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Resumo



Lebkuchen A. Estudos metabolémicos na apneia obstrutiva do sono
[Tese]. Sédo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2017.

Introducé&o: A apneia obstrutiva do sono (AOS) é uma condicao clinica comum,
embora subdiagnosticada na pratica clinica, que estd associada de forma
independente com um aumento na morbimortalidade cardiovascular. Evidéncias
recentes sugerem que o0 aumento do risco cardiovascular atribuido a AOS pode
ser parcialmente explicado pela desregulacdo metabdlica. No entanto, pouco se
sabe sobre o perfil metabdlico detalhado destes pacientes e se estes metabdlitos
podem servir como potenciais biomarcadores para a AOS. Objetivos: O objetivo
primario do estudo foi avaliar o perfil metabdlico de pacientes com AOS por meio
de diferentes estratégias metabolémicas. Como objetivo secundério, avaliamos
se o painel de metabdlitos selecionados poderia agregar valor diagndstico ao
uso de questionarios tradicionalmente empregados para a triagem da AOS.
Métodos: Participantes do sexo masculino sem doenca cardiovascular prévia ou
uso de medicamentos foram submetidos a polissonografia noturna e divididos
em 2 grupos pareados por idade e indice de massa corporea (IMC): sem AOS
(indice de apneia e hipopneia [IAH] <15 eventos/h) e com AOS (IAH =15
eventos/h). Além da avaliacdo clinica, foi aplicado dois questionarios para
triagem da AOS usados na prética clinica (questionario Berlim e o escore
NOoSAS). A guantificacdo de aminoacidos (AA) no plasma foi realizada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS?)
previamente desenvolvido e validado no Grupo Fleury. Para as analises
metaboldémicas e lipiddmicas foram utilizados cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia liquida (LC) off-line com
deteccdo por ionizacdo/dessor¢cdo a laser auxiliada por matriz (MALDI-MS),
respectivamente. Para avaliacdo dos marcadores que estariam associados a
AOS foram utilizados teste t de student (p<0,05) e VIP score >2 (predicdo de
variavel de importancia). A sensibilidade e especificidade foram avaliadas por
meio da curva receiver operating characteristic (ROC) e modelos de regressao
logistica em associacdo com o melhor questionario de triagem para a AOS.
Resultados: 53 participantes foram estudados (16 sem AOS e 37 com AOS).
Como proposto, a idade média (36 £ 6 vs. 39 + 7 anos) e o IMC (30,3 + 3,5 vs.
30,6 + 3,4 kg/m?) foram semelhantes entres os grupos sem e com AOS,
respectivamente. A quantificacdo dos AA permitiu observar uma diferenca
significante nos niveis de acido glutamico, que foram maiores nos pacientes com
AOS (83,5 £ 22,5 uM) quando comparados ao grupo sem AOS (66,7 = 24,5 uM),
p=0,023. A avaliacdo do perfil metabolédmico resultou em 28 analitos
significantes. Seis desses analitos foram provenientes da analise por GC-MS:
pacientes com AOS apresentaram maiores niveis de 6-deoxi-D-glicose; 2,6-
difenil-1,7-diidrodipirrolo [2,3-b:3',2'-e] piridina, acido 9 (Z)-hexadecendico e
acido araquiddnico e menores niveis de 5,5'-bifitalato e glutamina quando
comparados ao grupo sem AOS (p<0,05). A analise lipidémica (LC off-line e
MALDI-MS) resultou em 22 lipidios significantes subdivididos nas seguintes
classes: ceramidas (Cer), fosfatidiletanolamina (PE), lisofosfatidilcolina (LPC), e
esfingomielina (SM) com niveis mais elevados em pacientes com AOS em
comparagao ao grupo sem AOS (p<0,05). Diacilglicerol (DAG), fosfatidilcolina



(PC) e acido fosfatidico (PA) tiveram niveis significativamente diminuidos nos
pacientes com AOS em comparacdo aos sem AOS. Em relacdo ao objetivo
secundario, o questionario com melhor desempenho para triar a AOS foi 0 escore
NOSAS com uma éarea sob a curva (AUC) de 0,724. A combinagcédo dos 4
metabalitos (acido glutamico, glutamina, 6-deoxi-D-glicose e acido araquidénico)
ou dos 3 lipidios (LPE 35:1, SM d18:1/12:0 e LPC 27:1) selecionados pelo
modelo de regressao logistica ao escore NOSAS positivo resultou em uma AUC
de 0,917 e 0,951, respectivamente, para a deteccdo da AOS. Concluséo: A
aplicacao da metabolémica permitiu a identificacéo de potenciais biomarcadores
precoces para a AOS em homens jovens. Estes achados n&o séo explicados por
fatores de confusdo como a idade, IMC e composicdo corporal. Este estudo
confirma o achado de que os questionarios habitualmente usados para a triagem
da AOS nao apresentam um bom desempenho. A combinacdo dos metabdlitos
selecionados aumentou a sensibilidade e especificidade para detec¢do da AOS
em relacdo ao questionario isolado. Neste contexto, novos estudos sao
necessarios para avaliar se estes biomarcadores poderdo ser Uteis para a
predicéo do risco cardiovascular e melhora do diagnéstico da AOS.

Descritores: Apneia obstrutiva do sono; biomarcadores; metabolémica; lipidios;
doencas cardiovasculares; espectrometria de massas.



Abstract



Lebkuchen A. Metabolomic profile of obstructive sleep apnea [Thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Introduction: Obstructive sleep apnea (OSA) is a common clinical condition,
although frequently underdiagnosed in clinical practice. OSA is independently
associated with an increased risk of cardiovascular morbidity and mortality.
Recent evidence suggests that the cardiovascular risk attributed to OSA may be
partially explained by metabolic dysregulation. However, little is known about the
detailed metabolic profile of these patients and whether these metabolites may
serve as potential biomarkers for OSA. Objectives: The primary objective of the
study was to evaluate the metabolic profile of OSA patients through different
metabolomics strategies. As a secondary objective, we evaluated whether the
panel of selected metabolites could improve diagnostic value to the use of
guestionnaires traditionally used for OSA screening. Methods: Male participants
with no previous cardiovascular diseases and under no medications were
submitted to a nocturnal polysomnography and divided into 2 groups matched by
age and body mass index (BMI): no OSA (apnea and hypopnea index [AHI] <15
events/h) an OSA (AHI 215 events/h). In addition to the clinical evaluation, was
applied two questionnaires to screening OSA in the clinical practice (Berlin
guestionnaire and the NoSAS score). The quantification of amino acids (AA) in
plasma was performed by liquid chromatography coupled to sequential mass
spectrometry (LC-MS/MS) previously developed and validated in the Fleury
Group. To the metabolomics and lipidomics analysis, we used gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and off-line liquid
chromatography (LC) with matrix-assisted laser ionization/desorption detection
(MALDI-MS), respectively. Student’s t test (p<0.05) and VIP score >2
(significance variable prediction) were used to evaluate the markers associated
with OSA. Sensitivity and specificity were evaluated using the receiver operating
characteristic (ROC) curve and logistic regression models in association with the
best screening questionnaire for OSA. Results: 53 participants were studied (16
with no OSA and 37 with OSA). As proposed, mean age (36 £ 6 vs. 39 £ 7 years)
and BMI (30.3 + 3.5 vs. 30.6 * 3.4 kg/m?) were similar between the groups without
and with OSA, respectively. The quantification of AA showed a significant
difference in the glutamic acid levels, which were higher in patients with OSA
(83.5 + 22.5 yM) when compared to the group with no OSA (66.7 + 24.5 uM),
p=0.023. Metabolomics profile analysis resulted in 28 significant analytes. Six of
these analytes came from GC-MS analysis: patients with OSA had higher levels
of 6-deoxy-D-glucose, 2,6-diphenyl-1,7-dihydrodipyrrolo [2,3-b:3',2'-e] pyridine,
9-hexadecenoic acid (Z) and arachidonic acid and lower levels of 5,5'-biphthalide
and glutamine when compared to the no OSA group (p<0.05). The lipidomics
analysis (LC off-line and MALDI-MS) resulted in 22 significant lipids subdivided
into the following classes: glycerophosphoethanolamine (PE),
lysophosphosphatidylcholine (LPC), and sphingomyelin (SM) with higher levels
in patients with OSA when compared to the no OSA group (p < 0.05). Diaglycerol
(DAG), glycerophosphocholine (PC) and phosphatidic acid (PA) had significantly
decreased levels in patients with OSA compared to those with no OSA.
Regarding to the secondary endpoint, the best performing questionnaire for
screening OSA was the NoSAS score with an area under the curve (AUC) of



0.724. The combination of the 4 metabolites (glutamic acid, glutamine, 6-deoxy-
D-glucose and arachidonic acid) or the 3 lipids (LPE 35:1, SM d18:1/12:0 and
LPC 27:1) previously selected by logistic regression model to the NOSAS positive
score resulted in an AUC of 0.917 and 0.951, respectively, for the OSA detection.
Conclusion: The application of metabolomics strategies allowed the
identification of potential early biomarkers for OSA in young male subjects. These
findings are not explained by confounding factors such as age, BMI and body
composition. This study confirms previous findings that the questionnaires
commonly used for screening OSA do not have a good performance. The
combination of the selected metabolites increased the sensitivity and specificity
to OSA detection in relation to the use of sleep questionnaire only. In this context,
further studies are necessary to assess whether these biomarkers may be useful
for predicting cardiovascular risk and improving the OSA diagnosis.

Descriptors: Sleep apnea, obstructive; biomarkers; metabolomics; lipids;
cardiovascular diseases; mass spectrometry.



1. Introducéo



Introducao - 2

A apneia obstrutiva do sono (AOS) € uma condicéo clinica caracterizada por
obstrucdes repetitivas das vias aéreas superiores durante 0 sono com
consequente reducdo da pressédo intratoracica, dessaturacdes de oxigénio e
fragmentacdo do sono!. Cada vez mais comum, esta condicdo é em parte
explicada pela epidemia de sobrepeso e obesidade verificada nas dltimas
décadas. Um exemplo claro deste aumento na populacao foi a reavaliacdo da
prevaléncia da AOS pelo grupo do Wisconsin Sleep Cohort Study, 20 anos apo6s
a sua primeira publicacédo?, resultando em um aumento de 9% para 13% nas
formas moderada e importante no sexo masculino®. Estudos nacionais
realizados na cidade de S&o Paulo mostraram que a AOS esta presente em
cerca de 1/3 da populacdo adulta®, enquanto que outro estudo populacional
recente, envolvendo 2 121 participantes na cidade de Lausanne, Suica,
encontrou uma prevaléncia ainda maior que o estudo brasileiro: 49,7% de
prevaléncia da AOS moderada a importante para homens e 23,4% para
mulheres®.

Entre os pacientes com doenca cardiovascular ja estabelecida, a prevaléncia
de AOS assume também proporc¢des muito elevadas. Por exemplo, a frequéncia
da AOS entre os pacientes hipertensos é estimada em 30 a 56%, chegando a
83% nos casos de hipertensdo arterial resistente ao tratamento®8. Ja em
pacientes com insuficiéncia cardiaca e fibrilagdo atrial, a prevaléncia chega a
cerca de 50%°%1%,

Mais do que frequente, estudos epidemioldgicos sugerem que a AOS esta
independentemente  associada ao aumento da  morbimortalidade
cardiovascular'**¢, De forma interessante, um estudo observacional mostrou

que o tratamento da AOS empregando a pressao positiva continua de vias
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aéreas superiores (do inglés “Continue Positive Airway Pressure”, CPAP),
considerada o tratamento de escolha para a AOS, reduziu a incidéncia de
eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais em um seguimento médio de 10

anosi?,

A despeito destas evidéncias, os mecanismos pelos quais a AOS promove a
doenca cardiovascular permanecem ainda muito desconhecidos. Sabe-se que
0os potenciais efeitos deletérios dos distarbios respiratérios do sono séo
multiplos. Como ja ressaltado, as apneias e/ou hipopneias recorrentes causam
hipoxia, reducdo da presséo intratoracica e micro despertares do sono.
Cronicamente, estes multiplos eventos podem promover o aumento da atividade
simpética, instabilidade da presséo arterial, disfuncdo endotelial, inflamacéo,
entre outros'1'617. Embora a atencdo inicial tenha sido voltada para as
consequéncias hemodinamicas promovidas pela AOS, evidéncias mais recentes
em humanos e em modelos animais sugerem que a AOS pode promover a
doenca cardiovascular por induzir uma desregulagdo metabdlica caracterizada
por resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia e alteracées no
metabolismo lipidico, que ultimamente vao contribuir para a progressao da
aterosclerose!®?>. Neste sentido, é possivel encontrar estudos focados em
explorar o potencial impacto da AOS na sindrome metabolica e em marcadores
de aterosclerose. Por exemplo, Drager et al. 26?7 mostrou que a AOS estava
associada de forma independente com dois critérios da sindrome metabdlica
(glicemia e triglicérides) bem como outros parametros metabolicos e
inflamatorios (aumento da relacdo colesterol/lipoproteina de alta densidade

(HDL), aumento do &cido drico e proteina C reativa (PCR))?. Em outra
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publicacao, foi descrito que marcadores de aterosclerose como a espessura da
camada intima-média da carétida e da rigidez arterial (velocidade de onda de
pulso carétida-femoral) estavam significativamente aumentados nos pacientes
com sindrome metabdlica e AOS comparado aos pacientes com sindrome
metabdlica sem AOS?’. A Figura 1 resume as principais vias pelas quais a AOS

pode aumentar o risco cardiovascular?®,

3 tas
A 0 94
e P
Instabilidade do controle respiratorio Obesidade Disfunc¢do das vias aéreas superiores
A

| |

Apneia do sono
Aumento da

atividade
simpdtica

Desregulagdo Estresse Disfuncdo Hipoxia

Inflamacgao

metabdlica oxidativo endotelial intermitente

Doencas cardiacas Hipertensdo Fibrilagdo atrial

Doencgas cardiovasculares
fatais e ndo fatais

Fonte — Adaptado de Javaheri et al®.

Figura 1 — Esquema representando potenciais vias pelas quais a apneia
obstrutiva do sono (AOS) pode aumentar o risco cardiovascular.

Apesar dos progressos obtidos nesta importante area de pesquisa, a AOS
ainda continua sendo subdiagnosticada na pratica clinica e o seu papel nas
alteracGes metabdlicas ainda néo esta totalmente definido?®. HA estudos sobre
o metaboloma humano na privacdo de sono3°, porém nao existem estudos que

facam uma analise mais detalhada do perfil metabdlico de pacientes com AOS.
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Além disto, pelo fato da AOS potencialmente representar um fator de risco
cardiovascular independente da obesidade, torna-se imperativo explorar
potencias marcadores que possam servir tanto para sugerir a presenca da AOS
em uma populacdo como predizer eventos cardiovasculares nestes pacientes. O
estudo de um perfil metabdlico detalhado, pode oferecer ndo apenas um
diagnéstico mais preciso, mas a possibilidade de um marcador precoce e

esclarecimento de vias envolvidas nas repercussdes cardiovasculares da AOS.

A metabolédmica é uma das ciéncias “Omicas” que tem como objetivo
estudar o perfil global ou parcial de metabdlitos presentes em um sistema
biolégico em um determinado tempo (Figura 2)3%:32, Considerada uma ciéncia
nova, as primeiras publicacdes datam de 19843132, O metaboloma humano ainda
€ muito desconhecido, porém estima-se um numero entorno de 20 000
metabdlitos endégenos e exdgenos, 0s quais incluem aminoacidos, peptideos,
lipidios, acidos orgéanicos, nucleotideos, entre outros. Esses metabdlitos estdo
presentes em uma ampla faixa de concentracdo atingindo nove ordens de

magnitudes3.
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Figura 2 — Caracterizacéo das ciéncias “6micas” no sistema biolégico.

Dentro da metabolémica, especial atencdo vem sendo dada a lipidémica.
Os lipidios tém sido crescentemente relacionados a diversas doencas e
recentemente, estudos focados na compreensédo e influéncia dos lipidios nos
sistemas biolégicos vém sendo publicados®*. Estima-se a existéncia de
aproximadamente 600 espécies moleculares distintas no plasma humano,

devidamente quantificados e reportados, divididas em seis diferentes classes®.

O estudo compreensivo de um perfil metabdlico € um grande desafio
analitico. A imensa diversidade quimica dos compostos analisados, bem como
a ampla faixa de concentracdo em que eles estdo presentes nas diferentes

matrizes bioldgicas (tecido, sangue, urina, etc.), faz com que nao seja possivel
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0 uso de uma Unica plataforma de analise®-%8, Essas andlises podem ser
divididas em trés estratégias: metabolémica direcionada (do inglés “targeted
metabolomic”), metabolédmica semi-direcionada (do inglés “semi-targeted
metabolomic”) e metabolédmica n&o direcionada (do inglés “untargeted
metabolomic”)®? (Figura 3). As andlises direcionadas sdo focadas em classes
especificas de metabdlitos que séo isolados e detectados de acordo com suas
propriedades quimicas semelhantes. Nessa estratégia, um namero pré-definido
de metabdlitos (aproximadamente 20) sdo quantificados com alta precisdo e
exatiddo, e normalmente sdo analises dirigidas por hipéteses biolégicas ou
analises confirmatérias de um estudo prévio de analises ndo direcionadas. A
abordagem semi-direcionada é similar a abordagem direcionada porém esta
estratégia quantifica um ndamero maior de metabdlitos (aproximadamente 100).
Os métodos néo direcionados analisam um grande numero de metabdlitos nédo
especificos que sao quantificados de forma relativa entre o0s grupos,
maximizando o numero de analitos detectados por ensaio; abordagens nado
direcionadas sdo comumente aplicadas em métodos analiticos desenvolvidos e
validados para um estudo de interesse, sendo reprodutiveis e robustos para

comparacdes de dados de forma fidedigna3?:38-42,



Introducdo - 8

Metabolomica direcionada |

Niveis especificos de metabdlitos - quantificacéo

Padro comercial Andlise LC-MS rehgcg;tso:::ceir::ajzs o"f‘:'zdaﬁo e Preparo de Anélise por | Processamento | Quantificagdo

do padrio ¢ oo para amostras | LC-MS/Ms  } dos dados dos metabélitos
(MRM) quantificacdo _

®e ~® .

L] .a o | —
©e e | Metabdlito i =
~ s {

. A
i
L

| Metabolémica ndo direcionada |

Perfil global de metabdlitos

Analise LC-MS
Preparo de 68 rr:etabdlitos | Processamento dos Alinhamento e - Identificagdo Validag&o por Perfil global de
amostras 7 cromatogramas processamento do metabodlito MS/MS metabdélitos
= — — extraidos [ de dados ‘

y

Ty " ‘ : ﬁ i
ol ¢ | W‘x | @b -'
4V LA, ¢t o=

Fonte — Adaptado de Patti et al®?,

Figura 3 — Fluxograma de analises em metaboldémica direcionada e néo
direcionada.

As plataformas analiticas frequentemente utilizadas nas analises
metabolémicas, sejam elas direcionadas ou n&do, sdo a espectrometria de
massas (MS) combinada a técnicas cromatograficas (gasosa — GC — e liquida —
LC), a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a ionizacdo/dessorcao a laser

auxiliada por matriz (MALDI)3744,

A espectrometria de RMN permite a analise de muitos metabdlitos em
uma Unica amostra com ou sem pré-tratamento analitico. Trata-se de uma
técnica ndo destrutiva, onde o material ndo perde suas propriedades e nao altera
sua forma, que oferece informacdes precisas a respeito da estrutura quimica de
diferentes compostos. Entretanto, esta técnica apresenta baixa sensibilidade
qgquando comparada a MS. Além disso, os espectros de RMN de amostras
complexas podem ser dificeis para interpretacdo devido a sobreposicdo dos

sinais dos diferentes componentes®. A cromatografia gasosa acoplada a MS
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(GC-MS) oferece diversas vantagens como alta resolucdo cromatografica,
reprodutibilidade e sensibilidade. A GC-MS é limitada a analise de compostos
termoestaveis e volateis e necessita de derivacdo para compostos néo volateis?®.
Especifica para andlises metabolomicas, a biblioteca Fiehn RTL*" foi
desenvolvida para facilitar o estudo de metabdlitos por meio da GC-MS. Essa
biblioteca apresenta espectros de massas de ionizacdo por elétrons de
aproximadamente 700 compostos de baixo peso molecular com tempos de
retencdo indexados, 0 que permite apds a analise por método especifico, a
identificacdo dos metabdlitos*’. A LC acoplada a MS (LC-MS) é outra ferramenta
poderosa nos estudos metaboldmicos e permite a analise da maioria dos
metabdlitos existentes apds um protocolo mais simples de preparo de amostra
se comparado ao GC*. Seu uso em metabolémica se da com o acoplamento ao
MS com fontes de ionizacao por eletrospray (ESI) e ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI). Quando associada a um amplo universo de diferentes
colunas analiticas, principalmente colunas de particulas sub 2 um, permite a
separacdo de muitos metabdlitos em um curto espaco de tempo®. A
espectrometria de massas por MALDI é uma plataforma de analise rapida (60
segundos por amostra, aproximadamente) e sensivel capaz de analisar desde
moléculas de grande peso molecular, como proteinas intactas, até moléculas de
baixo peso molecular. Utiliza um processo de ionizacao branda por laser, o qual
necessita de matrizes especificas para ionizacdo do composto de interesse. Seu
acoplamento com MS do tipo tempo de voo (ToF) torna-se uma plataforma de
escolha para analise de biomoléculas uma vez que a combinacéo do ToF das
moléculas e o pulso do laser permite a identificacdo de compostos

monocarregados na faixa de massas de até 30 000 Da com grande exatidao e
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precisdo*®. Esses valores de massas fornecem algumas férmulas empiricas
como possiveis candidatos que, dentro de uma faixa de erro de 3-5 ppm,
reduzem significativamente o numero de estruturas provaveis para 0s
metabdlitos analisados. As diferentes técnicas apresentam vantagens e
desvantagens, e em estudos metabolémicos € importante a combinacdo de
diferentes plataformas no intuito de maximizar o numero de metabdlitos

identificados.

O planejamento de um estudo metabolémico € complexo e inclui varias
etapas pré-analitica, analitica e pés-analitica que devem ser padronizadas antes
do inicio do projeto. Essas etapas incluem a sele¢cdo dos pacientes, coleta,
transporte (quando necessario) e armazenamento das amostras, processamento

analitico, processamento dos dados e interpretacdo dos resultados (Figura 4).

Desenho Coleta de amostra Preparo de amostra Analise
e G " .o~ ~
experimental (sangue, urina, saliva, etc.) (adig@o de padréo (LG, GC,
MS, RMN)

interno, extragéo, etc.)

. M™ a R

[ 150
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Processamento
de dados

Identificacdo de
metabdlitos
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experimental dos resultados
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Figura 4 - Fluxograma mostrando as diversas etapas de um estudo

metabolémico.
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A selecado dos grupos de pacientes € uma das etapas pré-analiticas mais
importantes dentro de um estudo metabolémico. Com o objetivo de descobrir
biomarcadores ou preditores de alguma condicdo clinica e entender os
mecanismos de acdo®’, é de suma importancia selecionar grupos de pacientes
com caracteristicas similares e estabelecer critérios de inclusdo e exclusédo de
pacientes que possam isolar a patologia em estudo de outras hipoteses

diagnoésticas que podem diminuir o poder estatistico do estudo em questéo.

