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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) é classicamente identificada como uma doenca motora,
comecando anos antes do inicio dos sintomas motores, quando a sintomatologia inespecifica se
encontra ja presente. O diagndstico é feito exclusivamente através de critérios clinicos, sendo
dificil nos estagios iniciais da doenca. Portanto, a identificacdo de biomarcadores da DP
melhoraria o diagnoéstico e, possivelmente, a sua detecao precoce.

A analise do perfil metaboléomico tornou-se uma ferramenta poderosa na identificacao
de novos biomarcadores de varias patologias em diferentes fluidos biologicos. A saliva tem um
enorme potencial como fluido para diagnostico, uma vez que a sua colheita é simples, nao
invasiva e de baixo custo. Na DP existe um aumento na salivacao e alguns estudos mostraram o
envolvimento das glandulas salivares na sua fisiopatologia. Além disso, os niveis de a-sinucleina
na saliva estao significativamente mais baixos em doentes de Parkinson. Considerando estas
observacgdes e para determinar o potencial da saliva no diagnostico da DP, o presente estudo
teve como objetivos (1) analisar o perfil metabolémico de amostras de saliva obtidas de doentes
de Parkinson e individuos saudaveis e (2) avaliar se esse perfil podera ser utilizado para
discriminar estes dois grupos e auxiliar no diagnostico da DP.

O estudo incluiu 25 doentes de Parkinson da consulta de Neurologia do Centro
Hospitalar Cova da Beira e 26 individuos saudaveis. Foram colhidas amostras de saliva nao
estimulada, a temperatura ambiente, e a todos os individuos foi solicitado que ndo comessem,
bebessem, lavassem a cavidade oral ou fumassem nas duas horas anteriores (no minimo). As
amostras de saliva foram analisadas por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Utilizou-se a analise estatistica multivariada para analisar os espectros de RMN de 'H e
identificar caracteristicas espectrais que possam diferenciar doentes de Parkinson de individuos
saudaveis. Os nossos resultados mostram que a saliva de doentes de Parkinson apresenta um
perfil metabolico distinto quando comparado com os controlos, com diferentes metabolitos a
contribuir para essa discriminacao.

Apesar da amostra reduzida utilizada no presente estudo, este podera contribuir para

a identificacdo de possiveis biomarcadores para o diagnostico da DP.

Palavras-chave

Doenca de Parkinson, saliva, metabolomica, Ressonancia Magnética Nuclear, biomarcadores
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is classically identified as a motor disease, starting years
before the onset of motor symptoms, when unspecific symptomatology is present. Diagnosis is
made exclusively through clinical criteria, being difficult in the early stages of the disease.
Therefore, the identification of biomarkers of PD would improve diagnosis and, possibly, its
earlier detection.

Metabolic profiling has become a powerful tool to identify new biomarkers of several
pathologies in different biofluids. Saliva has an enormous potential as a diagnostic fluid, given
the simplicity, non-invasiveness and low-cost of its collection. On PD there is an increase in
salivation and some studies show the involvement of salivary glands in its pathophysiology. Also,
salivary a-synuclein levels are significantly lower in PD patients. Considering these findings,
and in order to determine the potential of saliva in the diagnosis of PD, in the present study
we aimed at (1) analysing the metabolic profile of saliva samples obtained from PD and healthy
subjects and (2) to assess if it could be used to differentiate between these two groups and
help in the diagnosis of PD.

The study included 25 PD patients from the Neurology appointment of the Centro
Hospitalar Cova da Beira and 26 healthy individuals. Unstimulated saliva samples were collected
at room temperature and all subjects were unable to eat, drink, wash the oral cavity or smoke
in the preceding 2 hours (minimum). Saliva samples were analysed using Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) spectroscopy. Multivariate statistical analysis was employed to analyse 'H
NMR spectra and identify spectral characteristics that could differentiate PD from healthy
subjects. Our results show that saliva from PD patients presents a distinct metabolic profile
when compared to controls, with different metabolites contributing for this discrimination.

Despite the reduced sample used in this study, it may constitute a step towards the

identification of possible biomarkers for PD diagnosis.

Keywords

Parkinson’s disease, saliva, metabolomics, Nuclear Magnetic Resonance, biomarkers
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1.Introducao

Em 1817, James Parkinson, descreve pela primeira vez a Doenca de Parkinson (DP) como
“Paralisia Agitante” (1), sendo atualmente a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente
(2).

Esta doenca caracteriza-se pela degeneracdo lenta e progressiva dos neuroénios
dopaminérgicos, levando a uma deplecao de dopamina na regido alvo das projecdes destes
neuronios, o estriado, e resultando na disrupcao das conexdes para o talamo e cértex motor
(3). Varios estudos mostraram que o numero de neuronios pigmentados da substantia nigra
(SNi) estava reduzido em 60% e os neurdnios nao pigmentados tinham um decréscimo de 26%
(4).

