, as causas congénitas por representarem um status de deficiéncia
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hormonal perene, tornam essa populacdo mais bem caracterizada para estudo dessa

condicéao.

O hipopituitarismo congénito ocorre em 1 a cada 3.500 a 10.000 nascimentos
(1,2). As alteracdes moleculares relacionadas com essa condi¢do estdo descritas em
genes de fatores de transcricdo relacionados ao desenvolvimento hipofisario como
GLI2, OTX2, HESX1, LHX3, LHX4 e PROP1, embora ainda haja uma boa parcela de
casos sem diagnostico molecular firmado (42). A deficiéncia de cortisol central isolada
congénita, devido a auséncia na producéao hipofisaria de ACTH, tem incidéncia ainda
mais rara e esta relacionada com mutacdes recessivas no gene TBX19
(anteriormente descrito como TPIT) (15,43). Assim 0 mais frequente € encontrarmos

DACTH em pacientes com deficiéncia hormonal multipla.

Grande parte dos pacientes com hipopituitarismo congénito apresentam-se
inicialmente com baixa estatura por deficiéncia de GH, podendo evoluir com outras
deficiéncias hormonais hipofisarias incluindo a deficiéncia de ACTH (7). Descreve -
se que dentre os pacientes com hipopituitarismo cerca de s evoluem com IAC
(44,45).

No presente trabalho constituido de 2 capitulos, optou-se por se estudar essa
populacao para avaliacdo de biomarcadores que refletissem o estado de deficiéncia
na secrecdo de ACTH comparada a pacientes com outras deficiéncias hipofisarias,
porém com secrecao de ACTH preservada e controles saudaveis. No capitulo 1
abordaremos os resultados acerca do uso do sulfato de dehidroepiandrosterona
(SDHEA) como marcador de DACTH e no capitulo 2 os resultados de analise

metabolémica exploratéria nessa populacao.
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2 - RACIONAL DO TRABALHO E OBJETIVOS

Devido a falha no diagndéstico dos pacientes com insuficiéncia adrenal central
baseado apenas no cortisol basal somado a dificuldade em ter um teste de estimulo
eficaz, conclusivo e barato, o presente projeto de estudo teve como objetivos primario

e secundario:
2.1 - Objetivo primario

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

molecular) que possam representar o estado de deficiéncia na secre¢édo de ACTH.
2.2 - Objetivos secundéarios
- Comparar niveis de SDHEA em individuos com e sem IAC;
- Processamento e tratamento de dados metabolémicos untargeted por infuséo

direta em espectrometria de massas para anotacdo e selecdo de metabdlitos

significativos;

- Analise exploratoria de vias bioquimicas alteradas em pacientes portadores de
hipopituitarismo e IAC em reposi¢cdo hormonal comparados a controles saudaveis e
a controles portadores de hipopituitarismo com eixo corticotréfo intacto.
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3 - ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comissao de ética para analise de projetos de
Pesquisa CAPEPesq, da Diretoria do Hospital de Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, bem como foi registrado na Plataforma
Brasil e aprovado pelo CEP com numero 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 anuéncia (vide ANEXOI)

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



CAPITULO 1

Sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA): Um possivel
marcador da acao da corticotrofina

27
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1 - INTRODUCAO: Papel do SDHEA

A dehidroepiandrosterona (DHEA) e a sua forma sulfatada, o sulfato de
dehidroepiandrosterona (SDHEA), sdo os esteroides mais abundantes na circulacao.
Sdo produzidos na zona reticular da glandula suprarrenal a partir da 17-a-

hidroxipregnenolona e sua secrec¢do é mediada pelo efeito tréfico do ACTH (1,2,16).

A zona reticular, embora hipoestimulada tanto na IAC quanto na Doenca de
Addison, acaba provocando poucos sintomas pois a producdo de andrégenos e
DHEA ocorre também em tecido gonadal. Assim, essa falta de secrecdo de
androgenos adrenais nao apresenta repercussao clinica bem definida (13). No
entanto, como a zona reticular um tecido ACTH dependente, avaliar os niveis de
SDHEA em pacientes com IAC pode desempenhar um papel Gtil na definicdo
diagnoéstica, uma vez que a forma sulfatada, SDHEA, é exclusivamente produzida

pela adrenal (9).

Alguns estudos sugerem que quando ha disfuncdo adrenal, a deficiéncia na
secrecdo de andrégenos ocorre mais precocemente do que a supressao de
glicocorticoide. Os mecanismos ndo estdo completamente compreendidos.
Aparentemente a zona fasciculada por ter maior avidez pelo ACTH consegue manter
alguma secrecéo de cortisol mesmo em cenarios de escassez de corticotrofina (46—
48). Outras percepcgdes sao apresentadas em estudo in vitro por Topor et al., onde a
concentracdo intra-adrenal de cortisol parece ser um fator determinante para a
inibicdo da enzima 3beta2desidrogenase, o que por sua vez estimula a producéo de
SDHEA (49).

Evidéncias recentes sugerem que o nivel sérico de SDHEA é um bom
marcador preditivo para defeitos no eixo corticotr6fo (50-52). Pacientes
diagnosticados com insuficiéncia adrenal central pelo teste de estimulo com 1ug de
ACTH, com pico de cortisol apos estimulo menor que 18ug/dl, apresentaram niveis
séricos de SDHEA baixos, enquanto pacientes cujo nivel 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 relacéo ao uso do cortisol esta
no fato de ele ter um nivel sérico mais estavel (meia-vida de cerca de 20h) enquanto
o cortisol apresenta variabilidade circadiana caracteristica (2,48). Porém, o desafio
dessa dosagem hormonal é padronizar um ponto de corte Unico, visto que a producao
dele é muito variavel de acordo com idade e 0 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 0 uso da razdo de SDHEA
como marcador ao invés da mensuracdo 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 etaria e sexo. Utilizando o valor
resultante dessa razdo para predizer a supressdo de ACTH por lesbes adrenais
produtoras de glicocorticoide, os autores conseguiram demonstrar que tal marcador
apresentou tanta sensibilidade quanto o teste de supressdo de dexametasona e
maior especificidade aumentando a acuracia de predicdo das lesdes adrenais
causadoras de hipercortisolismo subclinico (53). Posteriormente, Charoensri et al.
utilizaram esse racional para estudar a razdo 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 pug) e identificaram que a razao superior
ao ponto de corte de 1,78 foi extremamente sensivel para confirmar integridade do

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

Embora ainda seja controverso a necessidade de reposicdo do DHEA ou
SDHEA em pacientes com IAC, 0 uso do SDHEA como um marcador de doenga e ou
integridade do eixo HPA parece ganhar espaco e relevancia. Assim, o presente
estudo propOs estudar a utilidade dessa razdo para predicdo de DACTH em

diferentes cenarios.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Delineamento

Esse € um estudo retrospectivo transversal onde foram revisadas as
mensuracdes de SDHEA prévias (até 12 meses antes) ou concomitantes ao

diagndstico de IAC, precedendo assim quaisquer reposi¢cao com glicocorticoide.

Conforme proposto por Dennedy et al. e Charoensri et al. foi utilizado para
avaliagdo a RAZAO: SDHEA mensurado/ valor minimo de referéncia 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 populacdes estudadas

a) Dados do Ambulatério de Hipopituitarismo Congénito do Hospital de
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP): Pacientes com
hipopituitarismo congénito e diagnostico confirmado de Insuficiéncia adrenal central
(IAC) comparados a pacientes com hipopituitarismo e suficiéncia na secrecao do
ACTH e controle saudaveis.

b) Dados da sala de testes hormonais do HCFMUSP: Pacientes de 18 a
60 anos submetidos a ITT no HCFMUSP no periodo de 2008 a 2021.

2.3 - Anélise estatistica

Para analise comparativa entre os grupos foram utilizados os testes t de
student ou de Mann-Whitney. Foram aplicadas analises estatisticas de regressao
logistica binomial para avaliar a capacidade da razdo de SDHEA em classificar

paciente como deficiente de ACTH ou suficiente em secrecédo de ACTH. Em seguida
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foi calculada matriz de confusao e determinado acuracia do modelo através de curva
ROC.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Andlise da razdo de SDHEA entre pacientes com hipopituitarismo
congénito

ApoOs revisdo de prontuario dos 29 pacientes com IAC acompanhados
ativamente no ambulatério de hipopituitarismo,19 tinham mensuracdes de SDHEA do
momento do diagnostico resgataveis. Assim 0os comparamos com 43 pacientes
suficientes em ACTH (25 pacientes com hipopituitarismo e ACTH preservados e 18
controles saudaveis). Caracteristicas dos grupos seguem na tabela abaixo (Tabela
1).

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes incluidos na analise da razdo de SDHEA. Dados ambulatério
Hipopituitarismo congénito

Variaveis Deficientes de ACTH  Suficientes de ACTH

Tamanho amostral 19 43

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

I(%a:)d)e no momento da avaliacdo do SDHEA 24 (+6,9) anos 36 (+9,2) anos

IMC (DP) 23.57 (+5.25) kg/m2 23.36 (+2.97) kg/m?

Razéo do SDHEA no diagnéstico (DP)* 0.43 (+0.62) 1.74 (£1.28)
*p<0,05

As dosagens bioquimicas 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 saudaveis tiveram analise
do SDHEA feito em plasma com kit da Roche. Reforcamos que o uso da RAZAO de
SDHEA por uma equacao que leva em consideracao o valor de referéncia para sexo

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

Podemos observar na Figura 3 a distribuicdo entre os grupos da razao de
SDHEA. A média da razdo de SDHEA foi de 0,43 no grupo doente enquanto no grupo

saudavel foi de 1,74, diferenca estatisticamente relevante (p<0,05). Apos analise
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inicial, foram excluidos alguns outliers (3 pacientes deficientes de ACTH cuja relacéo
de SDHEA estava acima 1,5 e cujas idades de diagndsticos eram durante puberdade)
com melhor desempenho do modelo. A regressao logistica demostrou modelo eficaz,
podemos avaliar as curvas de probabilidade de doenca e ndo doenca na Figura 4.

Figura 3- Boxplot da Razdo de SDHEA entre pacientes com deficiéncia de ACTH (DACTH) e
Suficientes em ACTH do ambulatério de Hipopituitarismo Congénito HCFMUSP

Valor da Razao de SDHEA

Deficigncia Suficiente

Status do Paciente quanto a produgdo de ACTH

Figura 4-Gréfico com as curvas de probabilidade de pertencer a um dos grupos (com e sem deficiéncia
de ACTH) em funcao do valor da razdo de SDHEA
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Analise de curva ROC demonstrou um bom desempenho do modelo, com area
sob a curva de 0,936 (Figura 5). A acuracia foi de 83,78% (95% IC 67,99-93,81%).
Assim conseguimos determinar que uma razdo de SDHEA < ou igual a 0,794 tem
uma especificidade de 94,7% e sensibilidade de 83,3% em predizer a insuficiéncia de
ACTH. Enquanto para assegurar integridade do eixo, o melhor ponto de corte seria
uma razdo de SDHEA > o igual a 0,823 com 100% de sensibilidade e 72,2% de

especificidade para suficiéncia da secrecdo de ACTH.