A escolha da matriz bioldégica deve ser cuidadosamente selecionada3?5,
uma vez que muitos contaminantes quimicos de baixo peso molecular
apresentam propriedades semelhantes a metabdlitos, sendo recomendado uma
atencéo especial no procedimento de coleta das amostras (similaridade de tubos
e demais frascos de coleta e armazenamento), processamento, transporte e
temperatura de armazenamento para minimizar qualquer artefato que possa
impactar o estudo. As possibilidades de matrizes biolégicas que podem ser
exploradas em andlises metabolémicas sdo vastas, porém soro e plasma sao as
matrizes mais utilizadas®®-®. Ambas apresentam composicdo quimica

semelhantes com boa estabilidade®°.

A extracdo das amostras € uma etapa do processo analitico, e tem como
objetivo a extracdo do maior numero de metabdlitos presentes na amostra
(analise ndo direcionada), ou a extragdo dos metabdlitos pré-definidos no estudo
(andlise direcionada), evitando supressdo de ions adjacentes®3, Diferentes
métodos de extracdo podem ser utilizados, e sdo escolhidos de acordo com a

finalidade do estudo. Exemplos como extracédo liquido-liquido e extracdo em fase
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sélida sdo as mais utilizadas podendo ser acompanhadas ou ndo de derivacéo

apos a extracdo para a analise®°.

O processamento dos dados é uma etapa pdés-analitica de alta
complexidade visto que estudos metabolémicos resultam em uma grande
guantidade de informacdes. Para a sistematizacéo e interpretacéo deste enorme
universo de dados é necessario o uso de ferramentas estatisticas e
computacionais. Analises estatisticas multidimensionais e multivariadas, bem
como programas de reconhecimento de padrbes, vém sendo desenvolvidos
neste intuito®*. Além disto, a criagcéo e disponibilizacdo de bancos de dados que
podem armazenar, gerenciar e analisar a imensa quantidade de informacgdes
geradas nos estudos metaboldomicos vem auxiliando 0s pesquisadores de
diversas éareas. Estdo disponiveis bancos de dados tanto gratuitos como
comerciais que oferecem informacdes a respeito das estruturas quimica, das
propriedades fisico-quimicas e farmacolégicas, dos padrbes espectrais, das
metodologias empregadas e das funcdes biolégicas de diversos metabdlitos®4.
Mais recentemente, o desenvolvimento da bioinformatica tem tornado esse
processo relativamente automatizado, facilitando a identificagdo de features
diferencialmente expressos por meio de softwares como XCMS (Metlin),
Progenesis (Waters Corporation, Milford, MA, USA), AMDIS (NIST standard
reference data program, Gaithersburg), Compound Discovery (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) e a plataforma R5>%8, Esses features, apés processados,
podem entéo ser identificados por diferentes bancos de dados como Metlin®,

NIST, The Human Metabolome Database®, LipidMaps3*35, entre outros. Como
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resultado final €& possivel obter uma lista contendo varios compostos

identificados e a concentracao relativa dos mesmos entre 0os grupos de estudo.

Nos ultimos anos, houve um rapido crescimento no niumero de aplicagfes
da metabol6mica em medicina, principalmente na busca de biomarcadores que
possam ser empregados no diagndstico clinico de diferentes patologias®. Ha
relatos da aplicacdo desta ciéncia para diagndstico precoce de Alzheimer,
sinalizando alguns lipidios como biomarcadores quando analisados grupos de
estudo com diagnéstico para a doenca de Alzheimer comparados com grupos
sem a doenca®®%0, Também pode-se encontrar o uso da metaboldmica como
ferramenta investigativa na busca de biomarcadores para diferentes tipos de
cancer, e desenvolvimento de tratamentos para a doenca®:. Dentro da
cardiologia também € possivel encontrar a exploragdo destas biomoléculas de
baixo peso. Ha estudos que investigaram o plasma de pacientes com infarto do
miocardio e como resultado apresentaram metabdlitos significativamente
diferenciados, responsaveis pelas alteracdes, sendo possivel tracar um perfil
diagndstico para o caso%%5. Outro estudo avaliou a resposta metabolémica ao
esforco cardiovascular para prognéstico de doencas cardiovasculares®®. Focado
na analise de marcadores para a AOS, poucos estudos podem ser encontrados
na literatura e os que foram publicados, muitas vezes apresentam limitacdes
quanto as etapas pré-analiticas e de selecdo de pacientes. Ferrarini et al.®”
aplicou metabolédmica ndo direcionada por LC-MS para investigacdo do
metaboloma humano em uma populagdo com presenca de AOS e encontrou
significancia estatistica para 14 metabdlitos divididos entre as classes de

fosfolipidios, porfirinas, acidos graxos, eicosanoides, aminoacidos e peptideos.
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Por outro lado, Xu et al®® publicou um estudo similar ao desenvolvido neste
trabalho, porém com maior heterogeneidade dos grupos. Xu et al®® observou 31
metabdlitos significantes responsaveis pela biossintese de fosfolipidios, pelo
metabolismo dos carboidratos, glutamato e acidos nucléicos, entre outros, com
sensibilidade e especificidade de até 85% e 80%, respectivamente. Estudos
apontando algumas proteinas e peptideos como possiveis biomarcadores para
a AOS, assim como da analise de exosomas ressaltando miRNA como

potenciais marcadores para AOS foram publicados recentemente®-7°,

E notdria a crescente evolucéo da aplicacdo da metabolémica e lipiddmica
como ferramenta para descobrir preditores, biomarcadores e tratamentos para
diferentes condigdes clinicas bem como o estudo das vias metabdlicas
envolvidas. Com isso, utilizar tal ferramenta para explorar mecanismos de acéo,
buscar alternativas de diagndstico, auxiliar no tratamento (medicina
personalizada) e prognostico para uma doenca tdo importante e

subdiagnosticada como a AOS, torna-se indispenséavel.
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2.1. Objetivos gerais

O objetivo primario do estudo foi avaliar o perfil metabdlico de pacientes
com AOS por meio de diferentes estratégias metabolémicas. Como objetivo
secundario, foi avaliado se o painel de metabdlitos selecionados poderia agregar
valor diagndstico ao uso de questionarios tradicionalmente empregados para a

triagem da AOS.



3. Casuistica e Métodos
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Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo, sob o niumero

CAAE 21075413.6.0000.0068 (Anexo 1).

3.1. Selecéo de pacientes

Os participantes destinados a essa pesquisa foram voluntariados apés
serem devidamente esclarecidos quanto a natureza, objetivo e riscos do mesmo
e, quando em concordancia, assinaram o termo de consentimento (Anexo 2)

para prosseguimento no protocolo.

Foram convocados participantes do sexo masculino com diagndstico
positivo e/ou negativo para AOS por meio de questionario de pré-selecédo
utilizado atualmente (Berlim)’*72, e que ndo preenchiam os critérios de excluséo
pré-estabelecidos para o estudo. A opcdo pela inclusédo restrita de homens
justifica-se ndo s6 pelo fato de que a AOS é muito mais comum em homens,
mas, de forma destacada, pela potencial influéncia do ciclo hormonal, uso de
contraceptivos/reposicdo hormonal e menopausa sobre o0s metabolitos

analisados.

Além do sexo feminino, os critérios de exclusdo incluiam participantes
menores de 18 anos, que faziam uso de alcool, tabagistas em um periodo de até
6 meses, pacientes com predominancia de apneias centrais ou mistas, presenca
de diabetes mellitus, uso crénico de medicacfes, portadores de doencas
neuroldgicas, portadores de insuficiéncia coronariana, insuficiéncia cardiaca

descompensada, doenca pulmonar cronica (obstrutiva ou restritiva), doenca
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renal cronica (taxa de filtracdo glomerular inferior a 60 mL/min) e pacientes com

indice de massa corpérea (IMC) maior que 40 kg/m?2.

Os participantes selecionados foram encaminhados ao exame de
polissonografia (PSG) noturna e, apds confirmada a presenc¢a ou auséncia de
AOS, foram divididos em dois grupos para estudo: sem AOS e com AOS (ver

adiante).

Para que os grupos descritos pudessem ter idade e IMC semelhantes, foi
realizada a seguinte estratégia de pareamento: para cada paciente com alto risco
para a AOS, ou diagnéstico prévio de AOS, selecionado, procurou-se ativamente
voluntarios com baixo risco para a AOS utilizando o questionario de Berlim,
com idade no intervalo de £ 5 anos e IMC de + 3 kg/m2 entre os dois grupos.
Apos a selecdo, os mesmos eram encaminhados para a PSG e se confirmada a
auséncia da AOS, eram ent&o incluidos no estudo. E importante destacar que o
uso prévio do questionario nao foi crucial para a escolha dos grupos. Isto significa
gue o paciente com baixo risco para a AOS pelo questionario, mas com AOS por
meio da PSG, era estudado obviamente dentro do grupo com AOS. O oposto foi

realizado para pacientes com alto risco que ndo confirmaram a AOS na PSG.

3.2. Polissonografia

A PSG noturna consiste em um sistema de registro de diversos
parametros fisiologicos durante o sono por meio da utilizacdo de multicanais que

monitoriza, em ambiente calmo e apropriado, o eletroencefalograma (EEG),
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eletroculograma (EOG), eletromiograma (EMG), saturacéo de oxigénio, fluxo de

ar, esforco respiratorio e frequéncia cardiaca.

Todos os pacientes pré-selecionados e incluidos neste estudo foram

submetidos a PSG completa no Laboratério do Sono do InCor.

No presente protocolo, foi utilizado o aparelho de marca Embla (Flagahf
Medical Devices, Reykjavik Iceland) para a realizacdo dos exames. As fases do
sono foram monitorizadas usando EEG, EOG (em ambos os olhos) e EMG em
regido submentoniana para detectar, por exemplo, os periodos de hipotonia que
ajudam a identificar o surgimento do sono “rapid eyes moviment” (REM). Esses
parametros permitem também estabelecer as porcentagens de cada fase do
sono, bem como sua laténcia e periodos de despertar. As diferentes fases do
sono estéo classificadas em sono ndo-REM (sendo subdividida nas fases 1, 2 e
3) e sono REM, de acordo com o manual de regras da American Academy of
Sleep Medicine (AASM 2012)%. As mudancas no fluxo de ar foram registradas
pelo uso de sensor térmico, o0 qual sente alteracdes da troca de calor por meio
de um cateter nasal conectado a um transdutor de pressdo e um pequeno
microfone localizado na regido cervical para a deteccéo de roncos. A saturacdo
de oxigénio arterial foi detectada pela oximetria. Para a monitorizacdo da
frequéncia cardiaca e de possiveis arritmias durante o sono, foi utilizado o

eletrocardiograma com uma derivagao.

Para evitar a variabilidade inter-observador, um mesmo médico

especialista em medicina do sono analisou todas as PSG.
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A apneia foi definida como a reducao de 90% do fluxo aéreo por mais de
10 segundos, sendo subclassificada como central ou obstrutiva baseada na
presenca ou auséncia de esfor¢o respiratorio, respectivamente. Classificou-se
uma apneia mista quando houve auséncia de esforcos respiratorios no inicio do
evento, seguido pelo surgimento de esfor¢os respiratorios na segunda parte do
evento. A hipopneia foi definida por uma reducéo do fluxo oro nasal maior ou
igual a 30% por mais de 10 segundos, seguida de queda da saturacdo de
oxigénio maior ou igual a 3% ou seguida de microdespertar’s. A soma dos
eventos de apneia e hipopneia resultaram no indice de apneia-hipopneia (IAH)

por hora de sono.

Os grupos de estudo foram definidos de acordo com as seguintes

classificacoes de IAH:

e |AH <15 eventos por hora de sono (ev/h): sem ACS;

e |AH 215 eventos por hora de sono (ev/h): com AOS.

A escolha do critério da AOS por um IAH 215 ev/h foi justificada por
diversos estudos que mostram a auséncia de consequéncias cardiovasculares

observada em pacientes com AOS leve’4.

3.3. Avaliacéo clinica

Os pacientes de todos os grupos tiveram registradas suas medidas de
altura, peso, circunferéncia de cintura, circunferéncia de pescoco e
circunferéncia de quadril, assim como raca, escolaridade, estado civil, ocupacéo

e avaliacdo de bioimpedancia (massa muscular, massa e % de gordura, area de
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gordura visceral — AGV — e taxa metabdlica basal — TMB) (InBody S10, Trepel,

Portugal).

A presséo arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD) foram obtidas a partir
da média de trés medidas sequenciais com o paciente sentado apés um periodo
de repouso apropriado. Foram utilizados aparelhos digitais (Omron — modelo
HEM-742INT) com manguitos adequados a circunferéncia do brago para

mensuragao.

Para diminuir o efeito de artefatos e limitacées nas medidas, tais como o
arredondamento dos valores, o peso e altura dos pacientes foram aferidos na
mesma balanca pelo pesquisador, e as medi¢des das circunferéncias de cintura
e pescoco foram realizadas também pelo pesquisador seguindo técnicas
adequadas: circunferéncia de pescoco, medida por uma fita métrica envolvendo
perpendicularmente o pescoco sobre a cartilagem cricéide e ponto médio na
regido posterior do pescoco, com a cabeca na posicdo horizontal de Frankfort’>;
circunferéncia de cintura, medida por uma fita métrica no ponto médio entre a

crista iliaca superior e a Ultima costela’®.

3.4. Amostras bioldgicas

As amostras de plasma e soro foram coletadas utilizando tubos de coleta
a vacuo (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, NJ, USA) com
diferentes anticoagulantes. Para as andlises metabolémicas e lipiddmicas foram
utilizados tubos com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)®, para as

dosagens de glicemia, perfil lipidico, horménio estimulante da tireoide (TSH) e
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marcador inflamatério (PCR ultra-sensivel) foram utilizados tubos com gel
separador e para mensuracdo de leptina, interleucina-6 (IL-6), adiponectina e

acidos graxos livres e totais foram utilizados tubos sem gel separador.

Marcadores de estresse, como cortisol e catecolaminas, foram analisados
pela coleta de saliva por meio de tubos especificos de coleta (Salivettes) em trés
periodos diferentes do dia (entre as 7 h e 9 h, entre as 16 h e 17 h e entre as 23
h e 24 h)’7-78, e de urina 24 h realizada em frascos com conservante (10 mL de

acido acético 8 mol/L), respectivamente.

As coletas de sangue foram realizadas sempre no mesmo horario (entre
8 h e 9 h), com o0 mesmo tempo de jejum para todos 0s pacientes, e apenas uma
enfermeira foi responsavel pela coleta durante todo o estudo. A mesma foi
previamente treinada pelo Grupo Fleury, seguindo todas as normas
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica Medicina

Laboratorial’® e Secretaria Municipal de Salde de Sdo Paulo®.

O processamento das amostras, como centrifugacao e aliquotagem, foi
realizado no laboratério de genética do InCor. Para tal, muitos treinamentos
foram realizados nos centros de distribuicdo do Grupo Fleury, no intuito de
padronizar a coleta e processamento das amostras na fase pré-analitica. A
padronizacdo e controle na qualidade (CQ) na fase pré-analitica sdo muito
importantes para garantir a integridade da amostra. Os plasmas e soros foram
obtidos apoOs centrifugacdo das amostras por 15 minutos em uma centrifuga
Thermo Scientific Sorvall ST16R (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a 3 500
g. Os tubos com gel separador e os Salivettes foram centrifugados a 4 °C

enguanto que os demais foram centrifugados a temperatura ambiente. Aliquotas
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de diferentes volumes foram feitas para evitar ciclos de descongelamentos das
amostras para cada analise. ApO0s a aliquotagem, as amostras foram
imediatamente transportadas para o Grupo Fleury. As aliquotas obtidas do tubo
com gel separador e da coleta de urina foram transportadas dentro de caixas
térmicas refrigeradas com gelo reciclavel a uma temperatura aproximada de 10
°C, enquanto que as demais aliquotas foram transportadas dentro de caixas

térmicas com gelo seco.

Todas as aliquotas foram devidamente armazenadas até o
processamento. As amostras destinadas as andlises metaboldbmicas e
lipiddmicas e para as dosagens de catecolaminas plasmaticas e cortisol salivar
foram armazenadas a -80 °C. J4 as amostras para analise de leptina e IL-6
permaneceram a -20 °C, enquanto que as amostras para a analise de
adiponectina e acidos graxos livres e totais foram armazenadas em nitrogénio
liguido. As aliquotas provenientes do tubo com gel separador para analise do
perfil clinico foram analisadas no mesmo dia da coleta sem armazenamento

prévio.

3.5. Perfil clinico

O perfil clinico dos pacientes foi obtido a partir da analise de glicose,
insulina, TSH, perfil lipidico (colesterol total, HDL, lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), colesterol ndo-
HDL e triglicérides), PCR ultrassensivel, IL-6, adiponectina, leptina e acidos

graxos livres e totais.
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As analises de glicose, insulina, TSH, perfil lipidico e PCR, foram
realizadas pelo setor de automacdo do Grupo Fleury. Métodos de analise
enzimaticos foram utilizados nas dosagens de glicose (kit comercial Glucose HK
Gen.3, Cobas®© Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha), colesterol total
(kit comercial Cholesterol Gen.2, Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH,
Alemanha), triglicérides (kit comercial Triglycerides, Cobas© Systems/Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha), e HDL (kit comercial HDL-Cholesterol Plus 3™
generation, Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha); métodos
eletroquimioluminométricos foram utilizados nas dosagens de insulina (kit
comercial Insulin, Elecsys and Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH,
Alemanha) e TSH (kit comercial TSH, Elecsys and Cobas© Systems/Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha); imunoturbidimetria ultrassensivel foi empregado
na dosagem de PCR (kit comercial C-Reactive Protein Gen.3, Cobas©
Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha); LDL e VLDL foram calculados
por formula de Friedewald enquanto que o colesterol ndo-HDL foi calculado pela
subtracdo do colesterol HDL do colesterol total. Adiponectina, leptina e IL-6
foram quantificados pelos seguintes kits ELISA (kit comercial Human
Adiponectin/Acrp30 ELISA, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), (kit comercial
Human Leptin ELISA, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), (kit comercial
Human IL-6 sR ELISA, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e os acidos graxos
livres e totais foram quantificados por kit de imunoensaio (kit comercial Free Fatty

Acid Quantitation kit, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
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3.6. Analises metaboldémicas

As andlises metaboldémicas foram conduzidas por duas abordagens
diferentes: metabolomica direcionada (targeted) e metabolbmica nao-

direcionada (untargeted).

As andlises direcionadas foram realizadas por meio de meétodos
disponibilizados no portfélio do Grupo Fleury devidamente validados segundo
normas da Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Aminoacidos no
plasma?8?, cortisol salivar®? e catecolaminas urinarias (Catecholamines in Urine,
ChromSystemsCE Instruments & Chemicals GmbH, Alemanha) foram os

metabdlitos quantificados por estes métodos.

Na abordagem nao direcionada foram desenvolvidos métodos visando a
analise global de metabdlitos de baixo peso molecular (metabolémica) e mais
focados na extracdo e analise de lipidios (lipiddmica). As etapas do
desenvolvimento consistiram em: (a) otimizar a extragdo das amostras
biolégicas, (b) desenvolver o método com padrdes comerciais e aplicar nas
matrizes bioldgicas de interesse, (c) analisar a reprodutibilidade do método,
assim como demais critérios de aceitacdo para uma andlise fidedigna, (d)

realizar o processamento dos dados e (e) interpretar os resultadoss’.

Todas as amostras, independente da abordagem aplicada, foram
analisadas de forma randomizada, descongeladas sob controle de temperatura

e extraidas em um unico lote para a analise em cada uma das metodologias.
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3.6.1. Reagentes e padroes

Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico. Os solventes
metanol (MeOH), isopropanol (IPA), diclorometano (DCM) e acetonitrila (ACN)
foram obtidos da J.T. Baker, isooctano da Macron e éter metil-terc-butilico
(MTBE) da Tedia. Cloridrato de metoxiamina, piridina, N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida com 1% de clorotrimetilsilano (MSTFA+1 % TMCS),
acido férmico, acido acético, acido trifluoroacético (TFA), acetato de aménio,
acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB), &cido a-cianocindmico (CHCA), 9-
aminoacridina (9-AA) foram obtidos da Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), e solugédo de calibracdo “MassPrep calibration MALDI” da Waters
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). A 4gua ultrapura utilizada no preparo de
solucdes e reagentes foi obtida do sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore

(Millipore Cork, Upstate, USA).

Os padrdes utilizados nas analises direcionadas foram: (a) cortisol salivar:
4-Pregnen-11B,17,21-triol-3,20-dione obtido da Steraloids (Steraloids Inc,
Newport, USA) e cortisol-d4 obtido da Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge Isotope Laboratories Inc, Tewksbury, MA, USA), (b) aminoacidos no
plasma: padrdo de aminoacidos fisiol6gicos, L-allo-isoleucina, L-glicina, L-
asparagina, L-glutamina e os respectivos padrdes isotdpicos foram obtidos da
Sigma-aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), (c) catecolaminas urinarias:
obtido do kit Catecholamines in Urine, (ChromSystemsCE Instruments &

Chemicals GmbH, Alemanha).

Os padrdes comerciais utilizados para o desenvolvimento dos métodos

nao direcionados foram: (a) metabolomica GC: fatty acid methyl ester (FAME)
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obtido da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), (b) lipidémica:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidiletanolamina (PE), acido fosfatidico (PA), cardiolipina,
lisofosfatidiletanolamina (LPE), lisofosfatidilcolina (LPC), ceramidas (Cer),
esfingomielina (SM), triglicerideos (6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:1,
18:2, 20:0) obtidos da Larodan (Larodan AB, Solna, Sweden). Padrao isotépico
foi utilizado apenas na analise metabolémica por GC: acido-d27-miristico obtido

da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

3.6.2. Solucdes de padroes

Nas andlises por metabolémica direcionada foram utilizadas solucdes de
calibradores e padrdes internos previamente preparados pelo setor de

cromatografia, utilizando os padrdes mencionados no item 3.6.1.

Na analise metabolémica por cromatografia gasosa foi utilizado como
padrdo interno uma solucdo de 3 mg/mL de acido-d27-miristico em
H20:IPA:MeOH (2:2:5; v/v/v) e foi adicionado uma solugéo de 3 mg/mL de FAME

em cloroférmio.

Na analise lipidémica por LC off-line e MALDI-MS foram utilizados os
padrdes citados no item 3.6.1 em MeOH em duas concentragdes diferentes: 0,1

mg/mL e 50 pg/mL.
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3.6.3. Controles de gualidade

Para checar a sensibilidade e reprodutibilidade dos métodos aplicados,

foram preparados controles de qualidade (CQ).