A causa da DP nao esta ainda esclarecida, mas varios trabalhos tém elucidado acerca
dos mecanismos subjacentes a neurodegeneracao (5). Esta demonstrado que o seu processo
fisiopatologico se deve a morte celular programada (apoptose) e necrose (6-8), que parecem
ser consequéncia de uma cascata de eventos dos quais se destacam a agregacao de a-sinucleina,
disfuncao mitocondrial, stress oxidativo e mecanismos inflamatdrios (3).

Alguns estudos sugerem que ocorre a destruicao de neuronios nao dopaminérgicos antes
das alteracdes na SNi (9), progredindo num sentido caudal-rostral e atingindo o mesencéfalo
apenas depois do envolvimento extenso do tronco cerebral, com o envolvimento do sistema
nervoso auténomo também nessa fase (10). Isto evidencia que a fisiopatologia dos sintomas nao
motores precede temporalmente a dos sintomas motores classicos (9).

Assim, a divisdo clinica da historia natural da doenca pode-se fazer em duas fases
(Figura 1): Pré-Clinica, caracterizada por uma sinucleinopatia, sem sintomas clinicos, e que
podera ser definida por biomarcadores atualmente indisponiveis; Clinica, que com a presenca

dos sintomas motores classicos permite diagnosticar a DP (11).

b Fase pré Fase pré sintomatica Fase pré motora Possivel DP  Confirmagdo
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Figura 1 - Proposta de evolucao da doenca de Parkinson. A progressao caracteristica da DP envolve a
perda de neurdnios dopaminérgicos, com progressao lenta e gradual ao longo de anos (Fase Pré-
Clinica). Antes do aparecimento dos sintomas classicos da DP, varios sintomas nao motores estao
presentes (Fase Pré-Motora). Esta fase podera ser um bom “alvo” para a investigacdo de marcadores
biologicos para a DP. Os sintomas pré-motores podem persistir na fase motora. LCR: liquido
cefalorraquidiano. Imagem adaptada de (11).
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Diversos estudos promissores propéem biomarcadores para a fase pré-diagnostico da
DP, a fase Pré-Clinica (12). Nesta, tratamentos modificadores do desenvolvimento da DP, tais
como terapias com agentes neuroprotetores, poderiam atrasar ou suspender o processo de
degeneracao dos neuronios dopaminérgicos.

Diversos estudos do perfil metabolico de doentes de Parkinson tém sido desenvolvidos
numa tentativa de compreender a sua etiologia, fisiopatologia e propor possiveis biomarcadores
para o diagnostico desta doenca. Desses estudos alguns utilizaram plasma (13), outros urina
(14) e liquido cefalorraquidiano (LCR) (15), tendo sido identificados metabolitos que permitiram
distinguir os doentes de Parkinson de individuos saudaveis. Apesar dos resultados favoraveis, os
fluidos utilizados ou eram recolhidos por métodos invasivos, nomeadamente o sangue e LCR,
ou requerem uma disponibilidade do individuo para a colheita de urina, o que podera diminuir
a adesao causando prejuizo para a saude do individuo.

A saliva apresenta um enorme potencial para investigacao de biomarcadores. Além de
ser colhida sem recurso a métodos invasivos, € composta por uma complexa mistura de fluidos
com diversas funcoes, resultando da secrecao exocrina de diversas glandulas (16) controladas
pelo sistema nervoso autonomo. Além disso, na DP verifica-se um aumento da salivacdo devido
a varios mecanismos designadamente, aumento da velocidade de excrecao (17), défice na
degluticao (18) e dificuldade de retencao de saliva (19).

Alguns estudos apontaram um possivel envolvimento da saliva e das glandulas salivares
na fisiopatologia da DP. A analise da saliva de doentes de Parkinson demonstrou o aumento da
quantidade total de algumas proteinas, nomeadamente a DJ-1 (20), uma enzima neuronal com
papel antioxidante, e uma diminuicao de a-sinucleina (21). Amostras de biopsias das glandulas
submandibulares de doentes de Parkinson demonstraram a existéncia de a-sinucleina do tipo
de Lewy (22).