Figura 5- Curva ROC do modelo com dados do ambulatério de Hipopituitarismo. Verificamos calculo
de AUC (area under curve) de 0,936
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3.2 - Analise da razdo de SDHEA entre pacientes submetidos ao ITT

Apos revisdo de prontuario dos mais de 200 testes de hipoglicemia insulinica
realizados no HCFMUSP desde 2008 até 2021 em pacientes adultos (a partir de 18
anos). Foram incluidos 142 testes que tinham dosagem de SDHEA na instituicao até
12 meses antes do ITT e excluidos 49 testes (45 que néo fizeram hipoglicemia e 5
ITT sem dosagem de cortisol apenas GH). Portanto, ao final da filtragem analisou-se
92 pacientes submetidos ao ITT com avaliacdo de curva de cortisol e dosagem de
SDHEA.

As dosagens de SDHEA foram realizadas com kits de ensaios
eletroquimioiluminometricos e eletroquimimioimunoensaios. Para todos 0s casos
utilizamos a RAZAO do valor de SDHEA mensurado dividido pelo valor inferior de
referéncia 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 > 18ug/dl)
apenas no periodo de 28/01/2019 a 02/10/2020 foi usado ensaio monoclonal na
dosagem de cortisol e no periodo 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 suficiéncia de ACTH foi um pico de cortisol > 15 pg/dl. Caracteristicas dos

grupos seguem na tabela abaixo (Tabela 2):

Tabela 2: Caracteristicas dos grupos na analise da razdo de SDHEA entre pacientes da sala de testes
do HCFMUSP

Variaveis Deficientes de ACTH Suficientes de ACTH

Tamanho amostral 41 51

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

Idade no momento da avaliagdo do SDHEA

(DP) 24 (£6,9) anos 30 (x14,5) anos

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

Razéo do SDHEA* (DP) 0,82 (+0,86) 1,67 (+1,30)
*p<0,05

A seguir, observamos a diferenca da quantificacdo da Razdo de SDHEA nos
grupos. Os casos com DACTH a razéao foi de 0,82 (x0,86), enquanto os pacientes

com eixo integro e producdo suficiente de corticotrofina apresentaram RAZAO de
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SDHEA de 1,67 (£1,30), com diferenca estatistica entre os grupos p<0,05. A seguir
observa-se o boxplot e a curva de probabilidade de doenca com relacéo a razéao de
SDHEA (Figura 6 e Figura 7).

Figura 6-Grafico box plot da Razéo de SDHEA no grupo deficiente de ACTH (DACTH) e suficiente
em ACTH. Andlise de pacientes da sala de testes do HCFMUSP
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Figura 7-Grafico com curva de probabilidade de doenca- deficiéncia de ACTH (dACTH). Analise de
pacientes da sala de testes do HCFMUSP
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Com a regressao logistica p6de-se demonstrar que a razdo de SDHEA é uma
variavel explicativa para classificar os pacientes como doentes. A andlise da curva
ROC demostrou desempenho razoavel do modelo com uma AUC de 0,752 ( Figura

8). O ponto de corte de razdo de SDHEA menor que que 0,85 apresentou
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especificidade de 76,4%, sensibilidade de 65,8% e acuracia 71,7% para predicao de
DACTH. O valor da razdo com maior sensibilidade e portanto um ponto de corte
interessante para confirmar integridade do eixo foi uma razdo maior que 3,4
(sensitividade 97% Especificidade 11% Acuracia 50%).

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

Area abaixo da curva: 0.7527 | Coeficiente de GINI: 0.5055
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4 - DISCUSSAO

A forma sulfatada do DHEA é um horménio de producgéo exclusiva da camada
reticular da adrenal e cujo estimulo de secrecédo esta relacionado a acdo do ACTH
(1,2,16). Varios trabalhos demonstram que em individuos com secrecdo de SDHEA
preservada, um quadro de IAC é muito improvavel (50-52). Porém, grande limitagdo
para seu uso esté na variabilidade de sua secre¢do de acordo com sexo e faixa etaria,
o que dificulta a determinacao de um ponto de corte. Dennedy et al., em 2017, usou
a razédo de SDHEA ao invés do seu valor absoluto para estudar supressdao de ACTH
por hipercortisolismo subclinico em pacientes com incidentalomas adrenais. Em seu
trabalho o marcador proposto foi mais especifico e tdo sensivel quanto o teste de
supressédo com 1mg de dexametasona (53). Na mesma linha racional Charoenski et
al. validou em 46 pacientes com suspeita de IAC o uso da razdo de SDHEA
demonstrando que um ponto de corte 1,78 consegue ter 100% de sensibilidade para
predizer integridade do eixo corticotr6fo (50). No presente trabalho conseguimos
validar em uma populagcdo com hipopituitarismo congénito o ponto de corte de 0,79
com especificidade e sensibilidade bem satisfatorias (de 94,7% e 83,3%

respectivamente) para predizer IAC.

Ao ampliar o estudo da Razdo de SDHEA para uma populacao institucional de
hospital terciario observamos que também foi um marcador Gtil, com melhor
desempenho para predizer doenca usando um ponto de corte de 0,85 (5)
especificidade de 76,4%, sensibilidade de 65,8% e Acuracia 71,7%. Deve-se destacar
que ao partir da avaliacdo de pacientes submetidos a teste de estimulo com
hipoglicemia na sala de testes do HCFMUSP, exclui-se parte dos casos em que o
cortisol basal (£15ug/dl ou =3 pg/dl) foi informativo para elucidagcao diagnéstica.
Como o cortisol 0 SDHEA também reflete o efeito trofico do ACTH, portanto nao incluir
na amostragem pacientes com cortisol e SDHEA nos extremos pode estar
relacionado com a menor acuracia do modelo de regressé@o neste cenario. Estudo
prospectivo que avalie cortisol e SDHEA em pacientes com suspeita de IAC de
diferentes etiologias, incluindo todos os casos (0s que necessitam ou ndo de teste de

estimulo), provavelmente contribuira para elucidacdo desse ponto.
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Possivel limitacdo para a aplicacdo da razdo do SDHEA é o seu uso em faixa
etaria puberal. Os mecanismos envolvidos na adrenarca sdo pouco compreendidos
e talvez esse despertar de producdo androgénica da zona reticular ndo esteja
associado apenas ao ACTH. Vaiani et al., em um estudo transversal com 94 criangas
puberes, concluiu que os niveis de DHEA e SDHEA nédo conseguem predizer fungéo
adrenal com acuracia suficiente nessa populacdo (48). Nos dados levantados de
pacientes acompanhados no ambulatério de hipopituitarismo congénito, observamos
que 3 pacientes cujo diagndstico de DACTH se deu em idade puberal apresentavam
razdes de SDHEA realmente muito altos. Apos exclusdo dos dados desses pacientes,
o modelo de regressao apresentou um desempenho melhor, corroborando com a
ideia de que o uso desse marcador hormonal deva ser considerado apenas em

populacao adulta.

Outro fato interessante é que em pacientes com funcdo adrenal prejudicada, a
secrecdo de SDHEA pela zona reticular preceda e seja mais afetada do que a
producdo de glicocorticoide (46-48). Essa dissociacdo androgeno/glicocorticoide
também é observada em doentes criticos e parece ser um mecanismo adaptativo do
ACTH em modular respostas na zona fasciculada ou mesmo a um estimulo paracrino
gue o cortisol induz na reticular propiciando secrecdo de SDHEA (46,49). Estudar a
razdo de SDHEA como marcador de disfuncdo adrenal em cenérios de deficiéncia

relativa pode ser interessante levando em conta esse racional.

Estudo metabolémico quantitativo de pacientes com asma submetidos a uso de
diferentes doses de corticoide inalatério demonstrou que a reducdo de SDHEA e de
metabdlitos glucorunideos de cortisol ocorrem com doses menores de corticoide
inalatério do que a supresséo de secrecdo de cortisol. Isso sugere que o SDHEA
possa ser um marcador mais sensivel de alteracées do eixo adrenal (54). Por outro
lado, ndo é sabido quanto tempo pode demorar para ocorrer a recuperacao de

producdo de androgenos pela adrenal apds a exposicdo a corticosteroides.
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5 - CONCLUSAO

Através desse trabalho, pode-se observar que o uso da razdo de SDHEA é uma
ferramenta interessante para o diagnostico de IAC em pacientes adultos. Deve-se
levar em conta restricbes, como uso em idade puberal e em usuarios de

glicocorticoides para interpretacdo dessa mensuracao.

Em cenarios de probabilidade pré-teste mais elevada, como avaliacdo de
pacientes com doenca pituitaria, foi observador maior acuracia dos modelos
preditivos (maior AUC). Porém, foi possivel demostrar também a validade desse
marcador em cenario de suspeita de doenca adquirida ao avaliar dados de pacientes

investigados em um centro hospitalar de referéncia.

Tendo em vista o baixo custo e sua ampla disponibilidade é possivel acrescentar
a interpretacéo da razdo do SDHEA no fluxo diagndstico antes de submeter paciente
a teste de estimulo. Recomenda-se o ponto de corte da razdo de SDHEA <0,79 para
confirmar a suspeita de IAC (especificidade de 94,7%). Assim, a utilizacdo desse

marcador pode evitar necessidade de muitos testes invasivos.

Por fim, o SDHEA é um hormdnio de mensuracdo acessivel, com meia-vida
plasmatica estavel e quando interpretado a luz do limite inferior de referéncia para
normalidade de acordo com a idade e sexo, tem um potencial bastante interessante
para predizer resposta suficiente ou ndo na secre¢ao de ACTH.
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1 - INTRODUCAO

O estudo molecular em larga escala de metabdlitos surgiu no final do século
XX, perante a concluséo de que o sequenciamento do genoma nao seria o suficiente
para compreender a complexidade da biologia de sistema (55,56). Em conjunto com
outras ciéncias 6micas como, por exemplo, gendmica, transcriptomica e proted6mica
€ uma ciéncia que visa complementar a compreensdo e integralizagcdo do
funcionamento celular dos seres vivos, seus sistemas e suas alteracfes biologicas
(56-58).