As andlises metabolémicas direcionadas fizeram uso de CQ especifico
para cada aplicacdo. Para analise de cortisol salivar foram preparados pools de
saliva com e sem adicdo de uma concentracdo conhecida de padrdo. A analise
de catecolaminas urinarias fez uso de CQ comercial em dois niveis (controles
Bio-Rad — Lyphocheck) (Bio-rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) e pool de
urina, assim como a analise de aminoacidos no plasma, a qual utilizou controle
comercial “ClinCheck Plasma Control for Amino Acids” (RECIPE

Chemicals+Instruments GmbH, Minchen, Alemanha) em dois niveis.

Os CQ para a analise metabolomica por GC foram preparados
combinando 30 amostras de plasma previamente descaracterizadas e que foram
coletadas em tubos com EDTA. Para a analise lipiddbmica, trés controles distintos
foram preparados: 1) pool das amostras de pacientes do grupo sem AOS; 2) pool
das amostras de pacientes do grupo com AOS e 3) pool de todas as amostras

de pacientes do estudo.

Os CQ foram extraidos, analisados e processados da mesma forma que

as amostras dos pacientes.
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3.6.4. Preparo de amostras

O preparo das amostras nos métodos direcionados (aminoacidos no
plasma, catecolaminas no plasma e cortisol na saliva) seguiram os protocolos
estabelecidos em rotina (reportados em documentos internos no setor) os quais

foram validados segundo normas da CLSI.

O processo de extracdo para a analise metaboldmica nao direcionada por
GC foi otimizado por meio de um planejamento experimental fatorial (DOE, do
inglés “design of experiment”, vide Anexo 4) que testou diversos protocolos de
precipitacdo de proteina. A condicédo final otimizada utilizou 100 pL de plasma
nos quais foram adicionados 6 puL de uma solucéo de padréo interno (item 6.3.1)
e 400 pL de uma solucédo gelada de MeOH:IPA (1:1 v/v). As amostras foram
submetidas a banho de ultrassom por 5 minutos e agitacdo por 20 minutos a 4
°C e 700 rpm. ApGs agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10
minutos a 15 800 g e o sobrenadante (350 pL) foi seco em SpeedVac. Ao extrato
seco foram adicionados 3 pL do padrdao FAME e o mesmo foi derivado pela
adicao de 50 puL de uma solucdo de metoxiamina em piridina a 40 mg/mL com
incubacédo sob agitacdo constante de 600 rpm por 16 h a 25 °C. Uma segunda
derivacao (trimetilsililacdo) foi realizada por meio da adicdo de 100 pL de
MSTFA+1% TMCS com incubacéo sob agitacdo constante de 600 rpm por 1 h a
25 °C. ApGs a derivagdo as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
temperatura ambiente a 15 800 g e 100 uL do sobrenadante foi transferido para
um vial para analise imediata. Os CQ foram extraidos da mesma maneira que

as amostra dos pacientes.
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Para a analise de lipidios, 250 uL de plasma foram desproteinizados pela
adicdo de 250 pL de agua e 1,25 mL de MeOH, seguido de agitacdo por 20
segundos e centrifugacdo a 3 500 g por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante (1 mL) foi transferido para um tubo de polipropileno de 5mL e 1,5
mL de MTBE foi adicionado para extracdo liquido-liquido. As amostras foram
entdo incubadas por 15 minutos a 20 °C sob agitacdo constante a 800 rpm
seguido da adicdo de 1 mL de agua para separacdo das fases. As amostras
foram novamente centrifugadas a 3 500 g por 10 minutos a temperatura
ambiente e 600 pL da fase organica foi seca em SpeedVac. Os extratos secos
foram ressuspendidos em 50 pL de isooctano e submetidos a cromatografia
liquida de fase normal para fracionamento. Apés o fracionamento nas diferentes
classes lipidicas, cada fracdo foi seca em SpeedVac e o extrato seco foi
ressuspendido em 10 pyL de uma solugcdo de matriz para a analise por
espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagdo por MALDI. As
fracOes de 2 a 6 foram ressuspendidas em DHB a 1 mol/L em 90% MeOH e as

demais fragbes em 9-AA a 10 mg/mL em IPA:ACN (6:4 v/v).

3.6.5. Métodos de aquisicao

A analise de cortisol salivar e aminoacidos no plasma foram realizadas
por métodos de LC-MS? seguindo protocolos internos previamente validados
segundo normas da CLSI, enquanto que a analise de catecolaminas urinarias foi
realizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccédo
eletroquimica seguindo o método descrito no kit Catecholamines in Urine,

(ChromSystemsCE Instruments & Chemicals GmbH, Alemanha).
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Para a analise metaboldmica nao direcionada por GC foi utilizado um
sistema composto por um cromatégrafo a gas modelo 7890B acoplado a um
espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo modelo MSD 5977A (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) com amostrador modelo 7693. O controle
dos modulos e aquisicdo dos dados foi efetuado pelo programa Mass Hunter
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). O método de analise foi o
desenvolvido na plataforma RTL Fiehn da Agilent*’. Nessa plataforma, adiciona-
se um padrao interno nas amostras e o tempo de retencéo (TR) dos metabdlitos
sao relativos ao TR do padréo interno que € fixo. A utilizacdo de um tempo de
retencao fixo do padrao interno (RTL, do inglés “retention time locking”) reduz a
variabilidade no tempo de retencdo em cada amostra e essa informacéo, junto
aos espectros de massas por ionizacdo por elétrons, sdo empregados para a
identificacdo dos metabdlitos pela biblioteca disponivel no software (Agilent
Fiehn GC/MS Metabolomics RTL Library versdo A.01.00). No método utiliza-se
uma coluna DB-5MS (30 m x 250mm x 0,25 pm, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) com 10 m de pré-coluna DuraGuard (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), e temperatura inicial do forno de 60 °C. Essa temperatura
€ mantida por 1 minuto e ap0s esse periodo é elevada a 320 °C em uma
velocidade de 10 °C/min. A temperatura final € mantida por 10 minutos. O tempo
total de corrida foi de 37 minutos. O volume injetado foi de 1 uL no modo splitless
com temperatura do injetor de 250 °C. Como gas de arraste foi utilizado hélio a
um fluxo de 0,735 mL/min (8 psi). A temperatura de interface entre o GC e o
espectrometro de massas foi de 310 °C. As analises no espectrometro de

massas foram no modo full scan na faixa de relagdo massa/carga (m/z) 50-550
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com solvente delay de 6,5 minutos. A temperatura da fonte e do quadrupolo

foram de 280 °C e 180 °C, respectivamente.

Para a analise de lipidios foi utilizado um sistema cromatogréafico
ACQUITY UPLC I-Class (bomba binaria Acquity, amostrador FTN, forno de
colunas, detector PDA) (Waters Corporation, Milford, MA, USA) acoplado a um
pipetador automético programado para coletar as frages off-line (Liquid Handler
215 da Gilson Inc., Franca). Para a identificacdo e quantificacdo relativa dos
lipidios foi utilizado um espectrdbmetro de massas de alta resolucdo do tipo
hibrido quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF) Synapt G1 operando com fonte de
ionizacdo por MALDI (Waters Corporation, Milford, MA, USA). A separacéo
cromatografica dos lipidios foi realizada utilizando diclorometano (fase A) e
MeOH com adi¢éo de 0,2% de &cido acético (fase B) a um fluxo de 0,9 mL/min.
O volume de 10 pL de amostra foi injetado na coluna Luna Silica (3 yum x 100
mm x 2 mm, Phenomenex) condicionada a 40 °C, seguindo o gradiente de
eluicdo e as coletas de fragOes descrito na Tabela 1. Diversos gradientes foram
testados para a obtencao da melhor separacgéo entre as classes lipidicas (Anexo

3).

Tabela 1. Gradiente de eluicdo utilizado na separacdo cromatografica das
classes lipidicas para posterior analise por ionizacao/dessorc¢ao a laser auxiliada
por matriz (MALDI-MS). Para detalhes das fases mdveis utilizadas, vide texto.

Tempo (min) % Fase moével B Fracao
0-2,5 0 F1
2,5-4,5 25 F2
4,5-8,5 50 F3 a F6 (1/minuto)
8,5-12,5 100 F7 e F8 (1/2 minutos)
12,5-17,5 100 F9 e F10 (1/ 2,5 minutos)
17,5-20,5 0

20,5-23,0 0
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O espectrometro de massas foi operado com fonte de ionizagdo por
MALDI, utilizando como matriz: DHB 1 mol/L em 90% MeOH para as fracdes 2
a6, e 9-AA 10 mg/mL em IPA:ACN (6:4 v/v) para as demais fracdes. A aquisicao
foi feita no modo espiral com 90 segundos de aquisicéo e 1 scan/s na faixa de
m/z 100 — 2 000. Firing rate, step rate e lazer energy aplicados foram 200, 20 e
300 Hz, respectivamente. Foi utilizado uma mistura de PEG como lockmass para
correcdo posterior das m/z obtidas. O método foi validado com pool de amostras
descaracterizadas e parametros como precisao e identificacdo das classes por

espectros de MS2 foram avaliados para cada uma das fracdes isoladas por LC.

3.6.6. Instrumentacao

Outros instrumentos foram utilizados para preparo das amostras, sendo
eles: Thermomixer Confort com suporte para tubos de 0,5 mL e 5 mL e
Centrifuga 5810R (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha); Multitherm Heat
Shake (Benchmark Scientific, Inc, Edison, NJ); banho de ultrassom Elmasonic P
(Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Alemanha); Positive Pressure-96 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA); SpeedVac Concentrator Savant SPD131DDA
com Refrigerator Vapor Trap Savant RVT5105 (Thermo Scientific, Waltham, MA,

USA).

3.6.7. Processamento dos dados

Os dados adquiridos por meio das plataformas desenvolvidas para o

projeto foram processados em softwares especificos para estudos
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metabolémicos. Foram utilizados os softwares Mass Hunter (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) para os estudos metaboldmicos nao
direcionados por GC-MS e para os estudos lipiddmicos a plataforma R, utilizando
o pacote MALDIquanti com adaptacfes desenvolvidas pela equipe de tecnologia

em informatica do Grupo Fleury.

Tais softwares realizaram func¢des de integragéo, deconvolucao de picos,
alinhamento do conjunto de dados, correcao de diferenca de massa e deteccéo
dos picos e ions diferencialmente expressos. ApGs o processamento, os dados
foram exportados em tabelas no formato “.xIs” com as respectivas m/z e

intensidades para cada amostra.

3.7. Anéalise estatistica

Os marcadores que estariam independentemente associados a AOS
foram apresentados com as respectivas médias e desvio-padrao, mediana ou
porcentagem quando apropriados, e 0s seguintes testes estatisticos foram

aplicados:

1. As andlises direcionadas (perfil clinico, imunoensaios,
aminoacidos, cortisol e catecolaminas), avaliagéo clinica e bioimpedancia, foram
comparadas as médias e desvio-padrdo entre as amostras/grupo por teste t,
assim como avaliacdo de especificidade e sensibilidade por curva receiver
operating characteristic (ROC) avaliando a area sob a curva (AUC) individual

para cada analito/variavel de estudo.
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2. As andlises nao direcionadas (metabolémica e lipidémica) tiveram
seus dados tratados utilizando métodos de analise discriminante por regressao
dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) conjuntamente em varios marcadores
para avaliar a diferenca entre os grupos de estudo, e uma lista de predicdo de
variavel de importancia (VIP) foi responsavel por apontar os metabdlitos
diferencialmente expressos. Este processamento contou com aplicacao de filtros
analitico e biolégico de 75%, normalizacéo dos dados por escalonamento paretto
e imputacdo de menor valor as lacunas zeradas. Em paralelo, os dados foram
comparados através das médias e desvio-padrao entre as amostras/grupo por
teste t, assim como avaliacdo de especificidade e sensibilidade por curva ROC

avaliando a AUC individual para cada analito/variavel de estudo.

Para ambos os casos, foram considerados significantes os metabdlitos

que apresentaram um p <0,05 para o teste t, e VIP score >2,08384,

Os metabdlitos significantes foram submetidos a correlacdo de Pearson
com marcadores habitualmente utilizados para diagnéstico da AOS (IAH,
saturacdo minima de Oz e tempo total de sono (TTS) <Sat Oz 90%), e 0s
metabdlitos com correlacdo significativamente diferente de zero foram
submetidos a regressao logistica construidos a partir do método Stepwise
Backward segundo o critério de Akaike (AIC)®-®, Foram avaliados os
metabdlitos individualmente e em combinacdo, buscando o melhor perfil de
metabdlitos que descrevesse as alteracdes ocasionadas pela doenga em estudo.
Questionarios usualmente utilizados para diagndéstico da AOS foram levados em

consideracao para a avaliacdo estatistica dos metabdlitos.
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O processamento estatistico foi realizado utilizando a plataforma R e o

software on-line Metaboanalystic 3.0.



4. Resultados
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Um total de 53 participantes foram incluidos no estudo dos 73 individuos
previamente selecionados. Desses 53 participantes, 16 fizeram parte do grupo
sem AOS (IAH <15 ev/h) e 37 do grupo com AOS (IAH =15 ev/h). Os 20
participantes excluidos apresentaram predominio de apneia central
diagnosticada no exame de PSG, idade e IMC nédo pareados, doencas
cardiovasculares assintomaticas e subdiagnosticadas ou praticavam atividades
fisicas regularmente. Dos 25 participantes pré-diagnosticados com baixo risco
para a AOS por meio do questionario de Berlim, apenas 11 tiveram seu
diagnéstico comprovado apés o exame de PSG permanecendo no grupo sem
AOS, enquanto que 14 foram diagnosticados com alto risco por PSG, passando
a compor o grupo com AOS. O mesmo ocorreu aos pacientes pré-selecionados
com alto risco. Dos 38 encaminhados a PSG, 10 foram excluidos conforme
citado anteriormente e 5 apresentaram baixo IAH sendo classificados como sem
AOS (Figura 5). A amostragem selecionada contava com 3,8% de individuos de

raca amarela, 66% brancos, 9,4% negros e 20,8% pardos.

Alto risco para AOS ou
Baixo risco para AOS diagndstico prévio
29 pacientes 44 pacientes
4 excluidos: 6 excluidos:
1 atividade fisica 4 > 55 anos
regular 1IMC < 40 kg/m?
3 <18 anos 1 doenca cardiovascular prévia
Polissonografia = 25 Polissonografia= 38
—— Presenca de AOS Sem diagnostico 10 excluidos:
i N=14 para AOS bt | IR
L___1 N=5 b === | Predominancia de
e apneia central ou mista

Grupo sem AOS Grupo com AOS
16 participantes (IAH < 15 ev/h) 37 pacientes (IAH 2 15 ev/h)

Figura 5 — Fluxograma de selecéo de pacientes.
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As tabelas de 2 a 7 reportam os resultados obtidos para as analises

quantitativas quando comparados os dois grupos de estudo. Tais analises

englobam:

(a) discriminacéo dos participantes obtida por meio dos parametros de

avaliacdo clinica, exame de bioimpedancia e PSG (Tabela 2), os

dados individuais dos pacientes podem ser vistos no Anexo 5;

Tabela 2 — Avaliacao clinica dos participantes selecionados. Representacao das
médias e desvio-padrao de cada analito dividido por grupo de estudo, junto com
o valor de p obtido, o intervalo de confianca (IC) de 95%, assim como a avaliacdo
da especificidade e sensibilidade (AUC) com IC de 95%. Valores de p <0,05
foram considerados estatisticamente significantes(*).

A Sem AOS Com AOS  Valores

Parametros (n=16) (n=37) de p IC 95% AUC (IC 95%)
Idade (anos) 36+6 3917 0,151 [-7,14;0,81] 0,626 (0,786 - 0,466)
IMC (kg/m?) 30,3+3,5 30,6 +£3,4 0,399 [-2,46;1,79] 0,574 (0,748 - 0,401)
Circunf. de pescoco (cm) 409+24 425+21 0,027~ [-2,92; -0,07] 0,693 (0,869 - 0,518)
Circunf. de cintura (cm) 104,9+9,5 106,1 + 9,7 0,405 [-7,01;4,64] 0,573 (0,746 - 0,401)
Circunf. de quadril (cm) 109,5+9,1 108,2 + 8,5 0,946 [-4,16; 6,81] 0,507 (0,684 - 0,330)
PAS (mm Hg) 123,3+38,1 126,3 + 10,7 0,204 [-8,48; 2,4] 0,611 (0,781 - 0,442)
PAD (mm Hg) 79,6 +7,5 85,7 + 10,7 0,047* [-11,24;-0,86] 0,674 (0,828 - 0,520)
IAH geral (ev/h) 7,4+39 39,1+235 <0,001* [-39,75;-23,61] 1,000 (1,000 - 1,000)
Sat. Minima (%) 88,8+2,8 79,7+75 <0,001* [6,27;11,95] 0,907 (0,991 - 0,823)
TTS ¢/ Sat<90% (%) 0,1+0,1 7,4+119 <0,001* [-11,27;-3,30] 0,930 (0,998 - 0,862)
Massa Muscular (kg) 36,9+27 36,7+5,1 0,727 [-2,04;2,31] 0,531 (0,689 - 0,374)
Massa Gordura (kg) 27,2+ 11,5 29,2+8,2 0,178 [-8,58; 4,57] 0,618 (0,798 - 0,439)
% Gordura 28,7+7,4 30,8+5,9 0,237 [-6,42;2,18] 0,604 (0,783 - 0,424)
AGV (cm?) 115,2+41,3 122,1 + 34,4 0,314 [-31,21;17,40] 0,589 (0,769 - 0,408)
TMB (kcal) 1770,7 £100,8 1765,9+184,1 0,713 [-74,39; 83,98] 0,533 (0,691 - 0,375)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; AGV: &rea de gordura visceral;
IAH: indice de apneia-hipopneia; IC: intervalo de confianga; IMC: indice de massa
corpérea; PAD: pressao arterial diastélica; PAS: pressao arterial sistélica; TMB: taxa
metabdlica basal; TTS: tempo total de sono.
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(b) avaliacéo do perfil clinico (Tabela 3) e marcadores analisados por kits
de imunoensaios (Tabela 4), os dados individuais dos pacientes

podem ser vistos no Anexo 6 e 7, respectivamente;

Tabela 3 — Avaliacdo dos exames de perfil clinico dos participantes selecionados
realizados por exames do portfolio do Grupo Fleury. Representacdo das médias
e desvio-padréo de cada analito dividido por grupo de estudo, junto com o valor
de p obtido, o intervalo de confianca (IC) de 95%, assim como a avaliacdo da
especificidade e sensibilidade (AUC) com IC de 95%. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes(*).

Sem AOS Com AOS Valores

SR 0 0
Perfil Clinico (n=16) (n=37) de p IC 95% AUC (IC 95%)

Glicose (mg/dL) 946+96 90,454 0,159 [1,18;9,56] 0,623 (0,804 - 0,442)
Proteina C reativa (mg/dL) 0,27 +0,21 0,32+0,33 0,907 [-0,20;0,10] 0,511 (0,682 - 0,34)
Colesterol total (mg/dL) ~ 184,1+32,4 192,6+26,1 0,265 [-27,53;10,35] 0,598 (0,784 - 0,412)
Colesterol HDL (mg/dL) ~ 40,1+7,8 40,3+113 0,756 [-5,72;5,14] 0,528 (0,697 - 0,359)
Colesterol VLDL (mg/dL)  28,1+17,8 30,7+14,0 0,309 [-12,92;7,77] 0,590 (0,768 - 0,411)
Colesterol LDL (mg/dL) ~ 115,9+24,2 121,8+283 0,318 [-21,42;9,65] 0,588 (0,759 - 0,416)
Triglicérides (mg/dL) 1402 +88,5 153,3+70,0 0,304 [-64,62;38,47] 0,590 (0,768 - 0,413)
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 144,0+32,8 152,3+31,8 0,197 [-28,22;11,63] 0,613 (0,792 - 0,434)

TSH (mu/l) 21+1,1 1,0+0,8 0485 [-0,43;0,89] 0,562 (0,75 - 0,373)
Insulina (mu/) 145+79 155+88 0801 [599;3,96] 0,523 (0,706 - 0,34)
indice HOMA-IR 3,4+1,9 3420 0946 [1,24;1,18] 0,507 (0,693 - 0,321)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de confianga;
HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL:
lipoproteina de densidade muito baixa; TSH: hormdnio tireoide estimulante.

Tabela 4 — Avaliagdo das moléculas quantificadas por imunoensaios dos
participantes selecionados. Representacdo das médias e desvio-padréo de cada
analito dividido por grupo de estudo, junto com o valor de p obtido, o intervalo de
confianca (IC) de 95%, assim como a avaliacdo da especificidade e sensibilidade
(AUC) com IC de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes(*).

Sem AOS Com AOS Valores

i 0, [0)
Imunoensaios (n=16) (n=37) de p IC 95% AUC (IC 95%)
Acidos Graxos Liviese 5, ¢ 5 06+03 0839 [0,18:0,11] 0,519 (0,702 - 0,335)
Totais (nmol)
Adiponectina (ug/mL)  718,9 + 400,8 667,1+373,4 0,498 [-189,38; 293] 0,560 (0,746 - 0,374)
Leptina (ng/mL) 6,3+ 10,7 39+71 0,140 [-3,63;8,47] 0,628 (0,794 - 0,463)

Interleucina-6 (ng/mL) 72,1+ 13,3 68,8 £ 10,9 0,361 [-4,54;11,06] 0,581 (0,772 - 0,390)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de confianca.
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(c) metabolémica direcionada (targeted) realizada por avaliacdo do
cortisol salivar (Tabela 5), catecolaminas urinarias (Tabela 6) e
aminoéacidos no plasma (Tabela 7), os dados individuais dos pacientes

podem ser vistos no Anexo 8, 9 e 10, respectivamente.

Tabela 5 — Avaliagdo do cortisol salivar nos trés periodos de coleta dos
participantes selecionados. Representacdo das médias e desvio-padréo de cada
analito dividido por grupo de estudo, junto com o valor de p obtido, o intervalo de
confianca (IC) de 95%, assim como a avaliacdo da especificidade e sensibilidade

(AUC) com IC de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes(*).

Cortisol  Sem AOS Com AOS  Valores
(ng/dL) (n=16) (n=37) de p IC 95% AUC (IC 95%)
Manhd 239,5+119,8 256,4+ 1855 0,822 [-103,72; 69,89] 0,521 (0,687 - 0,355)
Tarde 67,9 + 40,5 76,8 £ 70,7 0,717 [-40,19; 22,33] 0,533 (0,696 - 0,37)
Noite 33,5 + 40,6 22,8+17,2 0,766 [-11,59; 32,89] 0,473 (0,649 - 0,297)
AQOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: &rea sob a curva,; IC: intervalo de confianga;

Tabela 6 — Avaliacédo de catecolaminas urinarias dos participantes selecionados.
Representacdo das médias e desvio-padrdo de cada analito dividido por grupo
de estudo, junto com o valor de p obtido, o intervalo de confianca (IC) de 95%,
assim como a avaliagéo da especificidade e sensibilidade (AUC) com IC de 95%.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes(*).