Existem diversas ferramentas diagnosticas para a pesquisa de biomarcadores. A
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica que permite a analise de fluidos bioldgicos
e tem sido utilizada na analise dos metabolitos ai presentes (metabolomica). Assim, tem-se
tornado uma ferramenta muito Gtil na pesquisa de biomarcadores metabdlicos de doencas.
Comparativamente a outras técnicas, nomeadamente a espectrometria de massa, a RMN
destaca-se pelo manuseamento minimo da amostra, facil analise quantitativa, robustez,
versatilidade e reprodutibilidade (23). A RMN tem sido aplicada no estudo do perfil
metabolomico da saliva em varias doencas, nomeadamente sarcoidose (24), Diabetes Mellitus
tipo 1 (25) e Doenca de Alzheimer (26), permitindo um diagnostico mais eficaz.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar, por RMN, o perfil metaboléomico da
saliva de doentes de Parkinson e determinar a sua utilidade na discriminacao destes doentes,

relativamente a individuos controlo, podendo auxiliar no diagnéstico precoce da DP.
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2.Material e Métodos

2.1. Aprovacao Etica

0 protocolo de investigacdo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar
Cova da Beira (CHCB) (Anexo 1). Todos os individuos participantes no estudo deram

consentimento livre e informado por escrito (Anexo 2).

2.2. Selecao dos individuos para estudo

O estudo foi conduzido com 25 doentes de Parkinson, 14 do sexo masculino e 11 do sexo
feminino, com idades compreendidas entre 55 e 86 anos. Para o grupo Controlo, foram
identificados 39 potenciais participantes. Treze desses individuos foram excluidos apods
avaliacao clinica e das analises sanguineas, de acordo com os critérios referidos na seccao
seguinte. Assim, o estudo incluiu 26 Controlos, 11 do sexo masculino e 15 do sexo feminino,

com idades compreendidas entre 59 e 86 anos.

2.2.1. Selecao dos doentes de Parkinson

Foram incluidos os doentes com diagnostico de DP observados na consulta externa de
Neurologia no CHCB entre janeiro de 2013 e dezembro de 2016.

Atualmente, o diagnostico da DP é possivel através de critérios estritamente clinicos
que incluem os sinais cardinais da DP, o tremor, a bradicinesia, a rigidez e a instabilidade
postural, sendo que este Ultimo, habitualmente, se manifesta numa fase mais tardia da doenca
(27-30).

As guidelines atuais do National Institute for Health and Care Excellence (NICE)
recomendam os Critérios do United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank
(UKPDSBBC) (28), pelo que foram esses os utilizados no presente estudo, Tabela 1(4). Para cada
doente de Parkinson foi efetuado o estadiamento da doenca, utilizando-se a Escala Hoehn e
Yahr modificada (EH&Ym) apresentado na Tabela 2 (31).



Perfil metabolémico da saliva:
potencial no diagndstico da doenca de Parkinson

Tabela 1 - Critérios do United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank, adaptado de (28).

Passo 1 - Diagnostico da Sindrome Parkinsonico

¢ Bradicinesia
e Pelo menos um dos seguintes sintomas:
—  Rigidez muscular
—  Tremor de repouso de 4-6 Hertz
— Instabilidade postural ndo causada por disfuncdo primaria visual, vestibular, cerebelar ou
propriocetiva

Passo 2 - Critérios de exclusdo para a doenca de Parkinson

Historia de:

¢ acidentes vasculares cerebrais (AVC) repetidos com progressao gradual para parkinsonismo
o lesoes repetidas da cabeca

¢ encefalite definida

e crises oculogiricas

e tratamento com neurolépticos na altura de desenvolvimento dos sintomas

¢ mais do que um familiar com doenca de Parkinson

e remissao sustentada

carateristicas estritamente unilaterais apos 3 anos

paralisia do olhar supranuclear

sinais cerebelares

envolvimento do sistema auténomo severo precoce

deméncia precoce grave com distUrbio da memoria, da linguagem e da praxia

sinal de Babinski

presenca tumor cerebral ou hidrocefalia de comunicacao em estudo de imagem
resposta negativa a grandes doses de levodopa (L-DOPA) na auséncia de ma absorcao
exposicao a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

Passo 3 - Critérios prospetivos positivos de suporte para a doenca de Parkinson

Em combinacao com o Passo 1, trés ou mais dos seguintes pontos sao necessarios para o diagnostico
definitivo da doenca de Parkinson:

e inicio unilateral

e presenca de tremor em repouso

e doenca progressiva

e assimetria persistente, com maior afecao do lado de onde se inicia

e resposta excelente a L-DOPA (70-100%)

e coreia severa induzida pela L-DOPA

e resposta a L-DOPA por mais de 5 anos

e curso clinico com 10 ou mais anos

Tabela 2 - Escala Hoehn e Yahr modificada, adaptado de (31).