O termo metabolémica foi introduzido por Fienh et al e compreende a ciéncia
que estuda moléculas de baixo peso molecular (<1.500 KDa). Pequenas moléculas
ou metabdlitos sdo caracterizados como produtos, substratos ou intermediarios do
metabolismo, portanto, apresentam uma diversidade quimica gigantesca quando
comparada as demais biomacromoléculas.(59,60). O conjunto de metabdlitos
presente em uma dada matriz biolégica é denominado de metaboloma, que

apresentam distintas dimensdes biolégicas e quimicas (56,60).

Normalmente o0s estudos metabolémicos apresentam duas principais
abordagens analiticas: 1) Metabolémica untargeted (do inglés, ndo-direcionado) que
visa elucidar um panorama metabdlico identificando o maximo possivel de features
de determinado contexto. 2) Metabolémica targeted (do inglés, direcionado) que
objetiva a quantificacdo exata de um ou mais metabdlitos previamente selecionados
.(61) A abordagem untargeted cria panoramas fenotipicos através de modelos
estatisticos  selecionando  metabdlitos que possam estar vinculados
significativamente aos estados dos organismos estudados (ex.: doencgas, nutricao,
tratamento) (62). Comumente a abordagem targeted acaba sucedendo a abordagem
untargeted na validacdo dos possiveis biomarcadores, pois € focada na quantificacao
exata de moléculas previamente identificadas em perspectiva semiquantitativa
(63,64).

A metabolémica pode oferecer panoramas fenotipicos sem precedentes nas
descobertas de assinaturas bioquimicas associadas a condicdes fisiologicas. Este

potencial decorre da sua capacidade de captar mudancas dindmicas nas vias
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metabdlicas através do conjunto de metabdlitos que as compdem, proporcionando
uma visdo sistémica do estado fisiologico de um determinado organismo (65). A
metaboldmica também usufrui de modernas ferramentas analiticas e técnicas de
processamento de dados em analises exploratérias metabolémicas, contribuindo com
informacBes valiosas que catalisam o desenvolvimento de novas estratégias

diagnosticas para doencas (57,66—68).

O estudo metabolémico depende de uma série de plataformas analiticas para
detectar e quantificar a ampla diversidade quimica dos metabdlitos em matrizes
bioldgicas, contudo, nenhuma técnica garante a cobertura completa das classes de
metabdlitos. Tanto a espectrometria de massa (MS) quanto a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) destacam-se como técnicas primarias devido
a sua alta sensibilidade e a capacidade de discernir misturas complexas de
metabalitos, entretanto, a sensibilidade da MS é maior, o que faz desta uma aliada
importante no mundo pés-gendémica (69—71). Técnicas associadas a espectrometria
de massa, como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) sao
excelentes para a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos (64,65). Com o
advento tecnoldgico de espectrdmetros contendo analisadores de massa de alta
resolucdo, o desenvolvimento da técnica de infusdo direta em espectrometria de
massas, ou seja, sem o auxilio de técnicas de separacao acopladas a espectrometria

de massas, deu seu inicio ha compreensédo da biologia de sistemas (72).

O manuseio dos complexos dados gerados pelas analises metabolémicas
requer técnicas sofisticadas de processamento (58). As etapas de pré-
processamento envolvem a reducdo de ruido, o alinhamento de ions e a
normalizagéo, a fim de garantir a qualidade dos dados e a comparabilidade entre as
amostras (73). A analise de dados subsequente integra abordagens estatisticas
multivariadas, como a andlise de componentes principais (PCA), o agrupamento
hierarquico e a analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA), com
0 objetivo de descobrir padrdes, tendéncias e agrupamentos nos dados (74-76).
Essas técnicas auxiliam na identificacdo de biomarcadores metabdlicos associados

a disturbios especificos.
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As analises exploratorias sdo cruciais para identificacdo de metabdlitos
significativos entre o extenso conjunto de dados metabolémicos. A andlise das vias
metabdlicas pode contribuir para a elucidacéo das vias metabdlicas interconectadas
e suas perturbacdes nos estados de doenca. As redes de correlagéo revelam ainda
mais associacdes entre metabdlitos e potencialmente esclarecem 0s mecanismos
subjacentes da doenca (75). A integracdo com dados de gendmica, transcriptbmica
e protedmica contribui para uma compreensédo abrangente da base molecular dos
distarbios (57).

A metaboldmica desempenha um papel fundamental na medicina
translacional, oferecendo uma visdo abrangente do estado metabdlico de um
individuo. Este campo em répida evolucdo fornece informacgdes valiosas sobre os
processos bioquimicos subjacentes a varias doencas, ajudando assim no
desenvolvimento de estratégias de tratamento personalizadas (77). Ao analisar
pequenas moléculas em amostras bioldgicas, a metabolémica permite aos clinicos e
pesquisadores identificar biomarcadores, compreender os mecanismos das doencas
e monitorar as respostas ao tratamento (57,66,78). Em ultima andlise, a integracéo
da metabolbmica na medicina translacional promete avancar na medicina de
precisdo, aumentar a precisao diagndéstica e adaptar as intervencdes terapéuticas as

necessidades individuais dos pacientes.

E importante ressaltar que a discussdo sobre estudos e analises
metabolémicas requer o uso frequente de termos em lingua inglesa, como as siglas
das ferramentas analiticas, procedimentos de andlise de dados e, por exemplo, 0s
"features”, que, dependendo do contexto, podem corresponder desde ions

selecionados no processamento de dados até variaveis significativas (79).
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2 - MATERIAL E METODO

2.1 - Da obtencéo de dados

Foram realizadas analises com os dados de 6micas gerados nos estudos
CAEE: 98372718.7.0000.0068 e 9126918.0.0000.5505 ja aprovados pela CAPPESQ
e CEP respectivamente e que tiveram aprovacao pela CAPPesq e CEP para o
presente estudo CAAE: 42993819.5.0000.0068 de analise de dados gerados. Dados
clinicos e laboratoriais complementares foram resgatados através de andlise

retrospectiva de prontuario.

2.2 - Casuistica

Foram selecionadas 46 amostras de plasma de pacientes adultos
diagnosticados com hipopituitarismo congénito, destes 23 pacientes com IAC e
deficiéncia de ACTH (DACTH) serdo comparados a 23 pacientes com

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

Todos os pacientes, para serem incluidos, deveriam estar com comprovada
adesdo ao tratamento nos ultimos 6 meses, os critérios de exclusdo foram
comorbidade por diabetes e/ou hipertensédo, tabagismo e baixa adesdo ao
tratamento. O grupo controle saudavel foi composto por 15 amostras de individuos
saudaveis e, portanto, sem comorbidades, que ndo tivessem sido expostos a
corticosteroides ou outras medicacfes nos ultimos 6 meses. As amostras foram
classificadas para andlises comparativas entre os subgrupos DACTH vs Controle

Saudavel 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 (braco) foi realizada com algodao embebido em alcool a 70%, o sangue foi
coletado em tubo contendo EDTA e adicionado o coquetel de proteinase. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas (10 min a 12.000 RPM) e o plasma foi
aliquotado em tubos Eppendorf de 400 pL. Em seguida, as amostras foram estocadas
em freezer a -80 °C até o uso.

2.4 - Extracdo de metabdlitos

As amostras foram descongeladas enquanto estavam imersas em gelo e, em
seguida, homogeneizadas em voértex durante 2 minutos. Enquanto permaneciam sob
o gelo, 100 pl do plasma foram pipetados para um tubo Eppendorf. Para cada tubo,
foram adicionados 300 pl de metanol/etanol (propor¢cdo 1:1), resultando em uma
relacao final de solvente/amostra de 3:1 para garantir a precipitacdo de proteinas. As
amostras foram novamente agitadas pelo emprego de equipamento vortex durante 1
minuto, seguidas de imersdo em gelo durante 5 minutos. Antes da centrifugacéo por
20 minutos a 13.000 rpm (15,7 rcf) a 4°C, os tubos foram submetidos a uma ultima
homogeneizacdo em vortex por alguns segundos (80,81).

Preparou-se uma solug¢éo contendo o padrdo interno (IS, do inglés Internal
Standard) de triptofano marcado com is6topos de nitrogénio (15N) e carbono (13C),
que foi adicionado a cada tubo de amostra com um volume de 20 pL. Antes da infusao
direta no espectrémetro de massa (DIMS), as amostras foram filtradas previamente

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

As amostras para controle de qualidade (QC, do inglés Quality Control) foram
preparadas a partir de uma aliquota de 20 pL retirada de cada amostra e,
posteriormente, misturadas. A cada seis injecfes das amostras, de forma aleatoria,
uma injecdo de QC era analisada. As analises dos QCs foram processadas da

mesma forma que as amostras regulares (69).

2.6 - Aquisicdo de dados por Infuséo Direta em Espectrometria de

Massas

A abordagem metabolémica untargeted foi realizada em espectrébmetro de
massas Orbitrap de alta resolucdo (Thermo Fisher Scientific), no laboratério de
espectrometria de massas multiusuéario do instituto de quimica de Séo Carlos (IQSC-
USP). As condi¢cdes para a aquisicdo dos espectros de massa foram as seguintes:
tensdo da fonte de ions de 3,5 kV (em ambos os modos de ionizacao), temperatura
da fonte HESI de 60°C, temperatura capilar de 250°C e volume de amostra de 50 pL.
O gas de revestimento (N2) foi mantido em 5 u.a., enquanto os gases auxiliares e de
varredura (Nz2) foram mantidos em 0 u.a. A resolugao FTMS foi fixada em 60.000, com
uma maxima taxa de injecado de 500.000 ms e uma tolerancia de massa de 5 ppm.
Os dados espectrométricos de massa foram adquiridos por infuséo direta a uma taxa
de fluxo de 5 uL/min em cada faixa de aquisicdo em m/z. Duas faixas de varreduras
foram definidas, entre 50-750 m/z e 150-750 m/z.
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3 - ANALISES DE DADOS

3.1 - Pré-processamento de dados

Arquivos no formato .RAW foram extraidos do software Xcalibur (versao
3.0.63, Thermo Fisher Scientific) e convertidos para o formato .xIsx (Excel, sistema
operacional Windows). Apds a obtencao dos valores de intensidade relativa de cada
ion (feature), foram removidos da amostra aqueles com intensidades menores que
1000. Em seguida, as amostras foram agrupadas por classe para serem alinhadas
por razao massa-carga (m/z) com tolerancia de erro de 5 ppm, usando a plataforma

online MetaboAnalyst versao 5.0.

Foram usados, em grande parte, recursos disponibilizados pelo MetaboAnalyst
apos a atualizacao para a versao 5.0, incluindo o alinhamento de matrizes por m/z e
0 pré-processamento de filtragem. As amostras foram submetidas a subtracdo do
branco, filtrag&o por frequéncia de >30% nos QC e >40% em cada grupo, substituicdo
dos valores ausentes pelo método de k-Nearest Neighborhood (KNN) e pelo

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

Os dados de cada faixa de varredura, com o respectivo modo de ionizacéo,
foram alinhados e pré-processados independentemente. Para a juncdo das matrizes
de dados, foi necessario identificar os features de acordo com a faixa de varredura e
modo de ionizagao para verificar o desempenho dos features obtidos em cada matriz

na caracterizacdo metabolémica das andlises comparativas.