Catecolaminas Sem AOS Com AOS  Valores o 0
(Lg/24h) (n=16) (n=37) de p IC 95% AUC (IC 95%)
Noradrenalina 33,3+18,2 40,1+20,8 0,277 [-18,32;4,86] 0,596 (0,771 - 0,422)

Adrenalina 55+5,8 6,4+58 0,289 [-4,46; 2,61] 0,590 (0,752 - 0,427)

Dopanima 1449+81,1 180,4+84,3 0,186 [-85,74;14,65] 0,617 (0,794 - 0,439)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: &rea sob a curva; IC: intervalo de confian¢a;
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Tabela 7 — Avaliacdo de aminoacidos no plasma dos participantes selecionados.
Representacdo das médias e desvio-padrdo de cada analito dividido por grupo
de estudo, junto com o valor de p obtido, o intervalo de confianca (IC) de 95%,
assim como a avaliagao da especificidade e sensibilidade (AUC) com IC de 95%.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes(*).

Aminoacidos Sem AOS Com AOS Valores

(LMD (h=16) (e37) 3o b IC 95% AUC (IC 95%)
Acido aspartico 4,7+ 1,0 51+1,5 0467 [-1,05 0,40] 0,564 (0,734 - 0,395)
gu/?tgri?co 835+225  66,7+245 0,023 [270:30,92] 0,698 (0,847 - 0,549)
Alanina 333,8+61,1 339,7+712 0,723 [-45,07;33,25] 0,532 (0,710 - 0,354)
Aloisoleucina 39+14 34+14 0,378 [-0,42;1,30] 0,578 (0,750 - 0,405)
Arginina 57,6+10,6  63,6+14,1 0,119 [-13,15;1,10] 0,637 (0,803 - 0,471)
Asparagina 36,2 + 4,8 36,0+81 0,691 [3,34;39] 0,535 (0,693 - 0,378)
Citrulina 30,0+ 5,3 206+7,0 0642 [-3,17:3,93] 0,541 (0,703 - 0,38)
Fenilalanina ~ 44,6+16,5  46,3+20,9 0,846 [-12,61;9,13] 0,518 (0,678 - 0,358)
Glicina 208,4+522 2111+41,4 0,574 [-33,11;27,71] 0,550 (0,734 - 0,366)
Glutamina  5852+61,9 633,5+93,7 0,067 [-9243;-4,32] 0,660 (0,812 - 0,509)
Hidroxiprolina 10,4 % 4,0 11,6+4,3 0318 [-3,71;1,27] 0,588 (0,762 - 0,414)
Histidina 69,8 + 10,5 736+68 0215 [-9,82:2,10] 0,609 (0,794 - 0,424)
Isoleucina 848+154  853+165 0,757 [-10,17;9,06] 0,528 (0,710 - 0,346)
Leucina 152,9+24  152,0+24,0 0,946 [-13,82; 15,64] 0,507 (0,695 - 0,319)
Lisina 173,7+342 180,0+31,4 0,342 [-26,80; 14,24] 0,584 (0,757 - 0,411)
Metionina 251+31 26,4+29 0,337 [3,14:0,61] 0,584 (0,754 - 0,415)
Ornitina 81,5+188  80,5+195 0,794 [-10,59;12,69] 0,524 (0,707 - 0,34)
Prolina 200,1+48,8 2057+39 0,611 [-34,11;22,86] 0,546 (0,732 - 0,359)
Serina 100,6 £ 11,2 94,8+182 0,104 [-2,46;14,05] 0,643 (0,794 - 0,492)
Taurina 281+254  28,8+21,6 0,969 [1571;14,23] 0,496 (0,679 - 0,312)
Tirosina 52,4+191  56,5+17,1 0,584 [-1541;7,35] 0,549 (0,728 - 0,37)
Treonina 912+121  93,6+17,5 0,786 [-10,82;6,04] 0,476 (0,639 - 0,312)
Triptofano 71,5+ 11,4 712+84 0,713 [-6,28:6,89] 0,533 (0,733 - 0,332)
Valina 2528+293 2526+37,6 0,698 [-19,24;19,63] 0,465 (0,632 - 0,299)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de

confianca.

A respeito da analise metabolémica por GC-MS, é possivel observar a

diferenca dos grupos por meio do grafico de PLS-DA. A analise dos CQ avaliados

durante o procedimento ndo apresentou diferenca significativa, confirmando a

alta precisao e robustez do método. Na Figura 6 € possivel observar o perfil dos

CQ avaliados em conjunto com as amostras dos grupos com e sem AOS.
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Figura 6 — Avaliacdo por analise discriminante por regressao dos minimos
quadrados parciais (PLS-DA) em 3D do perfil dos controles de qualidade (azul)
em conjunto com as amostras dos grupos com apneia obstrutiva do sono (AOS
(verde) e sem AOS (vermelho) adquiridos durante a andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

As areas dos padrdes internos adicionados as amostras foram também
avaliadas como outro critério de CQ e foram observadas variaces inferiores a
20% para todas as replicatas analisadas. A Figura 7 mostra a separagcao dos
grupos com uma acuracia de 70,7% para os metabdlitos analisados por GC-MS,

validada pelos modelos R2 (0,9933) e Q2 (0,6551).
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Figura 7 — Grafico de escores do modelo de analise discriminante por regressao
dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) dos metabdlitos significativos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) do grupo
sem AOS (A) e com AOS (+).

Os metabdlitos responsaveis por essa distingdo foram avaliados
estatisticamente por meio dos testes t e VIP score e foram considerados
significantes aqueles que, quando comparados entre os grupos de estudo,
apresentaram um valor de p <0,05 concomitantemente com um VIP >2. A Tabela
8 descreve os metabdlitos que apresentaram significancia estatistica entre os
grupos. Nela estdo representadas as médias das areas absolutas e os
respectivos desvio-padrdo de cada metabdlito, assim como os valores de
discriminagéo estatistica dentro de IC de 95%. No Anexo 11 é possivel visualizar

todos os metabdlitos avaliados pela plataforma de GC-MS.
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Tabela 8: Identificacdo dos metabdlitos significativamente alterados obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) apos
analise estatistica.

Sem AOS Com AOS Valores

Metablitos e e aen IC 95% AUC (IC95%)  VIP
6-deoxi-D-glicose 26+18 44+25 0021 [-2,96,-0,48] 0,694 (0,834 - 0,555) 2,637
Glutamina 650+31,1 62,7+25 0008 [-14,91;21,38] 0,732 (0,883 - 0,582) 2,806
2’G'Efg%r]'l')'::lg:’72'.‘_"'3?3:%?:2”0'0 92+32 102+34 0021 [-3,06;0,95 0703 (0,854-0,551) 3,046
5,5'-Biphthalide 22+19 16+21 0019 [0,67;1,70] 0,702 (0,859 - 0,544) 2,229
Acido 9-hexadecendico ~ 73,3+13,2 77,4+13,7 0011 [12,34;3,98] 0,720 (0,875 - 0,565) 2,837
Acido araquidénico 73+25 101+11,9 0036 [-6,87:139] 0,682 (0,827 - 0,538) 2,381

AQOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de confianca; VIP:
predicdo de variavel de importancia.

O estudo lipiddmico contou com processos experimentais mais laborosos,
com fracionamento por cromatografia em fase normal e posterior andlise por
MALDI-MS. A analise dos CQ adquiridos durante o experimento ndo apresentou
diferencas ao serem avaliados por PLS-DA (Anexo 12). A reprodutibilidade e
robustez do método foram também avaliados por meio da analise de pool de
amostras descaracterizadas. A Figura 8 mostra a separacdo das fracdes
lipidicas coletadas em triplicata a partir de um pool de amostras
descaracterizadas sendo possivel observar que ndo houve coeluicdo das

fracbes no método cromatografico desenvolvido.
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Figura 8 — Grafico de escores do modelo de analise discriminante por regressao
dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) mostrando a eficiéncia da separacéo
das fracBes de lipidios por cromatografia liquida de um pool de amostras de
plasma extraido em triplicata. Fn identifica as fracdes coletadas, onde o n é o
namero da fracao.

Para a deteccao e identificacdo das classes por MALDI-MS, o método foi
desenvolvido utilizando aquisicdo dependente de dados, no qual o perfil de
fragmentacao dos lipidios presentes em cada fracdo foi monitorado e confirmado

com padrdes de alguns lipidios disponiveis comercialmente (Tabela 9).
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Tabela 9 — Perfil de fragmentacdo por espectrometria de massas sequencial
(MS?) observado para as classes de lipidios analisados e validados para o
meétodo de fracionamento por cromatografia em fase normal.

Classes de lipidios fons produtos caracteristicos

PCe LPC m/z 184 m/z 125 m/z 60 m/z 86

PE e LPE M-141 m/z 164 M-43
PI m/z 283 m/z 287
PS M-184 M-87 M-179
SM m/z184 m/z 125 [M+Na]* - 183 [M+Na]*-N(CH3)3
Cer m/z 264 m/z 165
PA Apenas ions precursores
CL Apenas ions precursores
TG m/z 144 m/z 57 m/z 189

Cer: ceramidas; CL: cardiolipinas; LPC: lisofosfatidilcolina; LPE:

lisofosfatidiletanolamina; M: massa do composto; Na: sddio; PA: acido fosfatidico; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; SM:
esfingolielina; TG: triglicérides.

A analise das amostras no estudo lipidémico foi realizada ap6s a avaliacao
dos CQ e foi possivel visualizar a separacdo dos grupos nas diferentes fracdes
coletadas por LC off-line (Anexo 13). Os lipidios responsaveis por essa distincéo
foram avaliados por meio do teste t e VIP score assim como na andlise
metabolémica e a significancia foi atribuida do mesmo modo. A Tabela 10
descreve os lipidios que apresentaram significAncia estatistica com respectivas
médias das intensidades de cada analito normalizadas ap6s o processamento e
desvio-padrao, assim como os valores de discriminacdo estatistica com IC de

95%.
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Tabela 10 - |Identificacdo dos lipidios estatisticamente significantes
responsaveis pela distingdo dos grupos de estudo. Representacdo das médias
e desvio-padrdo das areas normalizadas de cada analito dividido por grupo de
estudo, junto com o valor de p obtido e o VIP score, o intervalo de confianca (IC)
de 95%, assim como a avaliacdo da especificidade e sensibilidade (AUC) com
IC de 95%. Valores de p <0,05 e VIP >2 foram considerados estatisticamente
significantes.

o Sem AOS Com AOS Valore VIP
Lipidios (n=16) (n=37) s de p IC 95% AUC (IC 95%) score
DG(45:8) 0,17+0,05 0,14+0,03 0,022 [-0,14; 5,23] 0,699 (0,875-0,523) 2,016

Cer(d18:1/16:0) 0,24+0,05 0,27+0,04 0,044 [-5,63; 0,13] 0,676 (0,836 - 0,515) 2,540
PA(35:2) 0,14+0,02 0,13+0,02 0,064 [-0,05; 2,42] 0,662 (0,828 - 0,497) 3,780
PE(36:5) 0,18+ 0,07 0,25+0,10 0,023 [-11,69; -1,50] 0,698 (0,850 - 0,545) 3,426
PE(35:1) 0,15+0,09 0,22+0,11 0,018 [-12,92;-1,30] 0,704 (0,856 - 0,553) 3,516
PE(38:6) 0,17+0,11 0,26+0,15 0,032 [-16,44; -1,46] 0,688 (0,842 - 0,535) 3,893
PE(38:5) 0,16 £0,13 0,27+0,16 0,019 [-18,93;-2,04] 0,705(0,858 - 0,552) 4,301
PE(37:3) 0,17+0,09 0,25+0,13 0,018 [-14,44;-1,74] 0,704 (0,857 - 0,552) 3,768
PE(37:2) 0,19+0,13 0,29+0,17 0,024 [-18,77;-1,78] 0,696 (0,850 - 0,542) 4,180
PE(39:4) 0,12+0,06 0,16 +0,07 0,040 [-8,25; -0,67] 0,679 (0,838 - 0,52) 2,749
PC(33:3) 0,88+0,33 0,74+0,29 0,030 [-4,92; 34,14] 0,694 (0,850 - 0,539) 3,761
PC(36:4) 164+0,36 1,49+0,34 0,021 [-6,86; 36,31] 0,706 (0,860 - 0,551) 3,548
PC(35:5) 1,09+0,24 0,98+0,23 0,019 [-4,39; 24,70] 0,709 (0,865 -0,554) 2,974
PC(34:0) 0,93+0,29 0,79+0,26 0,022 [-4,41; 30,31] 0,704 (0,856 - 0,551) 3,505
PC(37:7) 0,85+0,19 0,79+0,19 0,074 [-5,24; 17,79] 0,661 (0,817 -0,505) 2,055
PC(37:6) 1,08+ 0,24 0,98+0,23 0,030 [-4,86; 24,70] 0,694 (0,852 - 0,537) 2,883
PC(36:1) 1,00+0,19 0,91+0,22 0,037 [-3,62; 21,58] 0,687 (0,833-0,541) 2,730

SM(d18:1/12:0) 0,24+0,09 0,30+0,08 0,025 [-12,35;-1,06] 0,694 (0,860 - 0,529) 2,449

SM(d18:1/24:0) 0,25+0,09 0,31+0,05 0,038 [-10,78; -0,46] 0,681 (0,855 - 0,507) 2,304

SM(d18:1/26:1(172)) 0,28 +0,09 0,33+0,04 0,058 [-10,50; 0,16] 0,666 (0,84 - 0,491) 2,157
LPC(27:1) 0,18+ 0,05 0,22+0,05 0,008 [-7,41; -1,27] 0,730 (0,882 -0,578) 2,955
LPC(27:0) 0,24+0,09 0,29+0,09 0,051 [-10,90; -0,10] 0,671(0,828-0,513) 2,837

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; Cer: ceramidas; DG:
diacilglicérides; IC: intervalo de confianga; LPC: lisofosfatidilcolina; PA: acido
fosfatidico; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; VIP: predicdo de variavel de
importancia.

Os questionérios de pré-selecdo aplicados habitualmente no diagndstico
prévio para a AOS (NoSAS escore e questionario de Berlin) também foram
avaliados estatisticamente. Os resultados podem ser vistos na Tabela 11 a qual
reporta valores estatisticos para alto risco de predisposi¢céo para a AOS com 0s

respectivos valores de p e AUC para o diagnéstico da AOS.
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Tabela 11 — Resultado estatistico para alto risco de predi¢cdo para a
apneia obstrutiva do sono (AOS) a partir de questionarios de pré-selecao
habitualmente aplicados e a presenca subjetiva de ronco. Representacédo das
médias e desvio-padrdo junto com o valor de p obtido, assim como a avaliagdo
da especificidade e sensibilidade (AUC) com IC de 95%. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes(*).

Sem AOS Com AOS  Valores 0
(n=16) (n=37) de p AUC (IC 95%)
Berlim (alto risco) 5/16 (31,2%) 23/37 (62,2%) 0,077 0,655 (0,074 — 0,927)
NoSAS 9+3(n=16) 11+2(n=37) 0,003* 0,724 (1,102 -1,774)

Presenca deronco 11/16 (68,8%) 35/37 (94,6%) 0,035* 0,629 (1,491 —61,319)

AOS: apneia obstrutiva do sono; AUC: area sob a curva; IC: intervalo de confianca.

As variaveis estatisticamente significantes foram submetidas a correlacéo
de Pearson junto aos marcadores de gravidade da AOS (IAH, saturacdo minima
de Oz e TTS < Sat de O2 90%) (Tabela 12 e 13) e aqueles que apresentaram
uma correlacéo significativamente diferente de zero foram selecionados para a

geracdo dos modelos de regresséo logistica®.

Tabela 12 — Correlacdo de Pearson junto aos marcadores de gravidade da
apneia obstrutiva do sono (AOS) para os metabdlitos significantes proveniente
das analises metabolémicas e avaliacdo clinica.

Sat TTS < Sat Oz

IAH minima O; 90%
IAH 1,000
Sat minima O -0,741* 1,000

TTS < Sat O, 90% 0,782* -0,861* 1,000
Circunferéncia de pescogo 0,299* -0,345* 0,429*
Presséo arterial diastélica 0,200 -0,061 0,106
Acido glutamico -0,224 0,102 -0,068
Glutamina 0,365* -0,392* 0,403*
2,6-DifeniI_-ll,7:dihidr9qipirrolo[2,3- -0,153 0.209 -0,209

b:3',2'-e]pyridina
Acido 9-Hexadecendico 0,196 -0,267 0,163
6-deoxi-D-glicose 0,351* -0,209 0,203
5,5'-Biftalato -0,275* 0,187 -0,269
Acido araquidénico -0,310* 0,397* -0,204

*Correlacgédo significativamente diferente de zero.

IAH: indice de apneia-hipopneia; Sat: saturacdo; TTS: tempo total de sono
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Tabela 13 — Correlacdo de Pearson junto aos marcadores de gravidade da
apneia obstrutiva do sono (AOS) para os lipidios significantes proveniente das

analises lipidémicas.

IAH Sat minima TTS < Sat O3
O, 90%
IAH 1,000*
Sat minima O -0,741* 1,000*

TTS < Sat O, 90% 0,782* -0,861* 1,000*
DG (45:8) -0,269 0,257 -0,308*
GlcCer (d18:1/16:0) 0,266 -0,119 0,152
PA (35:2) -0,384* 0,392* -0,395*

PE (36:5) 0,254 -0,170 0,129

PE (35:1) 0,279* -0,153 0,110

PE (38:6) 0,242 -0,138 0,095

PE (38:5) 0,258 -0,150 0,133

PE (37:3) 0,259 -0,147 0,099

PE (37:2) 0,252 -0,171 0,130

PE (39:4) 0,254 -0,144 0,088

PC (33:3) -0,211 0,114 -0,066

PC (36:4) -0,246 0,190 -0,227

PC (35:5) -0,239 0,184 -0,212

PC (34:0) -0,211 0,141 -0,107

PC (37:7) -0,297* 0,112 -0,180

PC (37:6) -0,400* 0,247 -0,267

PC (36:1) -0,253 0,137 -0,099

SM (d18:1/12:0) 0,328* -0,183 0,094
SM (d18:1/24:0) 0,242 -0,227 0,178
SM (d18:1/26:1(172)) 0,106 -0,191 0,064
LPC (27:1) 0,229 -0,107 0,167
LPC (27:0) 0,145 0,027 -0,007

*Correlagao significativamente diferente de zero.

DG: diacilglicerol; IAH: indice de apneia-hipopneia; LPC: lisofosfatidilcolina; PA: &cido

fosfatidico; PAD: pressdo arterial diastdlica; PE:

fosfatidiletanolamina; PC:

fosfatidilcolina; Sat: saturagédo; SM: esfingomielina TTS: tempo total de sono.

Os modelos de regressao logistica foram construidos levando em

consideracdo os questionarios de diagndstico com acréscimo dos metabdlitos

significantes. Para selecdo do melhor modelo responsavel por explicar a AOS,

foi utilizado o método stepwise backward por critério de Akaike (AIC)%. Os

modelos de regressdo logistica selecionados que descreveram o perfil de
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metabdlitos com maior especificidade e sensibilidade para diagnostico da AOS

podem ser vistos nas Tabelas 14 (analise metabolémica) e 15 (analise

lipiddbmica). Na Figura 9 estdo apresentadas as curvas ROC dessas analises. A

avaliacdo da predicdo da AOS por meio dos metabdlitos individualmente

selecionados combinados ao questionario de pré-selecdo NoSAS podem ser

vistos no Anexo 14.

Tabela 14 — Perfil de metabdlitos que combinados ao questionario NOSAS
aumentam a sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da apneia
obstrutiva do sono (AOS).

Coeficiente Erro OR infle(r:ior suplgrior Valorpes de VIF

Intercepto 0,961 1,861 0,605

NoSAS 0,478 0,197 1,613 1,141 2,550 0,015 1,669
Acido glutamico -0,060 0,023 0,942 0,894 0,980 0,009 1,813
Glutamina 0,704 0,922 2,021 0,315 13,191 0,445 1,120
6-deoxi-D-glicose 2,398 1,057 11,006 1,791 126,966 0,023 1,314
Acido araquidénico -1,531 0,975 0,216 0,024 1,254 0,116 1,102
AUC 0,917

AUC: é&rea sob a curva; IC: intervalo de confianca; OR: odds ratio; VIF: Variancia do

fator de inflacdo

Tabela 15 — Perfil de lipidios que combinados ao questionario NOSAS aumentam
a sensibilidade e especificidade para o diagndstico da apneia obstrutiva do sono

AOS.

Coeficiente Erro OR . IC. IC. Valores de VIF

inferior  superior p

Intercepto -9,054 3,976 0,023 NA
NOSAS 1,088 0,436 2,968 1,542 8,732 0,013 4,715
PE (35:1) 0,817 0,366 2,265 1,313 5,779 0,026 4,139
SM
(d18:1/12:0) 0,680 0,281 1,973 1,260 3,919 0,015 2,864
LPC (27:1) 1,169 0,486 3,218 1,540 10,853 0,016 5,146
AUC 0,951

AUC: &rea sob a curva; IC: intervalo de confianca; LPC: lisofosfatidilcolina; OR: odds
ratio; PE: fosfatidiletanolamina; SM: esfingomielina; VIF: Variancia do fator de inflag&o.



Resultados - 53

(a)
1.
12
0
© 10
E]
=
= 050
g o
D
P2
0
AUC=0.724 (95%CI 0.875 - 0.572)
0.x)
|::-| 025 0.50 075 lt,il Sem AOS  Com AOS
| - Especificidade
|.x) 1040
E
g 50
o 3
3 2
E 0.50 3 |
| =
B 3
Z
[
0 '8 0
&
AUC=0917 (95%CI 0,989 - 0.845)
0.0 014
0.00 025 0s0  07s 100
| - Especificidade
(c)
| X | X
s
" 3,
a
v @
:
S 050 =K
g 3
z
)
0 .g 0
&

AUC=0.951 (95%CI 1 - 0.882)

v T 1 T T
0.00 025 03 075 1 00

| - Especificidade

Figura 9: Curvas ROC obtidas ap6s avaliacdo do NoSAS escore (a), com
acrescimo dos metabdlitos estatisticamente significantes ao NoSA escore (b) e
com acréscimo dos lipidios estatisticamente significantes ao NOSAS escore (C).



5. Discussao
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O proposto estudo foi realizado em voluntarios do sexo masculino com e
sem a AOS. Foi avaliado em detalhes o perfil metabdlico destes participantes
gue néo tinham doenca cardiovascular prévia, nao faziam uso de medicacdes e
eram pareados para idade, IMC e composicdo corpoOrea. Dentro deste contexto,
foram identificados 4 metabdlitos no grupo com AOS envolvidos no metabolismo
inflamatorio e glicidico (acido glutamico, glutamina, 6-deoxi-D-glicose e acido
araquidénico) além de 3 lipidios (PE 35:1, SM d18:1/12:0 e LPC 27:1)
responsaveis pelas alteracdes metabdlicas nesses pacientes. Este estudo
confirma achados anteriores de que os questionarios habitualmente usados para
a triagem da AOS nao apresentam um bom desempenho. Dentre eles, o NOSAS
escore foi 0 que apresentou melhor desempenho na identificacdo da AOS,
estando de acordo com o recente estudo de validacédo deste questionario®’. No
entanto, a combinacdo dos metabdlitos selecionados aumentou de forma
expressiva a sensibilidade e especificidade para deteccao da AOS em relacéo
ao questionario NOSAS isoladamente. Estes achados sugerem potenciais
biomarcadores estreitamente relacionados a AOS e geram hipéteses para novos
estudos no intuito de avaliar se estes biomarcadores poderéo ser Uteis para a
predicao do risco cardiovascular e factiveis para melhorar o diagnéstico da AOS.