Ap0Gs a mesclagem das matrizes em uma Unica matriz, foi realizada a corregao
de erros sistematicos pela ferramenta "Batch Effects Correction” do MetaboAnalyst,
gue utiliza as amostras de QC e padréo interno para normalizar os dados, aplicando
métodos como ComBat e EigenMS (82,83). A Figura 9 representa a configuracdo da
tabela, utilizando informacdes de classes, ordem de injecdo, analises em lotes

(Batchs) e QC na normalizacdo dos dados metabolémicos.

A corregéo de efeitos em lotes (Batch Effects Correction) inclui variagdes

diarias no desempenho do instrumento, perda de intensidade do sinal devido a efeitos



49

dependentes do tempo, acumulo de contaminantes na fonte de ions do espectrémetro
de massas, sensibilidade, entre outros. Portanto, as amostras de QC sao utilizadas

para normalizagao pois sao as mais similares e de menor variagéao.

Figura 9: Formato da matriz disponibilizado no metaboanalyst para correcao de erros sistematicos em
lotes das andlises comparativas. Da coluna A até D estdo presentes as informacgdes necessarias para
correcdo em lotes, sendo estas o nome da amostra, classe, lote (batch) e ordem de inje¢édo. A partir
da coluna E sao as variaveis (features) obtidas na mensuracéo de ions.

A B c D E F G H | J
1| samples Class Batch Order Neg_B_216.9904 Neg A_189.01159 Neg B_216.96988 Neg B_216.98438 Neg_B_219.02938 Neg_B_216.95538
2 aca ac Bl 1 4358.703014 7529.711624 2815.183658 3600.807916 2442950349 2489.629832
3 | sample_10  CONTROLEHIPOPIT = B1 2 1691.525881 3850.334425 1253.527474 1687.675532 1626.39025

4 | sample 81 CONTROLESAUDAVEL = B1 3 4471.893364 10160.16653 3115.107603 4506.495703 6109.304486 2829.572771
5 | sample_s5 DACTH B1 a 2986.288937 6819.502457 3128.858899 3745.940099

6 | sample_S1 CONTROLE SAUDAVEL = B1 5 4999.47041 14182.75223 4174.485441 5121.706482 6546.81539 3194.974287
7 | sample_11  CONTROLEHIPOPIT = B1 6 3130.695468 9938.180091 2665.514866 3882.397566

5 | sample_20 DACTH B1 7 2348.428582 11122.92093 1000.656008 3051.732793

9 | sample_29  CONTROLEHIPOPIT = B1 8 4462582616 4867.058517 2804.248436 4311.21351 4939053666 2413.223637
10 |sample_101 CONTROLESAUDAVEL Bl 5 3981.041532 4883.369223 3167.492286 3402.452371 5121.142822 2429.228298
11| sample_83 CONTROLESAUDAVEL Bl 10 3245.678666 5328.149268 1051.726581 3439.348253 4263.421352

12 | sample_38 DACTH Bl 11 2285.614958 7450.776532 1576.216816 2001.667979 2794.302637 1296.028101
13| sample 65  CONTROLEHIPOPIT Bl 12 5523.239011 7421.636082 3363.725344 5437.817416 5685.398382 3322.00423
14| sample_03 DACTH Bl 13 2285.25273 11465.00563 1580.173768 1840.975961 1991.937466 1217.901142
15 ac? ac Bl 14 4932.730796 7018.911607 3112.471052 4018.056163 4603.224421 2654.151681
16| aci ac B2 15 4782.49903 6440.503863 3143.390446 4029.590864 4039.479631 2338.054232
17| sample_39  CONTROLEHIPOPIT B2 16 3597.062734 5755.29498 2253.849271 3381.093025 2963.892332 1679.852523
15| sample_84 CONTROLESAUDAVEL B2 17 3253.754864 3955.071761 2002.608241 2848.375494 2704.831998 1771.618892
18 | sample_66 DACTH B2 18 5721.245217 2762.455329 3832.028994 5244.755729 5075.546964 2594.362993
20 | sample_21 DACTH B2 19 2720.734801 3205.28943 4248.575833 2051.967689 2488.100284
21| sample_30 DACTH B2 20 6548.413267 12662.16633 4021.867202 5148.736836 4730.202101 3226.002387
22| sample_12  CONTROLEHIPOPIT B2 21 6413.716895 3661.418695 2834.510616 2667.528045 2552.494434 1801.84976
23| sample_57 DACTH B2 2 2661.501743 9618.000148 1747.243389 2774.89962 2559.445356 1605.707263
24| sample_93 CONTROLESAUDAVEL B2 23 7984.759427 4846.505033 5206.882015 7409.633764 5878.902929 4720.018388
25 | sample_a7 DACTH B2 24 5906.781441 4968.706337 4272.702755 4822286178 4827.777713 2956.432604
26| aci2 ac B2 25 4782.49903 6440503863 3143.390446 4029.590864 4039.479631 2338.054232
27| aci3 ac B2 26 4424926504 6708.634572 2775.697266 3512.632288 3947.230145 2161.081694
28 | sample_67 DACTH B3 27 5203.367246 4242387524 3484.862632 4382.312404 4273.283295 2701.606016
20 | sample_13 DACTH Bz 28 2760.256128 9260.203598 1908.368864 2560.476098 2360.045004 1379.000156
30| sample_77 CONTROLESAUDAVEL B3 29 5701.152263 7207.094574 2579.601966 4523.443471 5207.189069 2718.004377
31| sample_31 DACTH B3 30 4394,597444 4239.482712 3043.573542 3707.635609 3868.71819 2653.832077
32| sample_85 CONTROLESAUDAVEL B3 31 5159.175711 3063.369635 3072.00114 4366.40021 4055.8806 3040.157566
33| sample_04  CONTROLEHIPOPIT B3 32 1890.356007 6352.250505 1146.8689 1398.648841 1643.66627 1001.484341
34| sample_a0 DACTH B3 33 2149.872997 1642.793179 2289.736497 3461.391948 2017.827979 1117.987911

O processamento dos dados teve como objetivo ajustar as amostras em
condicBes mais comparaveis, utilizando a normalizacdo pela média, transformacao
logaritmica e escalonamento por pareto para transformar a matriz de dados com uma
distribuicdo gaussiana. A plataforma MetaboAnalyst 5.0 foi utilizada para realizar o
processamento de dados, analises quimiométricas, analise de vias e avaliacdo de

biomarcadores. (https://www.metaboanalyst.ca/).
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3.2 - Analises Estatisticas (Quimiometria)

Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar o
agrupamento, tendéncias e/ou outliers dos grupos na matriz gerada em cada anélise
comparativa. Para uma melhor separacdo dos grupos, foi empregada a Analise
Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) nos dados para identificar
as principais variaveis de interesse. A capacidade preditiva e a significancia
estatistica dos modelos PLS-DA usados nas analises comparativas foram avaliadas
por meio da validacdo cruzada, onde o coeficiente de predicdo Q> maior ou igual a (=

0,6) é indicado para estudos metabolémicos.

Para avaliar o potencial dos features putativamente anotados em discriminar
0s grupos analisados, a ferramenta de andlises exploratérias multivariadas baseada
em curva ROC foi utilizada para projetar as melhores combinacfes 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
classificacdo e selecdo de variaveis significantes (input 2 variaveis latentes). As
analises por meio da curva ROC e matriz de confusdo também foram realizadas nas

matrizes usando a funcédo Biomarker Discovery do MetaboAnalyst.

3.3 - Anotacdao putativa e vias bioquimicas

Os bancos de dados metaboldomicos METLIN, Human Metabolome Database
(HMDB), LIPIDMAPS e CEU-Mass Mediator foram usados para a anotacao putativa
dos features a partir de suas bibliotecas contendo os espectros de massas. O erro de
massa de 5 ppm (A ppm) foi definido como a variagdo maxima toleravel do m/z.
Modificagbes quimicas (Adutos) em ambos os modos de ionizacdo 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+CH30+H]+; [M+H-H20]+; e no modo negativo: [M-H]-; [M-H20-H]-; [M+ClI]-;
[M+Na]-; [M+K]-.
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Os features anotados consistiram das variaveis projetadas pela lista com VIP
>1,2. As vias bioquimicas analisadas através da ferramenta Pathway Analysis do
MetaboAnalyst tiveram a funcéo de indicar as principais rotas bioquimicas afetadas
pelas alteragfes dos metabdlitos anotados.
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4-RESULTADOS

4.1 - Caracterizacao da populagédo estudada

Dentre os 170 pacientes adultos com hipopituitarismo congénito,
acompanhados ativamente na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
existem 29 pacientes em seguimento ambulatorial com diagnéstico de deficiéncia de
ACTH. ApoOs os critérios de exclusdo, foram selecionados 23 pacientes que
correspondiam aos critérios de inclusdo para o presente estudo, além de 23 controles
portadores de hipopituitarismo com eixo corticotrofico preservado, e 15 pacientes
controle saudaveis 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 reposicdo. No grupo DACTH a média de idade ao diagnéstico da deficiéncia
do eixo corticotrofico foi de 23,9 (+8,4) anos, esses pacientes encontravam-se em
corticoterapia ha cerca de 17,2 (x8,8) anos em média. As caracteristicas clinicas dos

pacientes e controles estdo demonstradas na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristica dos pacientes incluidos na andlise metabolémica untargeted

Hipopituitarismo

Hipopituitarismo com ACTH Contr’olels

Dados _ saudaveis
com DACTH (n=23) preservado (n=15)
(n=23) -
SEXO (M:F) 11:12 9:14 8:7
IDADE MEDIA (DP) 41,2 (£7,4) 36,8 (£8,5) 40,5 (£8,7)
IDADE MEDIA ao diagndstico
- 11,1 (45,6) 12,2 (£9,1) -

de Hipopituitarismo (DP)
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 (x12,1) 80,4 (+8,1)
Deficiéncia de GH / 23 (100%)/12 23 (100%)/9
uso de rhGH (52,2%) (39,1%)
Deficiéncia de FSH/LH* 21 (91,3%) 16 (69,5%)
Deficiéncia 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 (x22,3)
HDL 56 (+16,9) 50 (x17,8) 64 (£20,5)
Triglicerideos 94 (+46,6) 99 (+42,6) 75 (x37,4)
Glicemia 80 (£11,3) 84 (17,8) 85 (£6,5)
Hemoglobina Glicada 4,9 (x1,1) 5,3 (20,3) 5,2 (£0,3)

Diagnéstico Molecular

Propl- 3 (13%)

Propl- 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 funcdo melhorar a qualidade das

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

pouco robustos. Os parametros utilizados para esse processamento incluiram a

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

e 0 calculo do RSD (desvio padréo relativo) do features no grupo de controle de

qualidade (QC). Foram excluidas as variaveis, ou seja, features que apresentaram
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um coeficiente de variacdo acima de 25% no grupo QC. O processo de mineracéo

dos features apos aplicacdes de parametros pode ser observado na tabela 04 abaixo.