Para a obtencdo do painel de biomarcadores envolvidos com a AOS
apresentado neste trabalho, este estudo contou com uma fase muito destacada
no desenvolvimento e validacéo de ferramentas da metabolémica®, uma técnica
relativamente recente e nao padronizada entre 0s varios centros. A otimizacéo
dos parametros do método por GC-MS permitiu a detec¢cdo de um maior nimero
de metabdlitos uma vez que foi avaliado, cuidadosamente, qual protocolo seria

mais apropriado para o processo de desproteinizagcdo e recuperacdo dos
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metabdlitos. Por outro lado, o desenvolvimento da plataforma analitica para
separacao e deteccao dos lipidios foi importante para a analise das moléculas
separadas por classe, excluindo possiveis supressdes ibnicas proveniente das
classes lipidicas enddégenas mais abundantes. O desenvolvimento da deteccéo
por MALDI no modo MS2 permitiu a confirmacéo das classes fracionadas para
posterior identificacéo fidedigna das classes quando analisadas no modo MS. O
uso da deteccdo por MALDI permitiu uma analise rapida, conforme discutido
anteriormente, e com o0 uso de matrizes especificas e otimizadas, foi possivel

aumentar o numero de lipidios identificados com erros sub 10 ppm.

Sabe-se que estudar a composicao e alteraces de vias metabdlicas em
humanos requer um tratamento controlado e sistematico, uma vez que qualquer
alteracéo na rotina de coleta, como trajetos diferenciados entre os participantes,
estresse no momento da punc¢do, assim como a variedade da qualidade do
material de coleta, processamento amostral, entre outros, podem levar a
artefatos que comprometem a interpretacdo dos resultados e as conclusdes
obtidas no estudo. Nesse sentido, as fases pré-analiticas bem como a sele¢ao
dos pacientes formam etapas extremamente padronizadas. Os equipamentos e
materiais de coleta e armazenamento foram os mesmos do inicio ao final do
projeto. A escolha de tubos com anticoagulante EDTA para os estudos
metabolomicos e lipidémicos foi tomada devido a reprodutibilidade e estabilidade
reportada por estudos prévios®®, assim como por apresentar menor ruido em
técnicas como espectrometria de massas quando comparados a plasmas
coletados em tubos com heparina®. Desta forma, o conhecimento,

desenvolvimento e a validagéo gerados com esta Tese sera potencialmente util



Discussao - 57

para novas pesquisas na area da metabolémica com multiplas possibilidades de

aplicacao.

Como ja foi mencionado anteriormente, estudos mostram que a AOS é
frequentemente subdiagnosticada e o seu papel na alteracdo metabdlica ainda
ndo estd totalmente definido?®. Os resultados respostados neste estudo
corroboraram com tais informacdes, uma vez que 38% dos participantes
diagnosticados com AOS por meio do exame de PSG (padrdo ouro para
diagnéstico de AOS) foram pré-selecionados com baixo risco quando aplicado o
questionario de sonoléncia de Berlin (AUC=0,6550) — ferramenta utilizada como
triagem para diagnéstico da AOS. A vantagem da facilidade da aplicacao dos
questionarios habitualmente explorados para triagem de pacientes com AOS é
importante, porém o uso deles isoladamente pode nédo selecionar
adequadamente pacientes e controles. Isto é especialmente verdade em um
contexto onde o ronco é um relato de terceiros (familiares, companheiros e
companheiras, etc.) e sintomas como a sonoléncia ndo estao sempre presentes.
Além do questionario de Berlin, o questionario NOSAS e a presenca de ronco
foram aplicados (Tabela 11). Apenas o questionario NOSAS apresentou uma
melhor significAncia e resultados mais concordantes com o exame de PSG,
mesmo que com sensibilidade e especificidade limitadas para diagnéstico
(AUC=0,7240) quando comparados com o IAH resultante do exame de PSG
(AUC=1,000). A presencga subjetiva de ronco foi especifica em 94,6% dos casos
com AOS, mas em 68,8% dos casos sem AOS. Estes dados sugerem que novas
formas de melhorar a triagem da AOS para realmente selecionar pacientes que
vao para a PSG, um exame de custo relativamente elevado e com longas filas

de espera, sdo necessarios.



Discussao - 58

Evidéncias crescentes apontam para a existéncia de uma desregulacao
metabdlica na AOS, porém, como ja ressaltado, muitos mecanismos ainda sao
desconhecidos e alguns trabalhos sdo inconsistentes. Por exemplo, ndo ha
consenso na literatura se a AOS esta independentemente associada com um
perfil metabdlico alterado®®. Neste estudo, o qual envolveu pessoas jovens do
sexo masculino e sem comorbidades, o perfil lipidico e glicidico usado na pratica
clinica ndo apresentou diferencas entre os grupos. Diante da plausibilidade
bioldgica que respalda a relacéo entre a AOS e as alteracdes metabdlicas, estes
achados podem ser um reflexo da relativa pouca exposicdo dos pacientes aos
efeitos da AOS. Da mesma forma, outros marcadores importantes de estresse e
estado inflamatério como catecolaminas, cortisol, adiponectina, leptina e IL-6
também nao apresentaram resultados significativos apesar da tendéncia
encontrada na diferenciacdo dos grupos (Tabelas 4 a 6). No entanto, os dados
gerados com as analises metabolémicas (incluindo a lipidémica) confirmam a
maior sensibilidade desta técnica em detectar alteracfes precoces na AOS néao
observadas nos exames usados na pratica clinica atual. A importancia da
deteccdo precoce justifica-se por evidéncias recentes de que o0s impactos
cardiovasculares causados pela AOS podem nao ser reversiveis com posterior
tratamento da AOS®. Um estudo randomizado mostrou que o tratamento da
AOS néo reverteu as doencas cardiovasculares pré-existentes nos pacientes do
estudo®l. Com isso, a necessidade de explorar marcadores precoces para a
AOS, assim como potenciais vias metabdlicas pelas quais a AOS aumenta o
risco cardiovascular torna-se imprescindivel.

A baixa concentracéo de oxigénio observada durante eventos de apneia,

devido a hipodxia intermitente, faz com que mecanismos de suporte a falta de
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oxigénio sejam ativados®?. Enzimas que requerem oxigénio para ativacdo S&o
O0timos sensores desta condicdo, assim como canais de ions sensiveis ao
oxigénio e vias de transporte de elétrons®®. O fator de transcricdo mais
importante envolvido na resposta celular a hipoxia € o fator de indugéo a hipoxia
(p.e.: HIF-a)%9%, Quando ativado, HIF-a aumenta a atividade enzimatica
glicolitica alterando o metabolismo e o transporte da glicose®. Um estudo
realizado por He et al®® mostrou um aumento na expressdo enzimatica do
metabolismo da glicose sob condicbes de hipdéxia quando comparados a
condicBes aerdbicas em células pancreéticas cancerigenas em proliferacdo e
apoptose. A ativacdo das enzimas glicoliticas, assim como o aumento de sua
concentracdo, acarretam no aumento dos niveis de glicose e de moléculas
analogas presentes nas vias metabdlitcas®’. No nosso estudo, foi observado um
aumento na concentracdo de 6-deoxi-D-glicose (6-DOG), molécula analoga a
glicose?-%8, 6-DOG, também conhecido como D-quinovose, é classificado como
um monossacarideo ndo metabolizado. Sabe-se que a AOS esta associada a
um desequilibrio entre a producédo de oxidantes e a atividade antioxidante®. Esta
superabundancia de oxidantes pode estar associada a etiologia multifatorial de
distirbios metabdlicos, incluindo a resisténcia a insulina. De fato, a AOS esta
associada a resisténcia a insulina'®. Mecanismos adicionais e implicacdes
clinicas sobre niveis mais elevados de 6-deoxi-D-glucose na AOS néo estédo
claros, porem os achados neste estudo tém plausibilidade bioldgica para esta

associacao.

O estudo também apontou para muitas moléculas envolvidas em vias
inflamatorias agregando valor a hipétese de que a AOS promove um estado

inflamatorio que pode ser parcialmente explicado pelo aumento do risco
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cardiovascular observado em pacientes com tal comorbidade?*. Sob baixas
concentracfes de oxigénio, como por exemplo em evento de isquemia do
miocardio, o déficit de energia e as falhas de membrana ocorrem devido a
mudancas das concentracdes de sodio e potassio intra- e extracelular, assim
como por um afluxo de calcio'®l. Embora as altas concentracdes sistélicas de
calcio possam alterar diversas funcdes intracelulares, a ativacdo de enzimas
fosfolipases (p.e. fosfolipase Al (PLAL), A2 (PLA2) e C (PLC)) é considerada a
condic&o mais prejudicial sob hip6xial®t. Um estudo desenvolvido em Chicago!®?
mostrou a correlacdo da ativacdo da enzima PLA2 em criancas portadoras de
AOS e obesas com a presenca da disfuncdo endotelial. Em paralelo, outro

estudo mostrou que o tratamento da AOS promove a inibicdo da PLA2103,

Sabe-se que a PLA2 é uma importante enzima no reparo e
remodelamento de membranas celulares e estdo envolvidas na sintese das
moléculas de sinalizacdo lipidica por hidrélise da ligacdo éster sn-2 dos
glicerofosfolipidios, formando &cidos graxos de cadeia longa e lisofosfolipidios!®?
(Figura 10). Tal reacao corrobora com os resultados deste estudo, uma vez que
0 grupo sob hipdxia (com AOS) apresentou elevadas concentracbes de LPC e
acido araquidénico e diminuicdo das concentracdes de PC, como observado na
Tabela 10. O acido araquidonico livre resultante da ativagdo da enzima PLA2
pode servir como substrato para sintese de ciclo-oxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-
2) para geracdo de prostaglandina E2%4, a qual acredita-se estar envolvida nos
mecanismos que regulam a resisténcia vascular, isquemia miocardica,
miocardites e outras doencas cardiovascularesi®. Por outro lado, estudos

realizados em células gliais mostraram que o acido araquiddnico é responsavel
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por uma lenta inibicdo do acido glutamico — principal neurotransmissor excitatorio

no cérebrols,
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Figura 10 — Sintese de moléculas de sinalizacao lipidica por ativacdo da enzima
fosfolipase A2.

Outro aminoécido inibido em nossos resultados foi a glutamina. Assim
como o acido glutamico, a glutamina vem sendo constantemente reportada como
marcador para diversos tipos de cancer por ser uma fonte crucial de nitrogénio,
substrato para a rapida proliferacdo celularl®’. Sabe-se que a glutamina é
considerado o aminoacido mais abundante no sangue e, assim como a glicose,
contribui para a producdo de energia em processos anabolicos por meio da
glutamindlise no ciclo de Krebs!%8109 Além disso, ela é tida como precursor e
produto de importantes vias metabdlicas'®®. Vale ressaltar também que sua
variacdo bioldgica, assim como o acido glutamico, é demasiada grande, e sua
capacidade de ciclizacdo em &cido piroglutamico, frente a artefatos analiticos, é
constantemente presente, tornando seu estudo peculiar. Por isso, sinalizar
apenas uma via responsavel pela sua inibicdo é uma tarefa dificil, cabendo a nés

apenas a sinalizacdo da sua inibicdo em baixas concentragfes de oxigénio.
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Assim sendo, sua inibicdo junto a demais alteracbes metabdlicas observadas,

elevam a especificidade e sensibilidade ao diagnoéstico da AOS.

Outra classe de moléculas envolvida na resposta a hipoxia sdo os
esfingolipidios e sua respectiva via de ativacdo. Essas moléculas estéo
fortemente associadas com a resposta inflamatéria sendo constantemente
observadas em lesdes ateroscleréticas!'®. Elas também estdo envolvidas nos
processos de apoptose celular por acédo de citocinas proé inflamatérias, como por
exemplo TNF-q, interleucina-1, e altas concentracdes de colesterol LDL oxidado,
as quais sao ativadas por meio da enzima esfingomielina sintase (SMase, do
inglés “sphingomyelin synthase”) associado a membrana celular'!l, Uma das
possibilidades de vias para a sintese dos esfingolipidios é a do “metabolismo dos
esfingolipidios” 110-111, H4 estudos que mostram que dependendo da severidade
da hipdxia pode-se encontrar aumento nas concentracdes de ceramidas e
esfingolipidios devido a ativacéo da enzima SMase, além do aumento nos niveis
de esfingosina-1-fosfato (S1P) e etanolaminas''!. Nosso estudo corrobora com
tais relagbes de concentragéo dos analitos uma vez que foi mostrado elevadas
concentragcbes de ceramidas e esfingomielinas assim como de
fosfatidiletanolaminas no grupo com AOS. A Figura 11 descreve uma proposta
da ativacédo da via do “metabolismo dos esfingolipidios” por meio da AOS. Os
achados sugerem: a AOS (e seus componentes) ativam a coenzima A palmitoil,
a qual é responsavel pela sintese de acidos graxos insaturados na posi¢éo 9
(p.e. acido 9-hexadecendico, subsequentemente aumentado no grupo com
AOS)'2, Sequencialmente, pudemos observar um aumento nos niveis de

ceramidas e fosfatidiletanolaminas dando continuidade a ativacdo da via sob



Discussao - 63

hipoxia, e para finalizar, o aumento nos niveis de esfingomielina sugeririam a

ativacdo da atividade enzimatica SMase.
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Figura 11: Proposta teérica de ativacdo da via do metabolismo de esfingolipidio
pela apneia obstrutiva do sono (AOS). Em destaque as moléculas com diferenca
estatistica entre os grupos com e sem AOS, e as enzimas supostamente
influenciadas pela hipoxia.

Este estudo apresentou algumas vantagens e limitacdes que merecem
descrigcéo. Entre as vantagens deste estudo podemos citar: 1) O estudo fez uso
do exame de PSG padrdo, o qual é considerado o método de escolha para o
diagnéstico da AOS; 2) Foram tomados os devidos cuidados em selecionar
participantes pareados para evitar os impactos de fatores de confusdo nas
analises metabolémicas; 3) No contexto analitico, foi empregado plataformas
amplamente utilizadas em estudos metabolémicos e lipidémicos. Entretanto,

algumas limitacGes foram evidenciadas. Primeiramente, o estudo exploratério
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compreendeu um grupo relativamente pequeno de homens jovens sem uso de
medicacOes; esses fatos podem limitar a generalizacdo dos resultados obtidos.
Embora fosse possivel explorar potenciais vias relacionadas a AOS per se, 0s
resultados expostos podem néo ser verdadeiros para o sexo feminino, assim
como para pacientes com comorbidades significantes. Em segundo lugar, esse
estudo trata-se de um estudo transversal, ou seja, henhuma relacdo causa e
efeito pode ser reivindicada nesta investigacéo. Finalmente, compartilhamos da
opinido de que os biomarcadores sao mais Uteis para esclarecimento de vias, na
ajuda a resposta terapéutica (dentro do contexto da chamada medicina
personalizada) e para prever o risco cardiovascular do que para serem
incorporados no diagnéstico da AOS. E bem conhecida a utilidade de exames
objetivos de avaliacdo do sono (polissonografia e poligrafia). No entanto, as
limitaces dos métodos de triagem existentes e as dificuldades da realizacao do
exame objetivo do sono, ja destacadas anteriormente, abrem perspectivas para
novas tecnologias. Neste sentido, o uso do painel de biomarcadores encontrados
neste presente estudo poderia ser potencialmente empregado como método de
triagem alternativos da AOS, apds validacdo dos mesmos por analises
direcionadas. E neste contexto, a dosagem destes marcadores por meio de
meétodos direcionados para aplicacdo na pratica clinica passa a ser factivel
considerando aspectos como custo e tempo de resposta (TAT do inglés
“turnaround time”). Novos estudos s&@o desejaveis para desenvolvimento de

biomarcadores que possam ter multiplas utilidades no contexto da AOS.



6. Conclusao
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Este estudo identificou metabdlitos no plasma significativamente alterados
em pacientes com AOS quando comparados ao grupo sem AOS utilizando
plataformas de analise metabolémica e lipidémica. Foi observado um aumento
nas concentracdes de 6-deoxi-D-glicose, acido araquidénico, LPC (27:1), LPE
(35:1) e SM (d18:1/12:0) no grupo com AOS em comparacao ao grupo sem AOS
e diminuicdo nas concentracdes de acido glutamico e glutamina no grupo com
AOS em comparacao ao grupo sem AOS. Tais metabdlitos estdo relacionados
com vias inflamatérios e glicoliticas. Resumidamente, a ativacdo das enzimas
glicoliticas, fosfolipase e SMase foram suficientes para propor uma resposta a
baixas concentracfes de oxigénio em resposta a hipoxia nos pacientes com
AOS. Foi possivel identificar a partir dos resultados um painel de marcadores,
gue quando avaliados em conjunto com questionario de pré-selecéo para a AOS
(NoSAS) alcancam um poder diagndstico de até 95,1% (AUC) para a AOS. Uma
vez visto que as vias relatadas estdo diretamente relacionadas com potencias
consequéncias cardiovasculares, e que esses marcadores propostos nao séo
explicados no estudo por fatores de confusdo como idade e gordura corporal,
nossos resultados sugerem alguns possiveis biomarcadores para a AOS, que
somados a questionarios simples ja empregados na pratica clinica, podem
agregar valor ao diagnostico de AOS além de predizer potenciais riscos
cardiovasculares e estratégias para a prevencdo das consequéncias

cardiovasculares deste importante disttrbio do sono.



7. Anexos
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Anexo 1. Parecer consubstanciado da comisséo de ética e pesquisa para o projeto apresentado.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA mo
FACULDADE DE MEDICINA DA W
USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
TO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudos metabolomicos da apneia obstrutiva do sono

Pesquisador: Luciano Ferreira Drager Area
Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 21075413.6.0000.0068

Instituicdo Proponente:Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio Fleury S.A
DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 435.626 Data da

Relatoria: 16/10/2013

Apresentacdo do Projeto:
Trata-se de um projeto transversal de comparacdo entre 3 grupos que incluird 45 pacientes. O estudo é clinicamente

relevante e esta adequadamente escrito. O estudo é uma parceria com o Laboratério Fleury

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os perfis metabol6micos de pacientes com apnéia obstrutiva do sono (AOS) com diferentes gravidades.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

N3o hd risco para o paciente porque serdo realizados 2 coletas: a polissonografia e uma coleta de sangue

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa: sem

comentarios adicionais

Consideracdes sobre os Termos de apresentacado obrigatoéria: adequado

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 52 andar
Bairro:  Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: sp Municipio:  SAO PAULO

Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail:  marcia.carvalho@hc.fm.usp.br



Anexos - 69

HOSPITAL DAS CLINICAS DA ma
FACULDADE DE MEDICINA DA W

USP - HCFMUSP

Continuagdo do Parecer: 435.626
Pégina 01 de 02

Recomendacdes: aprovagdo
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: sem
pendéncias

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n2 466/12 ¢ cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme
delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os
demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos
aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f) justificar perante ao CEP interrupc¢ao

do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

SAO PAULO, 25 de Outubro de 2013

Assinador por:
Luiz Eugénio Garcez Leme
(Coordenado)
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Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido aplicado aos participantes do projeto de
pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAC;AO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
N N[ 1Y/
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ..o SEXO: MoFao
DATA NASCIMENTO. ........ [, /...
ENDEREGO ..ooiiiiiiiiiiiiiie ettt a e NO L, APTO: ..o,
BAIRRO: ..o CIDADE ...
CEP:ee e TELEFONE: DDD (............ ) e

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oouiuiiteeeeeeeee ettt ettt ettt a ettt et en et ettt e s ee s san s etesesese e,
NATUREZA (grau de parentesco, tUtor, CUrAAOr B1C.) ..ovviiiieei e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccoooiiieiiiieeieee e SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO.: ...... [ f......

ENDEREGO: ...eiiiiiiiie it ettee ettt e et e e st e e e st e e e e nnte e e e nnneeeeeneeeas NO e APTO: (o
BAIRRO: ...ttt CIDADE: ...t
CEP: TELEFONE: DDD (............ )OO PP PP PPPPPPPPRPPN

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Estudos metabolémicos da apneia obstrutiva do sono

PESQUISADOR: Adriana LEDKUCRHEN. ........uuiiiiiiiiiiicccece e e e e e e e e e e e s s eraeeereaaeeaeas
CARGO/FUNCAO: Pés-Graduanda................ccccevevene...

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de HIiperteNSA0 — INCOT........cuuiiiiieiiiie ettt
PESQUISADOR: Thais Bittencourt de OlIVEIra PirES..........ccocuiiiieiiiiiiiee et e et s e e e s etbaae e e s e atn e e e sarae e e e e s nanbeeens
CARGO/FUNGAO: Médica Preceptora............. INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 131 456.............c..oeceee.
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratorio d0 SON0 — INCOF.......c.cuiiiiiiiiiiieeeiiee ettt
PESQUISADOR: LUCIANO F. DIAQET ... ceiiiteieeitiie ettt ettt ettt ettt e ettt ete e st e e ekt e e s aae e e s rane e e e et bt e anteeesnbeeeanbneenas
CARGO/FUNCAO: Médico Assistente........ INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 95187.......c.cocevevererrnnen,
UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de HIpertenSE0 — INCOF..........uiiiiiiiiiiieeeeiiieee ettt et e e siieaee e e

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4. DURAGAO DA PESQUISA : 4 AN0S.......coeeeeeeeeeeeeeeceeesesasseassssssssssssssessssssssassesesssssssssesssssessseseses sessesasasasssasasanns
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Essas informac@es estdo sendo fornecidas para sua participacao voluntaria neste estudo, que tem por
objetivo avaliar o perfil de diversas substancias metabdlicas no sangue (incluindo o colesterol) em
pacientes com a chamada apneia do sono que sdo atendidos no Instituto do Coracéo (InCor). As pessoas
gue sao portadoras de apneia apresentam roncos a noite, sonoléncia durante o dia, cansago que podem
piorar sua qualidade de vida e de seus companheiros. A apneia do sono é uma doenca comum, mas
pouco diagnosticada e tratada. Para esta pesquisa, também incluiremos pessoas sem apneia do sono
para comparacao dos resultados obtidos.

Para a identificacdo da apneia do sono, vocé serd convidado para realizacdo de um exame chamado polissonografia
(caso o(a) senhor(a) ndo tenham realizado este exame recentemente). Esse exame é a melhor maneira de
diagnosticar a apneia do sono e, além disso, pode detectar outros problemas do sono. A polissonografia é um exame
gue necessita que vocé durma no laboratério do sono aqui no InCor, em um quarto individual, em que um técnico
qualificado irda montar esse aparelho. Colocaremos algumas cintas na regido da barriga e do peito, monitorizaremos
a sua respiracdo e as fases do sono enquanto o(a) senhor (a) estiver dormindo. E um exame feito normalmente na
rotina e que nao lhe causard dor, choque ou algo prejudicial a sua saude.