Tabela 4: Filtragem e mineracdo de dados a partir de andlises metabolémicas por DIMS

Processamento de dados N° de features
Matriz de dados Alinhada 38.631
Matriz de dados apds remocao de ruidos (Branco) 37.018
Matriz de dados ap6s remocao Missing Values 4.354
Matriz de dados apds Batch Effects - QC-RSD >40 % 2.318
Matriz de dados apos - QC-RSD >25 % 1.707

4.3 - Andlises Estatisticas (Quimiometria)

A matriz de dados contendo os 1.707 features foi submetida a analise de PCA
gue constatou agrupamentos e tendéncias de separacfes entre os grupos DACTH,
C. Hipopit, C. Saudavel e QC, contudo, a técnica de decomposi¢cdo em componentes
principais s6 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 aquisi¢do de
dados pela técnica de infusdo direta em espectrometria de massas fora robusta, pois
0 agrupamento do grupo controle de qualidade (QC) indica baixa variabilidade
analitica durante a aquisicdo 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 Saudavel 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
andlise revela que ions similares foram medidos em todas as observacdes (amostras), exibindo
variagées nas intensidades. O grupo QC confirma a presenca dos ions em cada agrupamento,
demonstrando um agrupamento satisfatorio. As amostras do grupo QC s&o idénticas e a baixa
variabilidade entre elas, ao longo da aquisicdo de dados, contribui para assegurar a integridade dos
resultados.
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Diante da auséncia de explicacfes estatisticas entre os grupos obtidas por
meio da PCA, o método de analise multivariada discriminante se tornou um aliado na
avaliacdo de mdltiplas variaveis. Assim, ao contrario do PCA que é um modelo ndo
supervisionado, o0 modelo de PLS-DA leva em consideracao as classes dos grupos
analisados. Dessa forma, ele é capaz de projetar as variaveis ou caracteristicas que

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

Foram realizadas duas analises comparativas por meio do PLS-DA entre os
grupos DACTH vs. Controle Hipopit e DACTH vs. Controle Saudavel. Ambas as
analises mostraram métricas satisfatorias com coeficiente de predigdo maior 0.6 (Q2),
reafirmando que os dados possuem variaveis 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 analises
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estatisticas usando modelo de Curva-ROC multivariada, esse modelo acessou 0s
valores de AUC e testou diferentes conjuntos de features na criacdo de modelos de
predicdo. Para andlise entre DACTH vs. Controle Hipopit foram selecionados 167
features e DACTH vs. Controle Saudavel foram selecionados 162 features.

Figura 11:A) Andlise PLS-DA entre os grupos DACTH vs. Controle Saudavel. B) Validagéo-cruzada
para averiguar o desempenho preditivo do modelo.
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A andlise multivariada baseada em curva ROC mostrou que houve uma boa
distincdo entre o grupo DACTH vs. Controle Saudavel que, quanto mais features
adicionados ao modelo, melhor era a classificagao dos grupos (Figura 13). Enquanto
na analise 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 classificacdo (Figura 14).

Figural3:A) Analise multivariada baseada em Curva-ROC entre DACTH vs. Controle Saudavel. B)
Gréfico de probabilidade de predicao do modelo contendo 100 features na classificagéo dos grupos.
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Figura 14:A) Analise multivariada baseada em Curva-ROC entre DACTH vs. Controle Hipopit. B)
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A anotacéo putativa foi realizada a partir de features que atenderam a critérios
especificos, incluindo VIP score superior a 1.2 e valor de p-value inferior a 0.05 (Test-
t). Na andlise DACTH vs. Controle Saudavel somente 38 features foram
selecionados, enquanto na analise DACTH vs. Controle Hipopit 79 features foram
significativos, explicando o fato de os modelos de classificacdo serem mais eficientes
com o conjunto de dados DACTH vs. Controle Hipopit. A tabela 5 contém features
significativos achados entre as andlises, corroborando que ambos 0s grupos
possuem features em comum, porém, contendo assinaturas bioquimicas particulares.
E importante mencionar que significativa parcela dos features escolhidos para a
anotacao, podem néo corresponder a valores de m/z contidos em bancos de dados
metaboldémicos, sendo a anotagdo um processo ainda desafiador na metabolémica.

Para a tabela completa da anotacéo putativa vide APENDICE I.

Tabela 5: Anotagdo putativa dos principais features filtrados no processamento de dados e que se

mostraram robustos na classificaiéo dos iruios analisados.

DACTH vs. Controle Saudavel

219.0459 | 1275 |62 Cystathionine sulfoxide CH.NOS | M-H20-H 6 | HVMDBO041942
2050671 | 205 | 46 Galactitol CH.O M+Na 6 | HMDB0000107
2190466 | 215 |39 methy’l\‘c'aAr%Ztﬂjl')(gsteme CH.N.OS M-H 2 | HuDBOO41942
219.0489 6'?):835 2.3 Oxoadipic acid C.H.0. M+Hac-H 2 HMDB0000225
220.0479 4%3'5' 2.2 N-Formyl-L-glutamic acid CH.NO, M+H?_|OOH' 9 HMDBO0003470
217.0629 7%35 2.2 N, N-Dihydroxy-L-tryptophan C.H.NO. | M-HH20 6 c19717
220.0486 1'2‘;5 2.2 L-histidinol-phosphate CH.N.OP M-H 3 | HVDB0304403
160272 | 3205 |21 Methionine sulfoxide CH.NOS | M-H20-H 2 | HMDBOOO2005
DACTH vs. Controle Hipopit

281.2481 1'3)25 6.1 2-Hydroxystearate C.H..0, M-H-H20 3 | LMFA01050485
2050671 | “24F |46 Galactitol CH.N.O.S M-H 2 | HVMDBO041942
279.2331 1'%5 45 Malvalic acid C.H.O, M-H 0 | LmFA01140002
303.2324 1'%)25 25 Arachidonic acid C.H.O. M-H 2 | HVMDBO001043
2772161 | MO8 | 25 alpha-Linolenic acid C.H.O, M-H 4 | HMDBOOO1388
3032344 | VOF |22 Androst-16-Ene C.H. M+FA-H 5 | HVDB0248399
189.0031 3'%25 2.0 Uric acid C.H.N.O, M+Na-2H 1 HMDB0000289
203.0631 2.225- 1.3 Farnesyl pyrophosphate CsH.O.P. M+H+Na 8 HMDBO0000961
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A partir da anotacao realizada com os features foi possivel realizar anélises de
vias bioquimicas e identificar alteracbes metabdlicas de acordo com as analises
comparativas. Entre DACTH vs. Controle Saudavel as vias metabdlicas que sofreram
impactos foram as rotas metabdlicas de aminoacidos, enquanto DACTH vs. Controle
Hipopit os acidos graxos e compostos sulfurados foram os principais componentes
de alteracdes metabdlicas (Figuras 15B e 16B). As analises de enriquecimento
forneceram informacfes das classes de metabdlitos anotadas, o que também
mostrou diferencas entre os grupos analisados (Figuras 15A e 16A).

Figura 15:A) Principais classes de metabdlitos anotados. B) Vias bioguimicas alteradas de acordo
com 0s metabdlitos anotados na analise entre o grupo DACTH vs. Controle Saudavel.
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Figura 16:A) Principais classes de metabdlitos anotados. B) Vias bioguimicas alteradas de acordo
com os metabdlitos anotados na andlise entre o grupo DACTH vs. Controle Hipopit.
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Além das analises multivariadas, até entdo descritas, foi realizado também um
fluxo de analises univariadas para selecao de features de interesse. O teste ANOVA
com critério (p-value FDR <0.05) foi aplicado na busca por features que
apresentassem diferencas estatisticas significantes entre os grupos DACTH vs.
Controle Hipopit, e DACTH vs. Controle Saudavel, porém, sem diferencas estatisticas
entre Controle Hipopit vs. Controle Saudavel. Entre as 1.707 variaveis, 156 features
foram significantes e apenas 6 se incluiam 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 avaliacdo da capacidade preditiva, pois a alta variabilidade da
fisiopatologia DACTH é um dos grandes gargalos e desafios do diagnéstico.

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 auxilio da curva ROC, na mensuracéo da

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

Controle Saudavel (Figura 18). Ambas as anélises comparativas apresentaram bom

desempenho como candidatos a biomarcadores para DACTH. E importante

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

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

busca de corroborar a capacidade preditiva desses features.

Figura 18. A) Curva ROC utilizando 6 features na distingdo entre DACTH vs. Controle Hipopit. B)
Curva ROC utilizando 6 features na distin¢cdo entre DACTH vs. Controle Saudavel.
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5 - DISCUSSAO

A metabolémica é uma ciéncia que emergiu na era pos-genémica devido a
necessidade de entender a influéncia na estrutura e funcdo de genomas diante de
diferentes estagios e condicbes do desenvolvimento(84). Todavia, sdo necessarias
diferentes abordagens para que possam abarcar o maximo do metaboloma, sendo
estes conjuntos de metabdlitos os blocos de construcbes de importantes
biopolimeros, como por exemplo, proteinas e &cidos nucleicos (84). Os metabdlitos
sdo, na maioria das vezes, instaveis e propensos a sucessivas reacdes (85). Essa
correlagdo com ambiente mostra a forte relacdo com fendtipo, por outro lado é um
desafio capturar panoramas metabdlicos semelhantes entre amostras que sao
influenciadas, constantemente, por fatores de armazenamento, tempo de aquisicéo

de cada amostra entre outros (73,86).

A otimizacdo da aquisicdo de dados em metaboldomica vem sendo trabalhada
por alguns grupos de pesquisa que, igual a este trabalho, também aplicaram a técnica
de infuséo direta em espectrometria de massas (DIMS) em andlise metabolémicas
(72,87-93). DIMS tem como proposta 0 uso de espectrometros de massas de alta
resolucdo sem o0 uso prévio da cromatografia, ou outro método de separacdo
acoplado ao espectrobmetro de massas, viabilizando a insercdo das amostras
diretamente a fonte de ionizacdo do espectrometro de massas, 0 que reduz
significativamente ndo somente o uso de reagentes, mas o tempo de aquisi¢ao de

dados entre as amostras (91).