Apds realizacdo do exame, vocé poderd seguir para suas atividades habituais. Em seguida, um especialista em
medicina do sono vai laudar o exame e marcar uma consulta com vocé para entrega do resultado do exame. Vocé
podera, nesse momento, tirar ddvidas em relacdo ao seu sono. Nesta consulta, o (a) senhor (a) fard uma avaliacdo
médica com medidas de pressao arterial, medidas do peso e da altura. Marcaremos uma data para a coleta de
exames de sangue em jejum.

Beneficios para o participante: Potencialmente poderemos identificar disturbios do sono nos pacientes participantes
desta pesquisa. Em caso positivo, o senhor (a) recebera instrucdes pelos pesquisadores envolvidos nesta pesquisa;

Relagdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode optar: Ndo ha.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr Luciano Drager que pode ser encontrado
no enderecgo do InCor (Av Eneas de Carvalho Aguiar, 44 Telefone(s) 11-26615084. Se vocé tiver alguma consideragdo
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 52 andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20 — e-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo
sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

Existe uma possibilidade de utilizagdo do material bioldgico coletado (sangue) armazenado para ser
utilizado futuramente para novas pesquisas. Para estas novas analises, a confidencialidade sera sempre
respeitada e somente dados clinicos e resultados destes novos exames serdo utilizados. O tempo de
armazenamento do material sera autorizado pela Comissédo de Analise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas (CAPPesq).
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Para fins de conhecimento e decisédo do (a) senhor (a) solicito a gentileza de responder a seguinte
pergunta:

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste material doado em outras pesquisas
cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar a cada pesquisa futura na qual serd utilizado com
0 meu material.

(....) NAO. Eu dispenso a autorizacéo futura para cada pesquisa e estou informado(a) que a
Comissdo de Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ira examinar a
nova pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou ndo do material que eu estou doando.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “Estudos metabol6micos da apneia obstrutiva do sono”.

Eu discuti com o Dr. Thais Bittencourt de Oliveira Pires / Dr Luciano Drager / Adriana Lebkuchen

sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sé&o 0s propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagéo é isenta
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento,
antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto):

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo 3 - Testes de gradiente de eluicdo para desenvolvimento do método cromatografico em
fase normal para separacéo das classes de lipidios.

(a) Método 1
Fase A: hexano 50% hidratado*
Fase B: hexano:isopropanol (1:1 v/v)
Fluxo: 0,5 mL/min

Gradiente
Tempo (min) Fase mével B (%)
0al0 0-100
10al2 100-0
12a 16 0

(b) Método 2
Fase A: hexano:isopropanol (1:1 v/v)*
Fase B: isopropanol
Fluxo: 0,5 mL/min

Gradiente
Tempo (min) Fase mével B (%)
0aZ2 50
2ab 100
5a8 50
8al0 50

(c) Método 3
Fase A: hexano:isopropanol (1:1 v/v)*
Fase B: isopropanol
Fluxo 0,5 mL/min

Gradiente
Tempo (min) Fase movel B (%)
0a?2 50
2a6 100
6a8 100
8a8,5 50
8,5a 10 50

(d) Método 4
Fase A: diclorometano
Fase B: metanol + 0,2% acido acético
Fluxo 0,9 mL/min

Gradiente
Tempo (min) Fase mével B (%)
0Oaz2 0
2al0 100
10a 15 100
15a18 0

18a19 0
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(e) Método 5
Fase A: diclorometano
Fase B: metanol + 0,2% acido acético
Fluxo 0,9 mL/min

Gradiente
Tempo (min) Fase mével B (%)

0a25 0

25a45 25
45a8,5 50

8,5a12,5 100

125a17,5 100

17,5a 20,5 0

20,5a 23 0

*500 mL de hexano misturado com silica hidratada, adicionado a 500 mL de hexano puro.
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Anexo 4: Planejamento experimental (DOE) para desproteinizacdo das amostras para as analises

metabolomicas.

Frente a diversidade de solventes e procedimento reportados na literatura para extracéo de
amostras em metabolomica, e tendo em vista que multiplos parametros afetam a estratégia de
extracao, foram aplicados planejamentos fatoriais baseado em design of experiment (DOE). Nessa
técnica, diversos parametros sdo combinados em um Unico experimento e analisados
estatisticamente para revelar a melhor combinacéo de fatores, que neste caso, implica na maior

recuperacdo de metabdlitos e uma remocao eficaz de proteinas.

O DOE foi construido com o auxilio do software JMP Statistics e as condicdes de extracao
incluiam 100 pL de pool de plasma descaracterizado adicionado de 400 uL de solvente organico,
dentre eles: acetona, etanol (EtOH), metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e isopropanol (IPA),
combinados binariamente, e aplicacdo ou ndo de banho de ultrassom por 5 minutos (Tabela 1A).

As extracdes foram realizadas em duplicatas e de forma randomizadas.

Tabela 1A: Combinacao aleatéria das condicbes de analise randomizadas pelo software JMP para
avaliacao do melhor protocolo de extracdo e remocao de proteinas para os estudos metaboldémicos

nao direcionados.

Solvente 1 (200 uL)  Solvente 2 (200 pL)  Ultrassom (5 min)

Acetona Isopropanol Sim
Acetona Etanol Sim
Metanol Isopropanol Sim
Etanol Acetona N&o
Aetonitrila Isopropanol Sim
Metanol Metanol N&o
Isopropanol Acetona N&o
Acetonitrila Acetonitrila N&o
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Acetona
Acetona
Acetona
Isopropanol
Isopropanol
Isopropanol
Isopropanol
Isopropanol
Etanol
Etanol
Acetona
Acetona
Acetonitrila
Isopropanol
Acetonitrila
Etanol
Acetonitrila
Metanol
Acetonitrila
Acetona
Acetonitrila
Metanol
Etanol
Metanol
Metanol
Etanol
Metanol
Etanol
Acetona
Etanol
Acetonitrila

Metanol

Etanol
Metanol
Isopropanol
Metanol
Acetonitrila
Etanol
Acetonitrila
Etanol
Etanol
Acetona
Acetonitrila
Acetona
Metanol
Isopropanol
Metanol
Acetonitrila
Etanol
Acetona
Acetona
Metanol
Etanol
Etanol
Metanol
Acetonitrila
Etanol
Etanol
Acetonitrila
Isopropanol
Acetona
Isopropanol
Acetonitrila

Metanol
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Isopropanol Isopropanol Sim
Acetonitrila Acetona N&o
Acetona Acetonitrila Nao
Etanol Metanol N&o
Acetonitrila Isopropanol Nao
Metanol Acetona N&o
Metanol Isopropanol Nao
Isopropanol Metanol Sim
Etanol Acetonitrila N&o
Isopropanol Acetona Sim

Apos a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10 minutos. Os sobrenadantes
foram transferidos para tubos de aliquota e posteriormente analisados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), e os precipitados foram secos, analisados por

analise gravimétrica e processados pelo software JMP.

As analises por LC-MS foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC) Acquity I-Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA) acoplado a
espectrometro de massas do tipo hibrido (Q-TOF) Synapt G1 (Waters Corporation, Milford, MA,
USA) equipado com fonte de eletrospray operando no modo positivo. O método testado empregou
uma coluna de fase reversa ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 um x 2,1 x 50 mm) a 40 °C e um
gradiente linear exploratdrio partindo de 95% de fase A composta por agua adicionada de 0,1% de
acido féormico em agua até 100% de fase B constituida por ACN adicionada de 0,1% de acido
férmico. 5 pL de amostra foram injetados no sistema cromatografico e o tempo total de andlise foi
de 15 minutos. O processamento das amostras foi realizado pelo software MarkerLynxTM (Waters

Corporation, Milford, MA, USA).

Os resultados processados no software JMP mostraram que a combinagao dos solventes

MeOH:IPA (1:1 v/v) com aplicacdo de banho de ultrassom por 5 minutos foi o mais eficiente na
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desproteinizacdo do plasma (massa proteica pesada de 0,1507 g) (Figura 1A). Foi assumido que
guanto maior o valor de massa do precipitado mensurado pela analise gravimétrica, melhor a

combinacéo de solvente e ultrassom para desproteinizacéo.

Response Proteinas
Prediction Profiler

Proteinas

Desirab ity
018229

ACNH
MeCH- -~
EA0H
Aceiona—
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MeCH]
EX0H
B
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n&o-
j_
025+
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Figura 1A: Graficos da correlagdo de solventes, aplicacdo de ultrassom e analise
gravimétrica na avaliacdo do melhor protocolo de precipitacdo de proteinas para extracdo das

amostras para analises metabolémicas.

Em contrapartida, a andlise por LC-MS da fase organica néo resultou em uma contagem de
ions e lista de m/z destoante entre as condicdes de desproteinizacdo, sendo esta analise

desconsiderada para a escolha do melhor protocolo.
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Anexo 5: Dados individuais da discriminacao dos participantes incluidos no estudo (Continua).

dade IMC média PAS média PAD] IAH geral L. TTS ¢/ Sat <90% | Massa Muscular Massa Gordura % Gordura (Massa
Grupos (anos Raca (ke/m?) CP(cm) CC(cm) C€Q(cm) (mmHg)  (mm/Hg) (ev/h) Sat. Minima (%) (s) (magra) (Ke) (gorda) (kg) Gorda/Total) AVG (cm?) BMR(kcal)
52 Branca 27,66 41,00 100,67 98,7 129 86 28,6 86 3,92 25,1 25,8 36 128,6 1361
46 Negra 30,28 43,33 102,83 105,5 122 69 97,2 74 32,41 44,8 21,5 21,6 85,8 2061
40 Negra 29,46 40,33 102,50 108,0 132 81 27,1 80 3,08 37,8 27,6 29,3 109,2 1805
35 Branca 34,44 41,00 115,67 114,7 120 74 43,2 78 15,17 37,8 35,1 34,4 144,5 1814
49 Parda 26,85 40,83 92,33 96,7 120 84 37 77 14,89 31,9 16 22,2 75,8 1580
29 Branca 36,12 45,17 120,67 123,8 138 91 29,8 80 2,21 44,7 42,7 35,6 150,7 2039
42 Branca 30,87 40,50 114,00 113,0 115 80 19,9 84 0,22 31,9 36,5 38,8 152,8 1612
33 Parda 26,44 42,67 92,67 101,8 127 78 50,5 83 15,70 34,9 16,2 21 66,6 1684
31 Amarela 28,30 40,83 91,23 104,0 128 86 28,2 89 0,06 35 20,6 25,1 84,1 1696
40 Parda 33,85 49,00 106,83 111,3 112 71 31,7 77 8,20 49 26,7 23,8 33,8 2213
28 Branca 33,49 43,00 109,33 106,7 130 73 17,6 83 3,00 31,5 37,5 40,2 154,5 1572
31 Branca 31,40 42,50 116,83 109,5 127 84 87,8 82 3,69 40,6 34,7 32,8 139 1910
48 Parda 27,62 40,67 94,33 100,0 118 77 30,2 60 9,15 27,5 25 33,7 122,4 1429
30 Parda 28,90 41,33 99,83 111,7 129 87 33,3 87 0,18 39,5 24,7 26,3 103,6 1867
53 Negra 28,76 43,00 105,17 105,7 109 73 21,7 82 0,69 33,2 31,3 34,4 143,2 1659
51 Branca 31,23 42,00 107,70 108,3 119 76 49,6 64 37,80 37,2 23,4 26,3 92,7 1787
52 Parda 29,46 42,50 103,67 107,0 154 101 20,2 87 0,59 34,5 25,8 29,6 128,3 1693
42 Branca 25,91 41,00 90,67 98,2 128 86 24 82 0,73 30,8 16,7 23,4 79,9 1549
Com AOS 46 Branca 29,73 41,83 100,17 110,3 131 85 33,4 74 2,39 36,4 28,4 30,8 120,4 1744
36 Branca 27,22 41,50 103,33 112,7 120 81 38,6 74 4,05 32,1 30,6 35 130,2 1596
32 Branca 24,38 41,00 92,50 102,0 115 75 15,9 89 0,10 41,5 30,1 29,5 119,8 1922
33 Branca 30,72 44,20 112,20 107,0 122 80 92,3 71 2,60 41,2 31,6 30,7 131,9 1913
36 Branca 36,00 44,20 116,17 114,3 148 107 58,7 86 1,27 41,4 33,7 31,8 148,4 1932
38 Parda 34,22 46,33 104,50 109,7 129 79 30,4 73 8,78 35,6 32,2 34,2 142,7 1711
34 Branca 37,75 46,50 130,33 128,0 127 94 16,1 85 8,37 45,6 51,4 39 197,6 2111
42 Branca 31,99 43,20 116,20 78,3 136 89 19,2 83 2,88 36,9 40,3 38,4 163,5 1768
29 Branca 32,64 42,33 114,60 117,5 130 121 18,1 78 2,13 35,6 35,8 36,5 139,9 1715
47 Branca 28,96 43,00 107,70 108,0 128 97 95,2 72 57,12 40,3 22,4 24,1 98,6 1895
45 Branca 31,12 42,30 104,50 105,8 140 94 40,8 85 2,85 36,4 27,1 29,8 113,6 1750
44 Parda 29,51 43,00 109,30 106,3 133 90 33,1 70 6,26 34,9 27,3 30,7 126,8 1702
39 Branca 36,41 46,17 116,83 114,0 94 99 21,5 87 0,62 34,9 39,2 38,8 171,3 1703
31 Branca 30,02 42,33 105,00 109,8 127 82 31,8 64 1,57 35,4 25,6 29,1 114 1718
44 Parda 24,07 38,30 90,30 105,7 133 89 20,1 89 0,00 33,6 15,1 20,4 65,8 1642
33 Branca 32,96 41,20 120,30 125,2 134 9% 79,0 79 16,11 42,3 37,9 33,6 150,9 1991
37 Branca 33,87 41,20 113,00 110,70 133 91 41,3 83 0,31 34,1 33,8 36 142,5 1669
35 Branca 27,65 39,70 100,00 108,00 119 78 21,2 90 0,00 41,0 18,6 20,7 82,5 1912
36 Parda 31,72 42,00 102,33 106,2 119 86 62,7 82 3,17 32,3 33,1 36,5 160,8 1613
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Anexo 5: Dados individuais da discriminacdo dos participantes incluidos no estudo (continuacao).

Idade IMC média PAS média PAD| IAH geral L. TTS ¢/ Sat <90% | Massa Muscular Massa Gordura % Gordura (Massa
Grupos Raga CP(cm) CC(cm) CQ(cm) Sat. Minima (%) AVG (cm?) BMR(kcal)
(anos (kg/m?) (mmHg) (mm/Hg) (ev/h) (s) (magra) (Kg) (gorda) (kg) Gorda/Total)
34 Branca 27,49 37,83 90,50 97,7 113 67 0,2 90 0,01 37,3 13,4 17,2 52,6 1765
51 Amarela 27,18 40,50 99,50 98,2 118 84 9,2 81 0,20 34,4 19,4 24,3 78,5 1678
47 Negra 28,86 39,50 97,17 105,0 119 76 6,5 89 0,07 35,5 18,2 22,5 88,6 1727
34 Branca 28,54 42,83 101,17 106,2 125 84 10,3 85 0,36 40,6 21,9 23,5 92,4 1906
35 Branca 26,21 39,00 99,50 104,0 123 75 13,6 89 0,04 36,7 20,6 24,1 90,3 1770
32 Parda 28,09 42,17 100,83 103,3 123 77 11,3 88 0,14 37,4 26,1 28,4 110,6 1793
29 Branca 34,07 44,33 109,33 114,2 131 78 2,3 90 0,00 32,9 36,8 38,7 160,9 1628
Sem AOS 35 Branca 29,33 38,17 100,83 111,0 127 84 11,1 88 0,05 34,2 27,9 31,7 120,6 1669
38 Branca 32,13 43,17 110,67 111,2 130 85 9,2 89 0,10 33,9 17,4 22,5 84,4 1658
35 Branca 29,28 41,30 104,67 107,7 114 69 9,9 91 0,00 40,9 24 25 100,4 1925
39 Branca 39,90 46,00 129,17 136,7 140 91 8,0 89 0,09 42,5 58,6 44,1 219,1 1977
29 Negra 33,24 40,80 109,83 112,2 117 71 4,1 90 0,00 36,7 33,7 34,1 144,5 1780
32 Branca 28,65 37,50 103,50 106,5 112 77 4,3 91 0,00 37,4 21,8 25 101,9 1779
30 Branca 28,81 40,50 99,17 110,0 118 77 11,2 87 0,12 37,5 24,6 27,3 107,4 1783
41 Branca 28,67 39,50 102,00 109,8 129 86 4,9 91 0,00 33,9 26,6 30,7 117,6 1670
35 Branca 33,76 42,30 121,00 119,0 134 93 2,8 93 0,00 38,1 44,8 40 172,9 1823
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Anexo 6: Concentracdes dos analitos utilizados para discriminacao do perfil clinico para cada
participante incluido no estudo

. Colesterol Colesterol Colestero Colesterol _ . .. | . Colesterol i
Glicose PCR Triglicérides TSH Insulina
Grupos me/dL (mg/dL) total HDL | VLDL LDL (me/dL) nao-HDL (mU/l) (mU/1) HOMA-IR
(mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
91 0,23 189 39 27 123 133 150 1,8 12 2,7
97 0,42 158 36 15 107 73 122 1,5 7 1,7
102 0,26 195 33 31 131 157 162 1,4 13 3,2
93 0,27 171 47 19 105 93 124 4,0 8 1,8
89 0,04 209 45 21 143 103 164 1,8 4 0,9
90 1,43 195 43 13 139 66 152 2,3 17 3,7
84 0,33 181 39 29 113 143 142 2,3 9 1,8
89 0,19 170 46 24 100 118 124 1,6 13 2,8
89 0,05 182 43 37 102 186 139 1,5 14 3,0
85 0,03 189 62 11 116 56 127 1,4 11 2,3
86 0,37 181 57 26 98 130 124 3,7 24 5,0
100 0,29 218 31 54 139 268 187 3,2 24 5,9
92 0,29 203 32 33 138 163 171 1,1 11 2,5
102 0,05 202 45 20 137 98 157 1,0 12 3,0
92 0,34 182 52 23 107 115 130 2,0 17 3,8
87 1,49 155 32 25 98 125 123 0,9 9 1,9
86 0,76 213 40 17 156 84 173 0,6 10 2,1
90 0,18 182 45 17 120 83 137 2,1 4 0,9
ComAOS 94 0,38 226 27 70 129 350 199 1,1 11 2,5
89 0,37 197 34 22 141 111 163 1,5 21 4,6
94 0,15 139 45 16 78 82 94 1,7 30 6,9
87 0,26 231 27 48 156 241 204 2,7 30 6,4
86 0,07 133 85 23 25 115 48 1,8 8 1,7
79 0,37 208 42 24 142 122 166 1,5 18 3,5
95 0,29 194 34 31 129 155 160 1,8 50 11,6
91 0,21 193 31 33 129 163 162 1,0 10 2,2
82 0,21 190 32 27 131 136 158 0,9 15 3,0
94 0,09 173 33 48 92 242 140 0,8 15 3,4
85 0,33 206 35 36 135 178 171 2,4 25 5,2
88 0,79 192 23 69 100 344 169 2,0 22 4,7
93 0,08 210 44 28 138 142 166 2,1 24 5,5
86 0,05 220 46 35 139 176 174 1,6 11 2,3
95 <0.03 167 33 39 95 197 134 1,9 10 2,3
84 0,42 226 48 21 157 107 178 2,5 13 2,7
96 0,33 246 34 36 176 181 212 2,4 14 3,3
86 0,11 241 41 43 157 214 200 3,7 10 2,1
98 0,25 161 32 45 84 223 129 2,9 18 43
87 0,45 137 35 20 82 99 102 2,3 7 1,5
114 0,16 185 34 47 104 233 151 2,7 15 4,2
114 0,45 237 40 52 145 261 197 4,1 9 2,5
82 0,14 248 40 30 178 151 208 0,8 13 2,6
96 0,05 152 28 26 98 129 124 4,8 12 2,8
95 0,39 169 35 22 112 108 134 2,8 19 4.4
83 0,24 196 42 24 130 118 154 1,0 13 2,6
Sem AOS 92 0,26 215 30 78 107 388 185 2,3 27 6,1
87 0,08 217 53 20 144 102 164 1,0 11 2,3
93 0,10 196 33 31 132 154 163 2,3 13 3,0
100 0,26 182 53 25 104 126 129 1,9 24 5,9
86 0,31 150 50 8 92 38 100 1,2 5 1,1
90 0,17 158 40 17 101 86 118 2,4 0,9
103 0,07 183 41 28 114 139 142 2,0 28 7,0
93 0,31 166 49 12 105 62 117 2,0 7 1,6
99 0,90 154 38 10 106 50 116 0,6 25 6,1
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Anexo 7: Concentracdes dos analitos quantificados por kit de imunoensaio para cada participante

incluido no estudo.

Acidos Graxos Livres e

Grupos . Adiponectina (ug/mL) Interleucina-6 (ng/mL) Leptina(ng/mL)
Totais (hmol)

1,0683 649,9746 81,4642 1,2959
0,5379 409,2760 69,0750 1,1634
1,1087 611,8618 58,4484 2,2704
0,5680 358,2682 61,4148 4,2446
0,4874 376,7232 61,7831 1,0214
0,7121 157,5471 61,8861 2,3222
0,5589 248,5020 61,3911 1,4317
0,3738 1169,7626 85,6296 0,9681
0,3281 1165,4766 68,0317 0,9945
0,5801 809,9933 58,7150 1,2807
1,2389 488,3190 56,9798 2,5017
0,6348 1128,3093 63,7251 1,3011
0,5260 1135,9920 58,8314 0,9644
0,4697 577,2600 65,8970 0,9819
0,3224 205,7995 55,5428 3,3799
0,7497 928,1489 72,1333 1,0453
1,3758 579,3548 78,8321 0,9689
0,6533 561,4448 60,4049 1,1294

Com AOS 0,4638 1043,3165 81,9500 2,2877
0,2551 1191,9938 76,7151 7,7575
0,2914 544,2809 66,5717 1,2506
0,5529 96,8601 106,3225 4,3501
0,5861 1188,3036 86,7829 3,7323
0,6440 858,1145 54,1781 1,4532
0,5952 846,2293 86,3982 32,5250
1,0649 554,6854 67,7718 23,7245
0,6625 1102,5169 71,8122 1,3366
0,3027 368,8663 66,4976 0,9516
0,8966 285,3290 72,4011 0,9696
0,5170 1169,7626 61,7902 1,4187
0,4963 776,7653 68,8088 3,7639
0,7876 1152,6651 66,5974 1,0410
0,5439 196,8684 65,0708 1,1370
0,8130 343,8636 60,0889 23,9492
0,6996 1068,1316 76,0848 0,9520
0,5861 258,6598 59,5593 0,9602
0,4200 72,6467 71,8492 0,9472
0,5200 177,5874 73,2619 1,3537
0,6872 546,0836 70,2993 1,0635
0,6379 521,7673 69,1096 0,9476
0,5922 169,0631 61,2556 1,5204
0,9850 187,7267 86,5924 1,0805
0,6165 881,7401 57,4935 1,9521
0,6718 1206,2636 87,7398 1,8733

Sem AOS 0,7434 1154,0042 88,8326 2,1947
0,8707 698,8061 56,2735 6,2990
0,8003 362,9490 68,7508 2,3491
0,2802 1191,9938 58,6608 20,1494
0,2746 628,2196 52,1627 2,5509
0,2607 1206,2636 76,1295 2,4558
0,8098 386,5356 98,7298 13,0323
0,2690 979,7708 75,0055 0,9724
0,6287 1203,4449 73,5217 41,0793
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Anexo 8: Concentracéo de cortisol salivar para cada participante incluido no estudo.