Para demonstrar a reprodutibilidade da técnica de DIMS durante a aquisicédo de
dados, neste trabalho foram utilizadas amostras de controle de qualidade analisadas
entre as amostras dos pacientes e controles saudaveis. Na figura 10 a analise néo-
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 analitica da DIMS durante a aquisi¢cdo de dados para a subsequente
analise exploratoria do metabolismo DACTH.

Devido o uso de numerosas variaveis presentes em dados metabolémicos, a

aplicacdo de modelos estatisticos na visualizacéo dos dados, se faz necessérias para
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selecéo de features candidatos a biomarcadores (86,94,95). A aplicacdo da analise
univariada por ANOVA garantiu um panorama dos features com diferencas
estatisticas, contudo, apenas 6 features passaram pelo critério de estarem alterados
em relacdo ao grupo DACTH, porém sem diferencas entre os grupos controle
saudavel e controle hipopit. As analises preditivas usando 6 features na classificacéo
de pacientes com DACTH foram satisfatérias (Figura 18), principalmente por
conseguir distinguir pacientes em relacéo a outras alteracdes hipofisarias no qual é
composto o grupo controle hipopit, por outro lado, analises univariadas ndo levam em
consideracao aleatoriedade das demais variaveis na construcédo do modelo preditivo,
0 que torna a analise metaboldmica untargeted uma rica fonte de informacdes a

serem exploradas na busca por biomarcadores.

Na busca por mais informagfes sobre o metabolismo DACTH foi empregado o
modelo de andlise discriminatdéria PLS-DA que projetou as principais variaveis
(features) na distingcdo entre os grupos pré-definidos, mostrando que a andlise
multivariada identificou significancia estatistica levando em consideracdo o conjunto
de dados metabolémico (Figura 11-A e 12-A). A validacdo-cruzada usada para
calcular o coeficiente de predi¢do (Q2) da PLS-DA foram satisfatérias no que tange
a capacidade preditiva, todavia, é importante ressaltar que muitos features
contribuiram para estas métricas satisfatorias, o que néo € viavel quando se deseja
transpor biomarcadores para pratica clinica, pois se deve considerar a praticidade de
mensurar demasiados biomarcadores (76). Dessa maneira foram selecionadas
somente as variaveis com escore acima de 1.2 obtidos através da PLS-DA na busca

por menores conjuntos de features com capacidade classificatoria satisfatoria.

Andlise multivariada baseada em curva ROC tornou-se util na avaliacao de
potenciais biomarcadores por combinar diferentes quantidades de features a serem
usados na classificacdo dos grupos, e com a auxilio da PSL-DA para concentrar e
reduzir a grande quantidade de features presentes nos dados, foi possivel avaliar o
desempenho preditivo em ambas as analises 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 satisfatéria.
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A anotacao putativa € um processo vinculado a busca de correspondéncia dos
ions/features significantes, mensurados na aquisi¢cdo de dados, com os presentes em
bancos de dados metabolomicos (96). A razdo massa-carga dos features, na maioria
das vezes, ndo apresentam correspondéncia, sendo a anotagdo um dos maiores
gargalos e desafios da metabolémica untargeted, todavia, os features significantes
no teste ANOVA também foram ranqueados pelo PLS-DA como variaveis de
interesse. Para a anotacao putativa utilizou-se apenas dos features com VIP escore
maior que 1.2, os features que apresentaram correspondéncia foram analisados para
averiguar quais vias bioguimicas estdo associadas e a susceptibilidade de alteracéo

dessas vias com o perfil fenotipico dos pacientes.

A anotacdo do composto farnesil pirofosfato e o impacto na via bioquimica da
sintese de terpenos corroboram o desempenho crucial da sintese de hormonios e a
sua influéncia no fendétipo dos grupos (Tabela 5, Figura 16). No contexto da sintese
hormonal, o farnesil pirofosfato atua como um precursor do isoprendide que, por sua
vez, desempenha um papel central na formacao de hormonios (97). A conexao entre
o farnesil pirofosfato e a DACTH esté relacionada ao fato de que o ACTH estimula as
glandulas adrenais a produzir corticosteroides, incluindo o préprio cortisol. Portanto,
a interrupcao na sintese desses hormonios, acaba afetando a capacidade do corpo
de responder ao estresse, regular o metabolismo e manter a funcdo imunoldgica. O
farnesil pirofosfato desempenha um papel indireto, mas essencial, na sintese de
corticosteroides e esta interligado com a funcdo do ACTH no sistema enddcrino.
Supdbe-se que a falta de estimulo através da cortrosina na IAC pode, hipoteticamente,
favorecer o acumulo dos precursores na via terpendides (97). Motivo pelo qual foi
observado uma tendéncia de maior concentracao de farnesil pirofosfato no grupo de
pacientes DACTH e menores concentracdes nos grupos Controle saudavel e controle
Hipopit. Tal impressdo proporcionada pelos resultados da analise exploratéria
necessita ser validada por métodos direcionados, pois, abordagens globais néao
garantem a exata quantificacdo de metabolitos. Mesmo o feature farnesil pirofosfato
sendo significativo na distincdo entre ambas as analises comparativas, apenas a
comparacao entre DACTH vs. Controle Hipopit evidenciou um impacto significante na

via dos terpendides.

Weger et al (2016) em seu estudo transcricional e metabdlico em modelo de
Zebrafish de IAC ( rx3strong), destacou o impacto dos glicocorticoides na regulacao
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diurna da expressdo génica e no metabolismo (98). Os achados metabdlicos
mostraram que glutamina emergiu como um potencial metabdlito-chave na
proliferacdo celular, pois desempenha um papel importante em vias relacionadas a
sintese de purinas e ao ciclo do acido tricarboxilico (TCA), o que nos permite
correlacionar com 0os nossos achados na analise comparativa entre DACTH vs.
Controle saudavel, pois houve anotacdo de metabdlitos envolvidos na vias
bioquimicas da glutamina e arginina, que também € um aminoacido proteinogénico,
além do metabolismo do nitrogénio que € vinculado a sintese de estruturas de 4cidos
nucleicos (Figura 15). No mesmo estudo, comparando 0s peixes rx3strong com e
sem reposicdo de corticosteroide, evidenciou-se que aminodcidos de cadeia
ramificada e aminoacidos arométicos permaneceram alterados mesmo sob reposicéo
de glicocorticoides, o que coincide com as altera¢cdes também notadas na anélise de
enriguecimento e vias bioquimicas entre DACTH vs. Controle Saudavel (Figura 15),
iSso sugere que outros reguladores além dos glicocorticoides podem influenciar esses
metabdlitos (98). As vias bioquimicas sugeridas pelo grupo de pesquisa podem ser
consideradas vias glicocorticoide-independentes na deficiéncia de CRH e ACTH, ou
seja, aparentemente sdo candidatos a biomarcadores da DACTH mesmo naqueles
pacientes cujo uso de corticosteroides foi considerado adequado. Direcionar analises
a esses conjuntos de features pode ser importante para compreensao da deficiéncia
de DACTH em doentes criticos, tendo em vista que em pacientes sob cuidados

intensivos, ndo é viavel retardar o uso de medicac¢des como a hidrocortisona.

Interessante trabalho, comparando modelos animais de zebrafish com
insuficiéncia adrenal primaria (fdx1b—/-), com o modelo de IAC (rx3strong) e zebrafish
selvagem, observou diferencas claras nas alteracbes metabdlicas e de transcritos
génicos. Em comparacdo com modelo animal IAC, o zebrafish com IAP apresenta
metaboldbmica com diferencas marcadas e que séo relacionadas a vias de transcricao
de ACTH (99). Isso indica que as mudancas podem ser especificas para insuficiéncia
adrenal primaria em oposicdo a condi¢cdes associadas a insuficiéncia adrenal
secundaria. O estudo identificou a regulacao pés-transcricional de genes envolvidos
na via de sintese de purina. Dois genes-chave, paics e atic, foram identificados como
regulados por mecanismos pés-transcricionais dependentes de glicocorticoides. Este

achado sugere uma interconexdo entre a sinalizagdo de GCs, o metabolismo da
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glutamina e a regulacdo 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 reposicéao de glicocorticoides, verificou-se que enquanto 0s pacientes
humanos e o modelo animal de IAP compartilhavam alteracdes de seis aminoacidos
em andlise quantitativa (targeted), apenas dois dos seis aminoacidos eram
compartilhados no modelo IAC. Observou-se baixas concentragbes de alanina,
arginina, leucina, metionina e fenilalanina ap6s 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 alteracGes nas concentracfes
de metionina e histidina(99). Tal achado sugere que as vias da metionina e histidina
estejam mais fortemente relacionadas a deficiéncia de cortisol em si. No geral, o
estudo ofereceu uma compreenséo abrangente das consequéncias metabdlicas da
deficiéncia de glicocorticoides e sobre a patogénese da insuficiéncia adrenal primaria
e secundaria. Podemos correlacionar os achados dos autores com a anota¢édo dos
features L-histidinol-phosphate e Methionine sulfoxide pertencentes ao metabolismo
da histidina e metionina respectivamente. Provavelmente as vias da metionina e
histidina ndo apareceram em destague nas analises de pathways devido ao fato de
no nosso trabalho avaliarmos o plasma de pacientes com reposicdo de
corticosteroides enquanto o trabalho de Weger et al comparou o modelo animal sem
e com reposicdo (99). Todavia, mesmo estando os pacientes do nosso trabalho
aderentes e estaveis do ponto de vista de reposicdo esteroidal, a identificacdo de
diferenca nesses dois features com significativa diferenca entres o grupo DACTH vs.
controle saudavel, mais as alteracdes no metabolismo da taurina e do metabolismo
do enxofre no grupo DACTH vs. Controle Hipopit, pode ser correlacionado ao fato da
reposicdo hormonal ndo ser fisioldgica na pratica médica, seja por ndo observar o
ritmo de produgéo circadiana, seja pela dificuldade de obtermos um marcador de
dose de reposicéo individualizada de glicocorticoide. Contudo, em ambos as analises
comparativas os compostos sulfurados, ou seja, metabdlitos contendo molécula de
enxofre, mostraram ser importantes fontes da compreensdo da DACTH, pois
moléculas contendo enxofre desempenham papéis importantissimos em diversos