Cortisol manha Cortisol tarde Cortisol noite
Grupos

(ng/dL) (ng/dL) (ng/dL)
164,6 168,4 26,5
155,4 221,5 41,8
326,4 34,2 16,5
617,8 19,6 15,4
94,4 8,7 24,7

450 125,9 40
409,9 31,5 17,1
719,3 276,3 22,4

26,3 32,7 25
217,4 20,9 7,5
115,1 34,5 21,8
356,1 162,1 12,6
270,4 17,5 26,9

67,2 27,2 19,2
193,3 30,6 20,1
160,5 158 71,7
227,5 80 33,4

Com AOS 213,6 49,9 7,3
700,3 28,8 20,4
174,1 36,9 24,5
390,8 121 13

457 43,6 12,8

137 48,5 7,5
179,7 50,8 43,1

85,4 6,7 17,1
278,6 95,4 32,1
136,6 84,4 5,1

67,4 95,7 3,7
322,7 41,1 6,7
188,7 56,4 18,5
466,2 94,5 55
102,1 97,9 10,6

97,7 270,8 27,9

56,7 14,6 1,4

73,5 16,1 71,9
530,3 62,7 0,9
240,2 99 19,2
424,1 80,8 8,6
169,4 106,8 23,4
314,3 40,2 8,5

38,9 16,2 12,3
218,4 60 34,1

376 41,6 88,4

Serm AOS 272 96,5 164,2
151,7 161 15,8

46,7 79,3 15,7
144,2 47,7 6,1
176,2 60,3 16,1
210,9 117 16,9
373,6 36,4 30,4
252,8 25,6 19,7

422,2 17,8 56,4
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Anexo 9: Concentracdo de catecolaminas urinarias para cada participante incluido no estudo.

Noradrenalina Adrenalina Dopanima

GruPos  ug/2ah)  (ug/2ah)  (ug/2dh)
49,461 4,847 211,506
26,669 4,034 174,639
16,630 <3 161,853
6,578 <3 48,528
34,249 <3 87,247
45,737 <3 150,254
60,355 8,268 237,132
34,536 5,367 188,546
69,336 <3 169,997
34,579 <3 112,212
29,121 7,519 209,585
18,394 31,314 180,461
29,808 4,547 66,407
71,966 <3 120,989
62,205 <3 299,444
33,304 6,767 117,677
48,106 <3 111,285
37,395 4,432 244,219

Com AOS 13,472 <3 80,201
30,319 <3 218,165
14,201 <3 144,061
110,389 11,914 205,590
35,116 5,340 182,039
60,951 7,865 166,505
18,382 <3 102,549
37,581 4,648 108,229
62,064 6,544 375,015
30,831 7,775 157,422
22,595 21,189 99,353
41,239 <3 295,094
44,348 6,148 270,352
59,729 12,518 373,458
36,887 4,853 274,724
31,862 2,16 176,539
57,833 15,647 186,557

14,178 <3 46,38
52,32 7,324 321,828
14,145 1,746 61,248
16,402 <3 45,061
29,858 <3 234,061
49,600 6,018 184,931
58,813 <3 194,085
67,435 <3 168,622
7,810 6,419 46,930

Sem AOS 43,931 <3 79,598
31,240 <3 217,301
43,459 <3 89,567
54,723 6,333 242,271
21,401 3,839 153,149
22,360 4,133 64,396
11,547 25,851 166,008
21,626 <3 68,780

39,185 8,94 302,203
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Anexo 10: Concentracdo de aminoacidos no plasma para cada participante incluido no estudo (Continua).

Aloisoleucina

Grupos Asp (uM) Glu (uM) Ala(uM) (uM) Arg (uM) Asn (uM) Cit(uM) Phe (uM) Gly (uM) Gin (uM) Pro-OH (uM) His (uM) lle (uM) Leu (uM) Lis (uM) Met (uM) Orn (uM) Pro (uM) Ser(uM) Tau (uM) Tyr (uM) Thr (uM) Trp (uM) Val (uM)
2,75 39,27 337,17 4,00 59,57 35,43 35,30 58,30 235,50 691,60 12,77 65,80 93,45 155,00 216,05 28,47 86,95 267,10 112,65 21,10 75,85 94 87,03 219,27
5,30 69,70 303,97 4,67 47,93 44,87 20,67 37,65 226,30 525,23 12,27 60,77 80,30 127,25 126,00 23,93 54,15 170,80 93,80 0,30 48,25 73,77 58,25 218,9
4,70 77,20 231,45 4,30 49,20 37,40 29,33 49,70 149,45 557,37 10,10 66,10 8395 158,70 158,20 28,63 70,00 204,55 91,75 8,80 47,45 92,87 78,63 272
3,50 58,63 364,50 3,97 69,23 39,23 38,37 39,55 200,40 524,07 11,67 74,73 73,50 123,00 180,55 23,70 71,65 182,75 85,45 2,05 63,65 125,4 71,73 235,53
5,90 53,10 324,95 3,70 58,97 44,40 25,73 13,95 213,50 554,70 17,33 72,40 67,50 151,20 213,65 24,27 73,20 166,85 105,57 20,10 42,95 79,97 69 226,47
2,00 31,03 349,40 4,27 56,87 37,05 26,67 16,50 147,90 520,47 11,13 62,43 90,73 163,30 177,13 24,87 79,20 247,75 92,75 0,00 25,55 89,07 60,37 238,47
4,70 31,10 324,30 1,90 54,30 29,10 39,70 62,50 225,30 720,50 9,30 71,60 79,50 134,20 145,20 25,10 88,60 225,40 75,40 46,10 57,9 118 70,7 271,9
4,50 31,20 325,60 4,80 63,50 38,70 21,13 70,20 216,50 682,90 12,90 79,80 84,00 154,10 162,50 25,90 56,20 214,85 90,70 36,60 54,6 74,8 68,87 278,6
3,60 63,10 332,00 3,37 49,90 36,40 21,30 15,25 145,55 539,57 11,17 6507 72,60 137,40 191,50 21,07 83,00 163,20 99,10 3,60 35,15 56,67 65,77 211,17
3,83 43,83 364,30 4,53 52,80 43,20 38,20 27,55 194,65 514,33 14,83 71,67 119,70 198,90 226,40 30,63 87,90 247,90 94,70 14,40 37,25 111,2 91,67 273
5,90 94,90 328,40 4,10 60,30 30,40 21,93 53,00 199,70 568,30 7,50 6510 72,20 107,70 136,00 23,90 68,05 191,85 103,25 45,70 81,3 81,3 74 235,2
10,13 125,30 250,20 4,67 74,50 34,35 35,73 67,00 176,20 547,60 20,60 70,40 115,40 181,10 182,40 24,10 117,40 224,70 86,83 47,40 68,4 92,6 63,8 301,9
4,07 76,55 570,80 4,93 63,57 50,40 31,80 19,60 271,30 740,43 19,80 79,73 104,40 191,35 214,95 28,75 92,40 302,45 149,15 14,30 54,1 103,8 69 249,13
4,00 97,10 376,37 3,80 61,27 42,13 21,03 32,85 187,55 564,17 6,37 72,77 71,75 147,60 208,55 29,77 69,60 240,15 113,60 3,10 99,5 103,7 72,2 220,27
3,57 56,07 322,40 4,20 62,07 41,95 31,17 24,00 320,70 674,40 18,63 78,85 84,25 14490 179,20 26,07 77,15 198,00 93,40 9,70 50,5 117,07 70,8 249,57
5,80 69,00 299,20 2,80 61,30 21,60 26,70 76,40 225,80 623,70 15,80 64,20 79,70 136,00 13690 21,30 98,80 178,10 85,60 54,60 51 91,1 44,9 267,6
4,40 92,05 406,80 4,40 60,83 46,50 49,87 20,65 234,15 598,77 17,80 70,00 73,35 152,40 238,10 26,80 119,15 252,50 134,25 18,30 31 94,27 73,97 204,47
3,95 51,45 340,47 4,37 60,27 47,30 31,10 36,10 288,40 658,60 13,07 70,53 65,25 140,70 140,20 25,33 65,85 190,35 113,40 4,10 55,15 89,9 71,63 219,27

Com AOS 4,40 47,10 347,10 4,80 51,97 38,15 23,17 39,25 163,85 545,83 13,97 76,80 77,00 143,40 166,97 23,33 64,97 222,30 76,87 8,60 47,85 108,07 61,03 237,2
4,70 93,90 317,30 4,77 71,10 38,45 26,03 41,25 207,90 664,70 12,10 81,50 89,50 162,40 203,60 2833 77,30 174,50 97,10 40,20 78,25 84,3 87,5 343,13
5,90 61,90 456,35 3,23 83,03 50,30 28,83 24,87 225,70 669,13 5,70 73,60 67,75 146,30 19580 25,63 58,40 171,05 121,10 30,90 30,27 83,03 69,37 172
5,30 4510 393,80 3,10 65,90 26,50 31,60 63,20 194,20 693,00 7,00 76,20 82,00 142,40 157,40 25,70 88,80 194,10 73,90 48,60 62,2 91,7 67,8 278,6
3,35 53,65 421,20 3,73 70,50 43,90 36,40 17,00 163,50 494,73 9,00 76,25 68,70 124,05 19490 27,90 78,60 238,85 105,25 9,00 24,9 131,7 77 206,47
5,73 81,65 483,60 5,83 53,10 52,57 38,30 18,00 261,25 620,80 20,60 68,33 126,45 215,80 209,85 35,80 125,65 276,00 120,85 14,10 31,6 111,1 73,1 281,9
5,05 74,15 346,03 5,30 68,67 35,25 27,07 37,05 227,40 577,53 8,83 69,63 86,75 160,40 213,20 27,73 82,90 174,20 100,55 5,10 51,2 83,9 70,37 300,23
7,70 103,60  395,2 1,20 70,00 26,50 18,90 60,80 170,90 631,50 9,30 72,90 73,40 129,90 192,10 28,00 72,10 213,40 68,30 70,00 57,3 77,6 61,9 243,1
4,10 60,45 311,70 5,07 26,80 31,57 19,20 24,40 143,40 462,70 9,45 62,63 102,00 181,80 239,25 22,90 92,90 195,85 101,15 14,10 74,95 74,9 77,2 231,4
6,10 73,80 234,90 1,60 49,40 28,70 39,00 63,50 252,60 718,00 9,20 81,90 9510 160,40 167,10 28,30 93,80 206,90 81,40 37,50 62,8 106,1 75,6 266,6
6,6 122,1 212,6 1,6 80,1 28 34,2 79,00 159,7 672,9 8,1 76,8 90,1 171 170,6 28,4 93,8 161,4 104,3 39 73,3 105 76,2 279,7
6,9 95,6 320,1 1,8 55,1 28,2 31,2 64,6 211,5 821,5 10,3 79,9 86,3 158,9 193 23,6 127,3 203,8 78,6 36 59,6 90,1 69,7 270,4
4,5 74,1 347,4 1,4 67,1 26,7 25,3 65,6 204,5 658 10,6 72,3 79,8 135,7 132,2 24,8 66,5 155,6 84,3 36,8 82,2 86,9 71,3 250,8
7,2 60,6 269,4 0,4 71,8 25,3 22 58,7 188,6 624 9 86 71,5 115,2 137,9 25,3 45,7 153,2 67,8 39,1 62,1 74,5 73,1 229,3
53 55,6 362,9 1,2 86,8 34,4 26,3 56,7 221 777,8 7,8 79,8 72,6 135,6 151,7 25,2 53,7 181,4 79,8 38,8 51,9 113,7 75,3 227,1
59 81,3 298,6 1,6 101,1 27,6 29,2 68,8 229,7 790,3 6,5 86,3 84,7 145,5 200,2 28,3 78,1 277,4 91 59,3 66,5 76,3 67,2 258,3
5,6 48,3 270,3 0,9 81,2 28,8 26,8 70 209,6 793,4 8,3 83,5 74,4 138,3 177,4 29,5 61,2 141,2 71,2 62,9 70,4 72,6 71,1 240,6
4,7 41,4 379,6 2,8 45,2 30,4 31,5 65,9 259,4 647,7 5 77,6 84,9 149,7 136 23,9 77 2194 751 49,1 57,5 77,3 68,4 274,9

55 33,8 247,7 3,9 89,3 28,8 353 74,5 258,9 770,4 14,9 80,6 132,3 201,1 186,7 29,8 78,8 182 89,3 77,9 65,3 123,7 80,4 361,6
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Anexo 10: Concentracdo de aminoacidos no plasma para cada participante incluido no estudo (continuacéo).

Aloisoleucina

Grupos Asp (uM) Glu (uM) Ala(uM) (uM) Arg (uM) Asn (uM) Cit(uM) Phe (uM) Gly (uM) Gin (uM) Pro-OH (uM) His (uM) lle (uM) Leu (uM) Lis (uM) Met (uM) Orn (uM) Pro (uM) Ser(uM) Tau (uM) Tyr (uM) Thr (uM) Trp (uM) Val (uM)
4,65 7510 446,40 4,27 49,77 36,50 23,53 33,35 325,20 596,23 12,77 59,00 80,77 127,20 176,83 19,00 84,10 201,70 97,00 6,60 44,25 101,2 63,87 229,3
5,05 110,03 407,95 5,20 59,13 36,55 33,47 53,95 200,15 595,63 9,57 80,60 88,35 168,50 203,25 27,13 88,20 191,95 106,10 5,30 72,2 99,87 79,2 277,3
4,17 53,70 324,00 3,97 49,23 40,63 41,15 40,05 158,80 550,03 15,70 71,50 87,65 161,40 178,30 26,57 113,90 177,80 94,65 9,70 66,15 106,6 68,87 286
3,55 91,70 267,87 4,90 53,77 35,60 30,43 43,30 130,30 552,57 11,93 80,47 122,10 204,95 234,65 24,80 97,05 249,15 111,15 2,10 32,7 90,1 80,07 306,7
4,25 96,23 313,65 5,67 42,77 36,15 25,73 20,55 151,80 599,83 8,07 64,40 99,53 170,53 168,90 23,10 64,60 188,55 103,10 3,50 23,2 101 58,97 261,07
6,40 87,17 433,87 3,40 50,53 34,55 31,77 24,60 272,10 516,97 9,33 66,83 66,80 139,73 132,25 28,40 71,05 268,20 106,30 14,50 34,65 104,97 92,07 226,67
4,15 61,53 401,80 4,07 41,60 42,55 31,73 41,30 278,65 519,83 7,67 6517 89,30 162,60 184,80 26,10 106,25 138,65 11530 53,00 50,25 87,03 78,5 243,6

Sem AOS 6,40 113,17 329,70 2,50 56,00 40,05 36,60 61,10 191,20 601,37 7,93 81,30 91,50 172,00 132,90 26,17 83,15 268,15 84,87 50,70 72,7 81,2 84,6 291,05
3,65 127,30 316,30 4,83 67,00 38,25 28,77 67,60 258,90 543,07 16,43 70,70 86,30 140,30 161,90 24,27 87,10 229,40 92,20 56,20 72,8 82,63 76,2 238,67
3,97 94,45 364,90 4,30 73,30 40,00 29,75 39,55 209,55 594,83 10,13 87,90 96,60 180,75 249,40 28,00 99,25 162,30 119,95 11,20 61 104,45 80,65 242,47
5,80 83,00 346,6 1,90 74,50 30,50 28,20 68,90 183,10 746,40 6,50 74,80 78,20 133,50 170,70 30,80 103,80 171,20 80,40 47,90 77,3 66,9 72,2 228,7
3,35 57,45 279,50 5,97 52,17 37,27 34,65 15,70 193,60 518,90 18,80 62,33 94,65 168,75 194,65 25,10 66,75 187,25 112,65 16,50 14,55 72,7 47,5 239,77
5,20 55,30 300,15 3,07 62,30 41,90 32,73 43,60 226,75 561,03 5,65 74,33 56,90 117,20 131,70 25,67 59,15 130,45 102,10 20,80 52,35 95,93 75,35 191,57
6,17 85,90 254,30 3,77 54,30 30,85 27,60 62,00 181,70 659,80 12,60 44,90 71,30 131,30 149,40 21,70 62,20 143,25 94,20 80,20 44,6 89,6 62,8 265,17
3,70 55,57 274,43 3,53 60,10 34,75 21,57 37,80 205,35 546,07 6,07 70,85 70,70 132,57 15820 19,50 59,20 202,70 88,83 10,80 52,95 79,15 64,37 243,85

53 88,9 278,8 0,6 75,3 23,7 22,3 59,9 168 659,9 6,7 61,3 75,5 134,7 1514 25,1 58,3 290,9 101,4 60,7 67,5 95,5 59,5 272,7
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Anexo 11: Metabdlitos analisados por GC-MS comparados por grupos de estudo. Representacdo do teste t e lista VIP, segundo os critérios
discriminantes citados, junto com as respectivas médias e desvio-padrdo, avaliacdo da sensibilidade e especificidade (AUC) e intervalo de
confianca de 95%.

Metabolitos S‘E;":?;A C‘ZQLBO?S)‘A VgLo;es VIP  IC.95% AUC (IC 95%)
(R*,R*)-2,3-Dihydroxybutanoic acid, tris(trimethylsilyl)- 39+22 3.6+28 0479 0.634 [-1.45;15] 0.531(0.715-0.347)
-a'pha-'D'Ga'aCtotf’.yrar.‘ose' 2,3,4.6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 47,58 50433 0930 0149 [-256:0.97] 0579 (0.763 - 0.394)
, bis(trimethylsilyl) phosphate
.alpha.-Tocopherol, TMS derivative 48 £24.4 49+17.8 0.607 0.354 [-5.73;15.48] 0.568 (0.768 - 0.367)
-beta,-D-Galactofuranose, 1,2,3,5,6-pentakis-O- 37+15 33+15 0366 0877 [0.6509] 0525 (0.726 - 0.323)
(trimethylsilyl)- '

-beta.-Gentiobiose, °°taki§i(;2m§:hl3;'s”y') ether, methyloxime 5,05 03+03 0171 1213 [0.16;0.18] 0.549 (0.758 - 0.34)
.beta.-Tocopherol, TMS derivative 1.0+£04 1.2+£0.6 1.000 1.235 [-0.47;-0.02] 0.692 (0.859 - 0.525)
.delta.-Tocopherol, TMS derivative 02+0.2 0.3+0.2 0.198 0.777 [-0.12;0.11] 0.504 (0.74 - 0.268)

.gamma.-Tocopherol, TMS derivative 51+11 6.1+21 0.437 0.356 [-1.85;-0.05] 0.671(0.819-0.522)
[1015] O-phosphocolamine [16.232] 9.4+25 87+24 0236 1.690 [-0.84;2.14] 0.6 (0.774 - 0.425)
[1023] pyrophosphate [14.993] 37.3%09. 36.8+10.5 0.977 0.107 [-5.44;6.5] 0.502(0.674-0.329)
[10467] arachidic acid [22.367] 1.5+0.8 1.1+09 0246 0.344 [-0.39;0.63] 0.574(0.77 - 0.379)
[1101] L- sorbose 1 [17.187] 16.7+11.6 135+80 0244 1106 [-3.12;10] 0.593 (0.818 - 0.367)
[1110] succinic acid [10.509] 104+40 100+39 0268 1140 [-1.07;3.14] 0.607 (0.776 - 0.438)
[1175] uric acid 1 [19.331] 203.9+51.2 196.4+46.1 0.871 0.183 [-23.13;38.06] 0.539 (0.72 - 0.358)
[169019] D-threitol [12.954] 85+63  11.1+41 0304 0111 [-3.97;3.3] 0.599 (0.81 - 0.388)
[18950] D-mannose 1 [17.287] 454+9.6 450+122 0931 0.081 [-5.95;6.75] 0.508 (0.679-0.338)
[219984] 1,5-anhydro-D-sorbitol [16.967] 178.8+65.9 180.4+59.7 0.962 0541 [-41.08;37.74] 0.52 (0.694 - 0.346)
[236] L-asparagine 2 [14.984] 4.7+1.7 50£19 0.508 0.463 [-1.38;0.74] 0.562 (0.729 - 0.396)
[311] citric acid [16.615] 655+13.9 689+191 0.625 0.674 [-12.91;6.06] 0.515 (0.693 - 0.337)
[33032] L-glutamic acid 2 [14.398] 258+98 20.7+9.2 0.331 0.303 [-0.89;10.96] 0.659 (0.824 -0.494)
[3893] lauric acid [14.789] 38+12 39+28 0285 0793 [-1.26;0.96] 0.574 (0.746 - 0.403)
[4114] xanthotoxin 2 [20.715] 109.2+32.3 117.4+36.1 0471 0532 [-28.65;12.24] 0.554 (0.721 - 0.387)
[439746] 6-deoxy-D-glucose 2 [15.751] 26+18 44+25 0.021 2.637* [-2.35;0.28] 0.667 (0.883 - 0.451)
[445638] palmitoleic acid [18.728] 23+101 24.6+139 0.625 0.097 [-8.44;5.33] 0.505(0.679-0.331)
[5280450] linoleic acid [20.399] 100.3+428 96.4+47.3 0.811 0.253 [-23.15;30.81] 0.539 (0.705-0.372)



[5364509] methyl oleate [19.44]
[5460407] threonic acid [13.652]
[5780] D-sorbitol [17.898]

[5810] trans-4-hydroxy-L-proline 1 [12.615]
[5962] L-lysine 2 [17.643]

[6057] tyrosine 1 [17.354]

[6057] tyrosine 2 [17.871]

[6137] L-methionine 2 [13.188]

[614] L-proline 2 [10.341]
[6161490] trans-13-octadecenoic acid [20.608]
[6274] L-histidine 3 [17.658]

[6287] L-valine 2 [9.151]

[6288] L-threonine 1 [10.224]

[6305] L-tryptophan 2 [20.466]
[637517] elaidic acid [20.508]
[643801] methyl palmitoleate [17.466]
[64956] DL-3-aminoisobutyric acid 2 [12.457]
[65098] norvaline 2 [9.468]

[6665] 5alpha-Cholestanol [27.436]
[67678] L-cystine 2 [20.862]
[67678] L-cystine 3 [21.104]

[738] L-glutamine 3 [16.092]

[7405] L-pyroglutamic acid [13.218]
[750] glycine [10.456]
[754] glycerol 1-phosphate [16.056]
[827] ribitol [15.66]

[8343] dioctyl phthalate [23.163]
[8897] iminodiacetic acid 1 [12.487]
[892] myo-inositol [19.354]
[92824] D-malic acid [12.794]
[9316] methyl linolenate [19.432]
[938] nicotinic acid [10.27]

150+75.6 138.0+50.4
21.8+10.7 209+16.8
29+50 22+20
6.7+2.7 7.5+£31
103.8+26.6 107.1+19.4
2267 26.8 +8.3
946+251 93.3+185
54+09 6.0+1.3
343+204 29.5+175
332+246 30.9+26.8
23+8.8 23.9+6.8
7.7+9.3 9.9+0.2
845+439 79.9+45
64.9+256 68.6+28.0
228.2+56.7 213.7 +56.6
63.1+452 56.3+30.6
12.1+5.3 10.8+3.9
60.8+13.7 605+14.1
26+14 24+14
73+26 72%+29
10.0+ 3.6 10.0+3.8
659+31.1 62.7+25.0
76.7+28.8 60.7+29.1
595+195 55.0+153
26.2+187 31.4+320
54+24 55+£29
325+153 29.6+12.0
40.6 +16.3 425+123
55.9+16.3 54.8+21.2
3.7+16 3.5+23
73.6+459 64.6+34.4
25+13 29+1.2

0.414
0.529
0.429
0.962
0.680
0.024
0.392
0.313
0.338
0.448
0.260
0.264
0.854
0.598
0.129
0.723
0.197
0.962
0.432
0.371
0.277

0.008* 2.806*

0.367
0.520
0.414
0.708
0.508
0.962
0.124
0.425
0.184
0.170

0.253
0.721
0.433
0.174
0.041
1.308
1.235
0.521
0.972
0.601
1.072
0.641
0.185
0.672
0.812
0.440
0.336
0.154
0.314
0.521
0.861

1.080
0.758
0.565
0.010
0.501
0.548
1.285
1.147
0.977
1.198

[-30.9; 54.94]

[-8.03; 7.58]
[-3.13; 6.67]
[-2.73; 0.64]

[-18.58; 11.96]
[-6.88; -0.74]
[-13.25; 15.69]

[-1.19; 0.08]

[-10.21; 12.28]
[-13.06; 17.78]

[-4.32; 4.89]

[-9.52; 12.69]
[-16.28; 32.07]
[-19.76; 12.33]
[-20.16; 49.21]
[-18.93; 32.5]

[-0.58; 4.5]
[-8.23; 8.69]
[-0.32; 1.15]
[-1.57; 1.7]
[-2.22; 2.25]

[-11.82;
22.72]

[-9.69; 24.66]

[-6.8; 15.83]
[-19.4; 8.91]
[-1.64; 1.5]

[-5.96; 11.84]
[-11.34; 7.47]
[-9.85; 11.87]

[-0.97; 1.25]

[-0.64; 0.48]

0.537 (0.72 - 0.354)
0.557 (0.719 - 0.395)
0.496 (0.761 - 0.23)
0.618 (0.792 - 0.444)
0.483 (0.675 - 0.291)
0.697 (0.853 - 0.542)
0.524 (0.714 - 0.334)
0.627 (0.794 - 0.46)
0.522 (0.757 - 0.286)
0.566 (0.737 - 0.395)
0.481 (0.661 - 0.301)
0.447 (0.727 - 0.167)
0.583 (0.766 - 0.4)
0.552 (0.714 - 0.391)
0.566 (0.738 - 0.394)
0.498 (0.68 - 0.316)
0.655 (0.853 - 0.458)
0.502 (0.675 - 0.328)
0.662 (0.848 - 0.476)
0.52 (0.702 - 0.338)
0.49 (0.666 - 0.314)

0.556 (0.742 - 0.37)

0.554 (0.737 - 0.372)
0.443 (0.619 - 0.266)
0.534 (0.703 - 0.365)
0.542 (0.725 - 0.359)
0.556 (0.743 - 0.369)
0.586 (0.778 - 0.395)
0.554 (0.725 - 0.383)
0.562 (0.722 - 0.403)

[-20.31; 32.62] 0.529 (0.717 - 0.34)

0.528 (0.72 - 0.336)
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[9750] citrulline 2 [16.691]
[985] palmitic acid [18.846]

[RTL] Myristic Acid d27 [16.727]
{4-Methoxy-2-[(trimethylsilyl)oxy]phenyl}{2-
[(trimethylsilyl)oxy]phenyl}methanone
1-(Trifluoroacetyl)-L-proline, TMS derivative
1,2-Dipalmitin, TMS derivative
1,3-Dipalmitin, TMS derivative
1,3-Propanediol, 2TMS derivative
1,5-Diformyl-2,6-dimethoxy-anthracene
10-Heptadecenoic acid, (Z)-, TMS derivative
13-Docosenoic acid, methyl ester, (Z)-
1-Chloromethyl-1-hexadecyloxy-1-silacyclohexane
1-Heptanol, TMS derivative
1H-Indole-2,3-dione, 1-(tert-butyldimethylsilyl)-7-propyl-, 3-
(O-methyloxime)
1H-Pyrazole, 4-nitro-
1-Monomyristin, 2TMS derivative
2-(Methylamino)ethanol, tert-butyldimethylsilyl ether
2,3-Dihydroxypropyl icosanoate, 2TMS derivative
2,5-Di-tert-butyl-4-((trimethylsilyl)oxy)phenol
2,6-Bis(tert-butyl)phenol, TMS derivative
2,6-Diphenyl-1,7-dihydrodipyrrolo[2,3-b:3',2'-e]pyridine
2-Ethyl-3-hydroxypropionic acid, di-TMS
2H,8H-Benzo[1,2-b:3,4-b"]dipyran-6-propanoic acid, 5-
methoxy-2,2,8,8-tetramethyl-
2-Ketoisocaproic acid mo-tms
2-Monostearin, 2TMS derivative
2-Palmitoylglycerol, 2TMS derivative
2-Propanol, 1,3-dibromo-
3-.alpha.-Mannobiose, octakis(trimethylsilyl) ether (isomer 2)
3-[3-(4-Hydroxyphenyl)-3-oxoprop-1-en-1-yl]-6-
methylchromen-4-one
3-Indoleacetic acid, 2TMS derivative

1.4+0.8 1.3+0.8
1343 +34.1 143.3+30.8
289.5+44.1 296+41.8
16+10 15+10
05+0.2 0.5+0.2
6.4+4.9 6.0+41
59+28 6.2+35
473+164 42.2+16.8
24+16 26+14
05+04 0.8+0.6
79.0+457 71.3+35.6
50.6+78.6 70.6+74.4
6.0+24 6.1+21
26+22 2618
92+21 8.7+26
58.1+11.2 56.1+9.9
71+28 44+29
84+15 86+15
3.0+09 29+09
57+34 50+26
92+32 10.2+34
1.7+0.8 1.6+0.9
1.0+0.5 09+0.6
19.3+£5.9 18.4+51
995+259 95.8+27.2
1241 +£234 126.6+324
51+33 49+32
35.9+26.5 38.3+236
21+13 20+13
27+16 32+138

0.158
0.931
0.886

0.913

0.846
0.886
0.425
0.392
0.535
0.106
0.124
0.307
0.529

1.000

0.708
0.285
0.069
0.840
0.900
0.811

0.021* 3.046*

0.502
0.272

0.086
1.000
0.625
0.897
0.620

0.594
0.454

1.222
1.238
0.812

0.182

0.234
0.180
0.664
0.384
0.624
1.327
1.561
1.325
0.173

0.195

0.542
1.276
1.915
0.072
0.165
0.151

0.433
1.212

1.470
0.286
0.354
0.488
0.441

0.489
0.633

[-0.53; 0.48]

[-29.39; 11.41]
[-33.16; 20.16]

[-0.73; 0.43]

[-0.02; 0.18]
[-2.54; 3.27]
[-2.11; 1.6]

[-4.97; 15.25]

[-0.66; 1.15]
[-0.56; 0.12]

[-18.78; 34.26]
[-75.03; 67.01]

[-1.59; 1.02]
[-1.26; 1.8]

[-1; 1.7]
[-4.7; 8.65]
[-0.16; 3.28]
[-1.08; 0.79]
[-0.46; 0.41]
[-1.33; 2.56]
[-3.64; 0.15]
[-0.37; 0.44]

[-0.48; 0.1]
[-2.6; 4.39]

[-12.3; 19.81]
[-18.6; 13.43]

[-0.61; 1.88]

[-12.27; 18.03]

[-0.58; 0.76]
[-1.38; 0.5]

0.513 (0.715 - 0.311)
0.596 (0.768 - 0.424)
0.551 (0.728 - 0.373)

0.63 (0.832 - 0.429)

0.64 (0.814 - 0.466)
0.505 (0.693 - 0.317)
0.485 (0.672 - 0.297)
0.618 (0.791 - 0.445)
0.584 (0.816 - 0.353)
0.628 (0.859 - 0.397)
0.559 (0.736 - 0.382)
0.421 (0.705 - 0.136)
0.582 (0.789 - 0.375)

0.539 (0.745 - 0.333)

0.557 (0.73 - 0.385)
0.53 (0.711 - 0.35)
0.654 (0.832 - 0.476)
0.529 (0.71 - 0.347)
0.515 (0.699 - 0.331)
0.537 (0.718 - 0.356)
0.693 (0.872 - 0.514)
0.544 (0.743 - 0.344)

0.672 (0.886 - 0.457)

0.47 (0.645 - 0.294)
0.554 (0.725 - 0.383)
0.519 (0.686 - 0.351)
0.538 (0.738 - 0.337)
0.539 (0.743 - 0.335)

0.481 (0.701 - 0.261)
0.581 (0.779 - 0.382)
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3-Pyridinol, TMS derivative
4-Bromo-1-butanol, TBDMS derivative
5,5'-Biphthalide
6-Hydroxy-.alpha.-methylnaphthaleneacetic acid, di-TMS
9-Hexadecenoic acid, (2)-, TBDMS derivative
9H-Purin-6-ol, 2TMS derivative
Acetamide, TMS derivative
Aminomalonic acid, tris(trimethylsilyl)-
Anthraquinone, 1-(o-chlorophenyl)-
Arachidonic acid, TMS derivative
Cholest-7-en-3-ol, (3.beta.,5.alpha.)-, TMS derivative
Cholestanol, 5,6-eposy-, acetate(ester)
Cholesterol, TMS derivative

Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-

Cyclohexene, 3-butyl-3,5,5-trimethyl-1-(trimethylsilyloxy)-
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-

Diethanolamine, 2TMS derivative
DL-Ornithine, 3TMS derivative
DL-Phenylalanine, TMS derivative
Doconexent, TMS derivative
Edetic Acid, 4TMS derivative
Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-(tert-
butyldimethylsilyl)

Ethanolamine, 3TMS derivative
Glucose, 5TMS derivative
Glyceric acid, 3TMS derivative
Glycine, 2TMS derivative
Heptadecanoic acid, glycerine-(1)-monoester, bis-O-
trimethylsilyl-

Heptadecanoic acid, TMS derivative
Hexadecane
Hydroxylamine, 3TMS derivative

25+27  52+51 0063 1.283 [4.68;0.78]
323+117 284+119 0102 1.687 [-3.98;10.32]
22+19 1621 0019% 2.229% [-1.41;1.41]
1257+238 1354+26.0 0013 1230 [-24.59;5.26]
733+13.2 77.4+137 0.011* 2.837* [-12.34;3.98]
11+05  07+05 0058 0.867 [0.12;0.42]
71+17  6.0%32 0099 2474 [-1.57;0.6]
84+69  97+53 0432 1061 [4.44;4.31]
92+21  95+32 0977 0046 [-1.8;1.15]
73+25 101+119 0036* 2.381* [-6.87;1.39]
26+08 3415 0115 1.362 [-1.43;-0.13]
39+13  37+18 0211 1106 [-1.18;0.52]
161.5+72.0 163.9+853 0776 0.136 [-49.19; 24.33]
1495 + -21.94;
1137  1235£999 0154 1529 [13231’
27+09 2810 0309 0940 [-0.52;0.31]
19.6+205 14.9+183 00900 0.037 [-6.08;20.01]
17.7+172 152+16.3 0078 1598 [-5.31;17.27]
54+13  47+15 0162 1255 [-0.23;1.42]
186+7.1 17.8+65 0437 0648 [-3.49;4.98]
266+58 26445 0855 0.297 [-3.19;3.55]
16+10  22+12 0268 0684 [-0.97;0.26]
176.8+67.0 183.4+60.8 0392 0.372 [-46.63;33.55]
42.8+28.3 416+245 0937 0.105 [-13.66;18.79]
283+169 30.8+145 0691 0.304 [-10.35;7.81]
263+376 27.5+338 0438 0994 [-27.37;35.46]
106+35 9.6+48 0737 0112 [-1.41;3.37]
81+44 8940 0946 0.309 [-2.26;2.35]
43+09  43+10 0855 0224 [-0.64;0.5]
23+16  20+11 0219 1684 [-0.6;1.24]
49+40  36+32 0184 1.046 [-152;3.48]
49+20  48%25 0058 1.824 [-1.42;1.19]

0.569 (0.765 - 0.373)
0.566 (0.745 - 0.387)
0.528 (0.739 - 0.317)
0.62 (0.78 - 0.46)
0.605 (0.776 - 0.434)
0.649 (0.838 - 0.46)
0.555 (0.736 - 0.373)
0.535 (0.763 - 0.308)
0.507 (0.668 - 0.346)
0.596 (0.758 - 0.435)
0.647 (0.801 - 0.493)
0.55 (0.728 - 0.373)
0.532 (0.73 - 0.334)

0.664 (0.826 - 0.502)

0.54 (0.728 - 0.353)
0.615 (0.796 - 0.435)
0.652 (0.82 - 0.484)
0.618 (0.787 - 0.449)
0.542 (0.713 - 0.372)
0.495 (0.674 - 0.316)
0.588 (0.803 - 0.373)
0.578 (0.754 - 0.402)

0.524 (0.749 - 0.299)

0.494 (0.686 - 0.301)
0.559 (0.767 - 0.351)
0.593 (0.755 - 0.431)
0.516 (0.711 - 0.321)

0.5 (0.678 - 0.322)

0.522 (0.722 - 0.322)
0.583 (0.77 - 0.396)
0.509 (0.678 - 0.339)
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Lactic Acid, 2TMS derivative
L-Alanine, 2TMS derivative
L-Alanine, TMS derivative

L-Aspartic acid, 2TMS derivative

L-Isoleucine, 2TMS derivative
L-Leucine, TMS derivative

L-Methionine, TMS derivative

L-Phenylalanine, 2TMS derivative
L-Proline, 2TMS derivative
L-Proline, TMS derivative
L-Serine, 2TMS derivative
L-Threonine, 3TMS derivative
L-Valine, TMS derivative
Methoxyamine, TMS derivative

Methyl 2-[2-(4-chlorophenyl)-5-methyl-1H-imidazol-1-

yl]dithiobenzoate
Monolaurin, 2TMS derivative

Myo-Inositol, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-,

bis(trimethylsilyl) phosphate

N-(2-Acetamido)iminodiacetic acid, 3TMS derivative

Nonanoic acid, TMS derivative
Oxalic acid, 2TMS derivative
Pentadecanoic acid, TMS derivative

Pentanedioic acid, 2-(methoxyimino)-, bis(trimethylsilyl) ester

Pentasiloxane, dodecamethyl-

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-, phosphite (3:1)
Phosphoric acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1,3-propanediy!l

tetrakis(trimethylsilyl) ester

Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl)monomethyl ester

Pseudo uridine penta-tms

Pyrazine, 2,3,5-tris-(trimethylsilyloxy)-

Serine, 3TMS derivative

Silanamine, N,N'-methanetetraylbis[1,1,1-trimethyl-
Silane, diethyldecyloxyhexadecyloxy-

105.5 £ 69.7
264 +14.4
15.2+5.0
155+11.1
31.4+9.9
53.9+15.0
11.0+2.3
29.9+8.6
45.9 + 26.8
75.2+ 145
404 +15.1
545+ 18.7
67.0+24.6
448 £27.1

49+73
59+10
2311

13.8+7.2
3.8+28
180.5+34.3
2507
10.0+4.9
47+31
42+1

36.0+20.9

44+11
79+18
1.2+0.8
40.7 £10.3
58+25
05+0.2

104 +76.6
28+12.5
143+6.2
10.8+5.9
36.4+16.2
448 + 185
10.3+2.3
30.2+5.6
35.9+13.6
69.0 +16.3
37.9+17.3
57.2+17.6
534 +23.1
473 +24.7

3.1+35
6.2+1.0
26+14

16 +6.6
34+17
183.3+54.9
26+09
9.1+49
43+21
44+10

449+ 189

45+0.8
74+22
1.1+£07
42.1+10.4
52+26
05+0.2

0.142
0.120
0.274
0.962
0.826
0.187
0.351
0.871
0.886
0.520
0.207
0.855
0.124
0.663

0.375
0.313
0.688

0.946
0.389
0.694
0.766
0.572
0.930
0.680

0.085

0.694
0.268
0.443
0.708
0.123
0.181

0.821
0.798
0.407
0.508
0.436
1.007
1.209
0.041
0.340
0.011
0.816
0.315
1.437
0.386

0.727
0.986
0.197

0.307
0.320
0.075
0.239
1.000
0.111
0.344

1.825

0.113
0.208
1.123
0.606
1.725
1.254

[-42.28; 37.08] 0.493 (0.681 - 0.306)
[-10.06; 6.97] 0.579 (0.748 - 0.411)
[-3.22;3.12]  0.52 (0.699 - 0.341)
[-1.45; 10.86]  0.649 (0.83 - 0.467)
[-12.29; 2.38]  0.578 (0.745 - 0.41)
[-2.76; 12.18] 0.613 (0.788 - 0.438)
[-0.66;2.17]  0.59 (0.766 - 0.413)
[5.19; 459]  0.508 (0.717 - 0.3)
[-4.81; 24.78] 0.598 (0.785 - 0.411)
[-4.05; 13.69] 0.616 (0.797 - 0.435)
[-7.11; 12.12] 0.578 (0.749 - 0.406)
[-13.94; 8.59] 0.458 (0.641 - 0.274)
[-1.24; 28.44] 0.671 (0.832 - 0.509)

[-16.48; 14.99] 0.529 (0.718 - 0.341)

[-3.14; 6.05]
[-0.86; 0.31]
[-0.82; 0.23]

[-5.61; 2.64]
[-0.91; 2.41]

[-27.88; 22.33]

[-0.65; 0.29]
[-2.09; 3.13]
[-0.24; 3.04]
[-0.78; 0.45]

[-11.66; 11.42]

[-0.4; 0.59]
[-0.62; 1.69]
[-0.43; 0.58]
[-7.65; 4.98]
[-0.94; 1.63]
[-0.1; 0.11]

0.495 (0.686 - 0.303)
0.596 (0.762 - 0.43)
0.589 (0.773 - 0.405)

0.576 (0.763 - 0.388)
0.54 (0.757 - 0.323)
0.549 (0.718 - 0.38)
0.468 (0.64 - 0.296)
0.549 (0.754 - 0.345)
0.669 (0.854 - 0.484)
0.473 (0.648 - 0.298)

0.504 (0.769 - 0.239)

0.553 (0.728 - 0.378)
0.633 (0.799 - 0.468)
0.495 (0.706 - 0.285)
0.47 (0.647 - 0.292)
0.576 (0.765 - 0.387)
0.538 (0.724 - 0.353)
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Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1) 167.1+37.4 156.5+455 0.840 0.096 [-16.65;29.98] 0.557 (0.74 - 0.375)
Tetrasiloxane, decamethyl- 14+03 1.4+04 0.757 0.233 [-0.17;0.13] 0.502 (0.67 - 0.334)
Undecane, 2,10-dimethyl- 26+1.3 22+1.3 0.073 1.781 [-0.72;0.81] 0.492 (0.676 - 0.308)
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Anexo 12: Avaliacdo dos controles de qualidade (CQ) para o método de
lipiddbmica por grafico de analise dos componentes principais (PCA). (a) CQ das
aliquotas pré separacdo por cromatografia liquida, (b) CQ dos controles de
qualidade separados por fracdo pds separacdo por cromatografia liquida. Fn
indica as fracdes coletadas, onde n é o nimero da fragéo.
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Anexo 13: Avaliacdo da separacao dos grupos por fracdo coletada nas analises
de lipidios. Sem AOS (vermelho) e com AOS (verde).
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Anexo 14: Avaliacdo da predicdo da AOS por meio dos metabdlitos individuais
adicionados do questionario NoSAS de pré-selecéo significante para diagnostico

Coeficiente Ermo  OR erCrior Sup')grior V‘Zfrgs VIF
Intercepto -0,222 1,478 0,88
NoSAS 0,414 0,139 1,514 1,176 2,055 0,003 1,237
Acido glutamico, -0,042 0,016 0,959 0,925 0,988 0,011 1,237
AUC 0,814
Coeficiente  Erro OR inflefior su;;:rior Vzlsr;:s VIF
Intercepto -1,370 1,403 0,329
NoSAS 0,223 0,131 1,250 0,969 1,637 0,089 1,144
Glutamina, 0,001 0,001 1,001 1,000 1,003 0,085 1,144
AUC 0,787
Coeficiente  Emo  OR __ erCrior Su;gﬁor szrpes VIF
Intercepto -2,453 1,345 0,068
NoSAS 0,336 0,131 1,399 1,099 1,855 0,010 1,043
6-deoxi-D-glicose, 0,002 0,001 1,002 1,000 1,003 0,024 1,043

AUC 0,781
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Coeficiente  Erro OR inflecr:ior supl)grior Vzlé)r;s VIF
Intercepto -2,267 1,255 0,071
NoSAS 0,314 0,121 1,369 1,089 1,765 0,009 1,013
Acido araquiddnico -0,001 0,001 0,999 0,997 1,000 0,052 1,013
AUC 0,791
Coeficiente  Erro OR inflecr:ior supl)grior Vzlé)rss VIF
Intercepto -3,248 1,447 0,025
NoSAS 0,416 0,144 1516 1,170 2,084 0,004 1,268
PE (35:1) 0,333 0,138 1,395 1,095 1,899 0,015 1,268
AUC 0,804
Coeficiente  Erro OR inflec;\ior su;lce:rior Vzlsrpes VIF
Intercepto -3,194 1,448 0,027
NoSAS 0,413 0,143 1,511 1,166 2,068 0,004 1,154
SM (d18:1/12:0) 0,389 0,147 1,475 1,136 2,050 0,008 1,154
AUC 0,823
Coeficiente  Erro OR inflec;\ior supigrior Vzlgrpes VIF
Intercepto -2,774 1,388 0,046
NoSAS 0,366 0,134 1,441 1,127 1,934 0,007 1,094
LPC (27:1) 0,434 0,165 1,543 1,142 2,212 0,009 1,094
AUC 0,809
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