metabolismos, como no antioxidante e ativagéo de proteinas (100,101).
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Nos resultados apresentados pode-se observar aumento de compostos
aromaticos e triptofano principalmente na comparacdo com o controle saudavel
(Figura 15A). A via de degradacdo do triptofano a quinoneurina € ativada pela
indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO). Estudando a metabolémica de pacientes com
Hiperplasia adrenal, Nguyen et al demonstraram forte associacdo 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 avaliacdo da funcdo da glandula suprarrenal e
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal foram relacionados a partir do teste de
metirapona de curta duracdo (103). Os autores consideraram resposta normal ao
teste quando os niveis de 11-deoxicortisol ficaram =70 pg/L, estando os niveis de
cortisol abaixo do limite de referéncia para garantir adequada acdo da
metirapona. Os resultados do estudo indicam um aumento significativo nos niveis de
acido biliar GCDC durante o teste de metirapona, com niveis mais elevados em
pacientes com resposta fisioldgica. Isso sugere uma possivel relacdo entre a funcéo
hepatica e o eixo HPA, destacando a influéncia no eixo "hepato-HPA". Nas analises
metabolémicas os niveis do Acido Biliar Glicocondodesoxicolico aumentaram
significativamente, sendo ainda mais elevados nos pacientes com resposta fisioldgica
ao teste. Isso indica possivel conexao entre a funcéo hepatica e a resposta do eixo
HPA, assumindo que had um eixo "hepato-HPA" (103). Também foram notadas
alteracdes nos niveis de outros aminoacidos, incluindo a asparagina, lisina,
fenilalanina, alanina, histidina, arginina, leucina e metionina. Alteracbes de
aminoacidos contribui na disfuncdo metabdlica e na sintese de biomoléculas no que
tange a insuficiéncia adrenal, corroborando os dados metabolomicos na construcao
do perfil metabdlico da DACTH. O estudo foi baseado em um registro observacional
prospectivo com tamanho de amostra limitado, sem presenca de grupo de controle
saudavel. Nao foram realizadas compara¢cbes com outros procedimentos de teste,
como o teste de estimulo com hipoglicemia ou ACTH. Os resultados focaram na
importancia da relagé@o entre o eixo HPA e a funcéo hepatica, abrindo caminho para
pesquisas futuras. Também foram discutidas as altera¢cdes em vias metabdlicas entre
pacientes com resposta alterada versus resposta fisiologica no teste da metirapona,

na qual foram concordantes com vias alteradas em achados neste trabalho:
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metabolismo de glutamato e glutamina, degradacdo de lisina, metabolismo de
nitrogénio, metabolismo de galactose, biossintese de acidos graxos insaturados,

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

O presente estudo tratou de aplicar a metaboldmica untargeted na busca por
candidatos a biomarcadores de IAC. A DIMS apresentou robustez na aquisi¢ao de
dados mesmo com as limitacBes dessa técnica inovadora. A analise multivariada
baseada em curva ROC sugeriu que conjuntos de 15 a 20 metabdlitos puderam

prever a DACTH com métricas satisfatorias.

Além disso, a anotacdo de metabdlitos permitiu conexdes entre vias bioquimica,
funcdo hormonal e o metabolismo, oferecendo insights sobre os mecanismos
subjacentes a DACTH. Também, o fluxo de analise de dados desenvolvidos permitiu
a anotacao de metabdlitos com potencial biomarcador para DACTH, a destacar os 6
significativos por comparacoes univariadas: N-Acetyl-S-(N-
methylcarbamoyl)cysteine, Histidinol-phosphate, Oxoadipic acid,

Phosphatidylethanolamine, Farnesyl pyrophosphate, Galactitol.

A metabolémica é uma abordagem com potencial na busca por biomarcadores,
pois consegue criar panoramas individualizados em doengas com alta variabilidade,
como a IAC. A complexidade e desafios da metabolémica untargeted, principalmente
no que tange a identificacdo dos features, sdo consequéncias do fato de ser uma
técnica emergente. Este trabalho realizou andlises exploratérias, porém futuras
validacdes dos features encontrados através das analises direcionadas (targeted)

serdo necessarias para a exata quantificacdo e confirmacao desses metabdlitos.

Mesmo em um trabalho transversal com pacientes em reposicdo de
glicocorticoides, pode-se notar tanto ativacado de vias relacionadas a reposicéo de
glicocorticoides: vias de aminoacidos glicogénicos (alanina, aspartato glutamato e
glutamina) e proteinogénicos (arginina e lisina) e vias de metabolismo de bases
nitrogenadas (purinas e pirimidinas); quanto vias que estao relacionadas a transcrigao
de ACTH ( via dos terpendides e esteroidogénese). Além disso, foram observadas
vias que permanecem alteradas na DACTH mesmo em reposicao de glicocorticoides
(aminoacidos arométicos). As correlacdes dessas alteracdes de vias metabolicas
com os trabalhos citados na discussao fortalecem os achados deste estudo e sua

contribuicdo para o conhecimento da IAC.
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Definir um danico biomarcador que reflita o estado de DACTH é improvavel e
dosar 20 metabdlitos na pratica clinica ainda é inviavel. Os resultados demonstraram
que a acuracia melhorava de acordo com a adicdo de features aos modelos de
predicdo, contudo, um dos objetivos da analise exploratéria € encontrar padrées de
alteracdes a serem estudadas e comprovadas posteriormente, o que foi possivel
atingir nesta pesquisa. Prospecta-se que com o advento da inteligéncia artificial na
busca por padrées de alteracbes e uso de modelos ndo-lineares, sera possivel
identificar e integrar dados de metaboldmicas com outras ciéncias 6micas, ou mesmo
dados clinicos favorecendo diagndsticos de doencas complexas como o

hipopituitarismo e a IAC.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese deteve-se em estudar alternativas diagnosticas frente aos desafios do
reconhecimento da IAC na prética clinica. Os dados de metabolémica untargeted
permitiriam elucidar novos possiveis candidatos a biomarcadores, todavia estudos de
metabolémica targeted sdo essenciais para comprovacdo desses achados. A
avaliagéo da razéo de SDEA como marcador de DACTH demostrou-se acurada para
predicdo de IAC, portanto incorporar o uso dessa razdo no fluxo diagndstico pode
evitar investigacao invasiva em muitos casos. Assim sugere-se 0 uso da Razao de
SDHEA com ponto de corte de 0,79 para identificacdo de IAC (especificidade de
94,7% e sensibilidade de 83,3%).
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M/Z FDR VI NAME FORMULA ADUTO PP ID
FEATURE P M
Neg_A_187.007 8,04E 6,2 unknown
61 -08
Neg_A_281.248 1,78E 6,1 2-hydroxystearate C18H3603 M-H-H20 3 LMFA0105048
13 -05 5
Neg_B_187.0064 1,14t 5,4 UDP-alpha-D-galactose @ C15H22N2017P M-3H 1 HMDBO030452
2 -05 2 7
Neg_B_281.2484 8,04E 54 Octadec-5-enoic acid C18H3402 M-H 0 HMDB024683
7 -08 3
Neg_B_187.0079 3,30E 4,8 unknown
2 -04
Pos_A_205.0670 4,64E 4,6 Galactitol C7H12N204S M-H 2 HMDB004194
9 -06 2
Neg_A_279.233 1,67k 4,5 Malvalic acid C18H3202 M-H 0 LMFA0114000
07 -03 2
Neg_A_281.249 144E 41 Oleic acid C18H3402 M-H 2 LMFA0103000
07 -02 2
Neg_A_187.006 2,15 3,7 unknown
12 -02
Neg_B_282.2509 5,19E 3,5 unknown
-03
Neg_A_187.008 3,79t 34 Benzyl sulfate C7H804S M-H 3 HMDB003478
6 -02 2
Neg_B_187.0054 2,16E 3,1 2-Methyl-6-thiopurine C6H6NA4S M+Na-2H 3 HMDB024522
2 -02 4
Neg_A_280.236 1,86E 3,0 unknown
59 -03
Neg_B_280.2359 1,86F 3,0 unknown
5 -03
Neg_B_303.2309 2,27E 2,8 unknown
5 -04
Neg_B_282.2494 6,92E 2,7 unknown
2 -04
Neg_A_279.236 2,76E 2,6 unknown
6 -02
Neg_B_303.2323 1,18 2,5 Arachidonic acid C20H3202 M-H 2 HMDB000104
8 -02 3
Neg_A_281.252 1,21E 2,5 unknown
62 -03
Neg_B_303.2333 9,89E 2,5 15(S)- C20H3403 M-H20-H 3 HMDBO000504
8 -03 Hydroxyeicosatrienoic 5
acid
Neg_A_277.216 1,68E 2,5 alpha-Linolenic acid C18H3002 M-H 4 HMDBO000138
1 -02 8
Neg_B_188.0109 9,77 2,4 4-Aminophenyl C6H8NO4P M-H 5 HMDBO024996
3 -04 phosphate 1
Neg_A_187.000 5,08t 2,4  2-Deoxypentonic acid C5H1005 M+K-2H 4 HMDB005975
6 -07 3
Neg_A_188.010 1,97E 2,3 Taurocyamine C3H9N303S M+Na-2H 3 HMDBO000358
6 -03 4
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Neg_B_303.2299 7,89 2,3 unknown
5 -04
Neg_A_187.012 1,85 2,2 unknown
62 -07
Neg_B_303.2343 1,45E 2,2 Androst-16-ene C19H30 M+FA-H HMDBO024839
8 -02 9
Neg_B_187.0134 3,97E 2,2 unknown
2 -06
Neg_B_283.2553 2,55 2,1 unknown
9 -05
Neg_A_187.010 1,86E 2,0 Dimethyl sulfone C2H602S 2M-H HMDB000498
6 -03 3
Neg_A_187.009 5,19E 2,0 Phenylthiourea C7H8N2S M-+Cl HMDB025644
61 -03 8
Neg_A_279.241 1,76E 2,0 unknown
66 -04
Neg_A_186.998 1,62E 2,0 S-Phenyl thioacetate C8H80S M+Cl HMDB025742
11 -06 4
Neg_B_187.0014 2,27E 2,0 unknown
3 -04
Neg_A_189.003 3,05 2,0 Uric acid C5H4N403 M+Na-2H HMDB000028
11 -03 9
Neg_B_281.2579 1,86E 2,0 unknown
2 -03
Neg_B_188.0118 1,97E 2,0 N-Phenylglycine C8HINO2 M+K-2H HMDB025522
5 -03 7
Neg_B_187.0004 1,34E 2,0 3,4- C8H604 M+Na-2H HMDBO003261
3 -05 Methylenedioxybenzoic 3
acid
Neg_A_107.049 3,05 2,0 4-Methyl-3Z,5- C7H1002 M-H-H20 45796
83 -03 hexadienoic acid
Neg_A_189.002 3,55E 2,0 6-Thioxanthine 5'- C10H13N408PS M-2H HMDB006079
12 -04 monophosphate 2
Neg_B_281.2588 2,64E 2,0 unknown
9 -03
Neg_A 186.999 1,14 2,0 unknown
61 -05
Neg_A_201.034 4,67E 2,0 Methylthiouracil C5H6N20S M+Hac-H HMDB025466
59 -02 7
Neg_B_186.9994 8,16E 1,9 unknown
2 -05
Neg_B_187.0104 1,47E 1,9 unknown
2 -02
Neg_B_186.9984 139 1,9 unknown
3 -04
Neg_B_278.2209 1,88E 1,9 unknown
1 -02
Neg_A_107.050 5,79E 1,9 2,3-Epoxymenaquinone C21H2403 M-3H HMDBO006035
53 -03 9
Neg_B_187.0119 2,63E 1,8 unknown
1 -03
Neg_A_187.011 7,89E 1,8 unknown
6 -04
Neg_A_187.015 1,148 18 Mandelic acid C8H803 M+Cl HMDBO000070
61 -05 3
Neg_A_187.018 9,41E 1,8 unknown
12 -05
Neg_A_186.995 1,25 1,8 unknown
62 -03




82

Neg_B_304.2373 3,05 1,8 unknown
6 -03
Neg_B_189.0019 2,91F 1,8 unknown
3 -02
Neg_B_303.2353 4,83k 1,8 1-Hexadecanethiol C16H34S M+FA-H HMDB024388
8 -02 8
Neg_B_304.2363 6,44E 1,8 unknown
6 -03
Neg_B_281.2609 9,42E 1,7 TG(14:0/20:1(112)/0- C55H10605 M-3H HMDB004242
-07 18:0) 0
Neg_A_277.215 2,67 1,7 Palmitic acid C16H3202 M+Na-2H HMDBO000022
12 -02 0
Neg_A_281.257 1,86E 1,7 unknown
07 -03
Neg_A_186.996 1,17 1,7 unknown
62 -03
Neg_A_187.016 3,26E 1,6 unknown
61 -04
Neg_B_279.2404 3,26E 1,6 Phytoene 1,2-epoxide C40H640 M-2H HMDBO003687
5 -04 5
Neg A_187.013 1,86E 1,6 Cystamine C4H12N2S2 M+Cl HMDB025070
61 -03 1
Neg_B_304.2353 1,88E 1,5 unknown
6 -02
Neg_B_188.0094 3,15 1,5 N- C4AH10NO4P M+Na-2H HMDB030442
2 -02 dimethylethanolamine 5
phosphate
Neg_B_187.0149 1,21E 1,5 2,6-Diaminopurine C5H6N6 M+K-2H HMDBO024550
1 -03 9
Neg_B_329.2489 3,51E 15 7,10,13,16,19- C22H3402 M-H LMFA0103018
-02 docosapentaenoic acid 4
Neg_B_199.0389 3,67E 1,5 Piperic acid C12H1004 M-H20-H HMDBO003377
2 -02 9
Neg_A_281.233 2,25 1,5 unknown
66 -03
Neg_B_187.0158 3,32E 15 3,5-Dimethylbenzoic C9H1002 M+K-2H HMDBO024606
9 -03 acid 3
Neg_B_189.0034 3,81E 1,4 Oxalosuccinic acid C6H607 M-H HMDB000397
1 -02 4
Neg_B_281.2404 1,15E 1,4 unknown
5 -02
Neg_A_187.019 6,80E 1,4 1-Pentanesulfonic acid C5H1203S M+Cl HMDB024398
6 -03 6
Neg_A_279.223 1,15e 1,4 unknown
16 -02
Neg_A_79.9573 1,44E 14 Hydrogen sulfite HO3S M-H C11481
5 -02
Pos_A_203.0630 2,68E 1,3 Farnesyl pyrophosphate C15H2807P2 M+H+Na HMDBO000096
6 -02 1
Neg_B_189.0118 1,59t 1,3 unknown
9 -02
Neg_A_187.014 3,79 1,3 unknown
61 -02
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M/Z FEATURE FDR VI NAME FORMULA ADUTO PP ID
P M
Neg_A_146.027 3,27 2,1 Methionine sulfoxide C5H11NO3S M-H20-H 2 HMDB0002005
24 -02
Neg_A_146.028 1,01E 2,9 2-Methylthiazolidine-4- C5HI9NO2S M-H 0 HMDB0246657
11 -02 carboxylic acid
Neg_A_219.046 2,16 39 N-Acetyl-S-(N- C7H12N204S M-H 2 HMDB0041942
59 -02 methylcarbamoyl)cystei
ne
Neg_A_220.048 1,64E 22 L-histidinol-phosphate ~ C6H12N304P M-H 3 HMDB0304403
6 -02
Neg_A_279.223 1,38E 1,5 Sitosterol 3-O-(6'-O- C53H9207 M-3H 5 HMDB0302625
16 -02 oleyl-beta-D-glucoside)
Neg_A_279.240 4,30E 2,2 Phytoene 1,2-epoxide C40H640 M-2H 0 HMDB0036875
7 -02
Neg A_281.232 2,75 1,9 Diacylglycerol C35H6405 5 HMDB0056156
69 -02
Neg_A_281.237 159 2,2 unknown
15 -02
Neg_B_181.0784 3,86E 1,5 Harman C12H10N2 M-H 7  HMDB0035196
1 -02
Neg_B_217.0224 2,82E 1,4 9-bromo-nonanoic acid C9H17Br0O2 M-H-H20 2 LMFA01090026
1 -02
Neg_B_217.0308 1,76E 2,8  8-Dehydro-3-deoxy-D- C8H1208 M-H-H20 4 C21332
9 -02 manno-octulosonate
Neg_B_217.0339 4,43 1,8 3-Dehydroshikimate C7H805 M+HCOO 9 3296
-03 H-H
Neg_B_217.0369 1,56E 2,0 unknown
1 -04
Neg_B_217.0399 2,16 19 unknown
2 -02
Neg_B_217.0484 1,27E 7,6 Mannitol C6H1406 M+Cl 0  HMDBO0000765
1 -09
Neg_B_217.0544 4,07t 2,7 unknown
2 -04
Neg_B_217.0568 2,41E 2,3 unknown
8 -04
Neg_B_217.0598 3,21E 2,4 unknown
9 -08
Neg_B_217.0629 7,20E 2,2 N,N-Dihydroxy-L- C11H12N204 M-H-H20 6 19717
-07 tryptophan
Neg_B_217.0659 2,30E 2,0 Serylmethionine C8H16N204S  M-H-H20 5  HMDB0029045
1 -04
Neg_B_217.0689 2,41E 1,9 unknown
2 -04
Neg_B_217.0713 2,16E 1,3 unknown
8 -02
Neg_B_217.0744 3,60E 2,0 unknown
-08
Neg_B_217.0774 7,20E 2,0 unknown
1 -07
Neg_B_217.0804 1,05E 1,7 unknown
1 -03
Neg_B_217.0834 1,74E 15 Glutamylalanine C8H14N205 M-H 2 HMDBO0003764
2 -02
Neg_B_218.0519 3,03E 3,6 unknown
2 -05
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Neg_B_218.0543 4,35 2,3 unknown
9 -09
Neg_B_219.0379 2,84F 1,4 unknown
3 -02
Neg_B_219.0459 1,27E 6,2 Cystathionine sulfoxide C7H14N205S M-H20-H HMDB0041942
1 -09
Neg_B_219.0489 6,48E 2,3 Oxoadipic acid C6H805 M+Hac-H HMDB0000225
4 -03
Neg_B_219.0514 1,23k 2,4 3-hydroxy-5-methoxy-3- C8H1207 M-H 253213
1 -06 (methoxycarbonyl)-5-
oxopentanoic acid
Neg_B_219.0538 2,83E 2,3 unknown
9 -08
Neg_B_220.0479 4,26E 2,2 N-Formyl-L-glutamic C6HINOS M+HCOO HMDB0003470
2 -04 acid H-H
Neg_B_220.0508 3,39 1,9 Histidinol phosphate C6H12N304P M-H 363
7 -03
Neg_B_221.0499 3,18F 1,8 2-(3"- C8H1405S M-H 64493
5 -03 Methylthio)propylmalic
acid
Neg_B_296.9908 1,59 1,7 Bromoenol lactone C16H13Br0O2 M-H-H20 63068
3 -02
Pos_A_205.0670 2,41E 4,6 Galactitol C6H1406 M+Na HMDB0000107
9 -04




ANEXO |

Carta de anuéncia para uso de dados previamente gerados

CARTA DE CONSENTIMENTO PARA USO DE DADOS.

Prezado participante,

Estamos entrando em contato para agradecer sua participagdo na pesquisa intitulada "Utilizagdo
de dmicas na busca de uma assinatura diagnostico da deficiéncia de GH e efetividade da
reposicdo de GH no sistema circulatdrio de pacientes com deficiéncia de GH congénita(DGHc).”
Registrado sob - CAEE: 98372718.7.0000.0068."

Em respeito a confidencialidade dos dados gerados por essa pesquisa, viemos por meio desta
solicitar seu consentimento para o uso dos dados ja gerados em um novo projeto de pesquisa
intitulado "Utilizagdo de metaboldmica e proteGmica na busca de novos marcadores que
auxiliem no diagnostico da insuficiéncia adrenal central em pacientes com hipopituitarismo
congénito e garantam reposicdo fisioldgica de glicocorticdides.”- registrado sob CAEE: 1
42993819.5.0000.0068. Esse projeto tem por objetivo procurar marcadores alternativos para o
diagnostico e tratamento da deficiéncia de ACTH.

Os pesguisadores envolvidos no projeto se comprometem a manter a confidencialidade sobre
os dados coletados nos arguivos bem como a privacidade de seus contelddos, como preconizam
a Resolucdo 466/12, e suas complementares, do Conselho Macional de Sadde.

Declaramos entender que a integridade das informac@es e a garantia da confidencialidade dos
dados e a privacidade dos individuos que terdo suas informacdes acessadas estdo sob nossa
responsabilidade. Também declaramos que ndo repassaremos os dados coletados ou o banco
de dados em sua integra, ou parte dele, a pessoas ndo envolvidas na equipe da pesquisa.

Os seus dados serdo analisados em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente sob qualguer circunstancia.

Solicitamos sua autorizagdo para que os dados obtidos nesta pesquisa sejam utilizados em uma
publicagdo cientifica, meio pelo qual os resultados de uma pesquisa sdo divulgados e
compartilhados com a comunidade cientifica.

Fui suficientemente informado a respeito do estudo "Utilizacdo de metabolomica e protedmica
na busca de novos marcadores gue auxiliem no diagndstico da insuficiéncia adrenal central em
pacientes com hipopituitarismo congénito e garantam reposicdo fisiologica de glicocorticoides.”
E concordo com o uso dos dados gerados em pesquisa prévia para o atual projeto de pesquisa.

Assinatura do participante/representante legal Assinatura do responsavel pelo estudd|
Data ! ! Data / /
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