Estadio Sintomas

1,0: Somente envolvimento unilateral

1,5: Envolvimento unilateral e axial

2,0: Envolvimento bilateral sem prejuizo do equilibrio

2,5: Doenca bilateral leve com recuperacao no Pull test

3,0: Doenca bilateral leve a moderada; alguma instabilidade postural; fisicamente independente
4,0: Incapacidade grave; sendo capaz de andar e ficar em pé sem ajuda

5,0: Necessita de cadeira de rodas para se movimentar ou esta acamado
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A todos os individuos foi aplicado um questionario (Anexo 3), consultado o processo
clinico, efetuado exame neurologico pelo médico especialista em Neurologia, analises
laboratoriais e recolha de saliva. O Neurologista observou cada individuo, realizando exame
neurologico, o que permitiu a aplicacdo da EH&Ym, e avaliou os sinais cardinais da DP. A
entrevista e avaliacdo do historial clinico permitiu adquirir informacao demografica e médica,
nomeadamente a duracao a DP, sintomas motores inaugurais, presenca ou auséncia de sintomas
nao motores, dose média diaria de L-DOPA, medicacao prévia e atual para a DP, resultados de
exames imagiologicos cerebrais, comorbidades, outras medicacdes e episodios de urgéncia.

Para todos os individuos foi criado um codigo do estudo, tal como para todos os

respetivos documentos, de forma a manter a confidencialidade.

2.2.2. Selecao dos Controlos

0 grupo Controlo foi recrutado a partir das listas de consulta externa de Urologia e Uro-
ginecologia, no periodo de janeiro de 2013 a fevereiro de 2017. A escolha destas consultas em
particular para selecdo de individuos para o grupo de controlos, deve-se ao facto de ja existir
um protocolo previamente realizado com o CHCB. Isto porque os doentes habitualmente
seguidos nessas consultas apresentarem menor nimero de patologias e medicacdo passiveis de
exclusao no nosso estudo. Para a sua selecdo, de forma a assegurar a exclusao de
parkinsonismo, foram utilizados os critérios de exclusao presentes no UKPDSBBC (4).

Foram ainda excluidos os individuos que usavam as seguintes medicacdes: inibidores da
sintese de urato, agonistas dos recetores ativados por proliferador de peroxissoma, (glitazonas),
inibidores da recaptacdo da serotonina-noradrenalina, antipsicoticos, agonistas e antagonistas
da dopamina, inibidores da catecol-O-metil transferase (COMT), inibidores da monoamina
oxidase (MAO), inibidores dos recetores N-metil-D-aspartato (NMDA), agonistas e antagonistas
da acetilcolina. Foram também excluidos fumadores ativos e individuos com historia pessoal de
doencas neurodegenerativas ou acidente vascular cerebral (AVC).

Aqueles que apresentavam taxa de filtracao glomerular estimada (TFGe) <45
mL/min/1,73m?durante mais de um ano foram também excluidos; a TFGe foi calculada a partir
da equacao da Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) (32).

A cada individuo foi aplicado um questionario (Anexo 3), consultado o processo clinico,
efetuado exame neurologico, analises laboratoriais e recolha de saliva. A entrevista e avaliagao
do historial clinico permitiu adquirir informacdo demografica e médica, nomeadamente
comorbidades, medicacdes e episoddios de urgéncia.

A todos os individuos foi atribuido um codigo do estudo, tal como a todos os respetivos

documentos, de forma a manter a confidencialidade.
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2.2.3. Outros critérios de exclusao
Também foram critérios de exclusao para os grupos de doentes de Parkinson e Controlo
0s seguintes:
¢ doencas inflamatorias e imunologicas crénicas;
e doencas infeciosas agudas ou cronicas;
e insuficiéncia hepatica;
¢ dependéncia de alcool;
¢ enfarte do miocardio e cirurgia nos Gltimos 6 meses;
e tratamento atual com:
v/ farmacos anti-inflamatoérios nao esteroides (AINES), exceto acido acetilsalicilico
em dose antiagregante (< 150 mg/dia);
v glucocorticéides, exceto inalaveis cuja biodisponibilidade sistémica é menor
que 2%;

v imunossupressores;

(\

terapia hormonal de substituicao (exceto nao esteroide);

v'antibidticos e citostaticos.

2.3. Colheita e preparacao da amostra de saliva

Os doentes de Parkinson e Controlos foram submetidos a colheita de saliva nao
estimulada. As amostras foram colhidas a temperatura ambiente. Os individuos encontravam-
se sem comer, beber, lavar a cavidade oral e fumar pelo periodo minimo de duas horas, para
gue nao existisse interferéncia de agentes exdgenos na composicao da saliva.

Para a colheita de saliva foi utilizado um tubo de colheita do kit SalivaBio Passive Drool
Method®, da Salimetrics®, com cada amostra medindo em média 2 mL. As amostras de saliva
foram recolhidas para um tubo contendo uma solucdo de fluoreto de sodio (NaF), numa
concentracao final de 0,4 mol/dm3. A utilizacdo do NaF permite que a amostra se mantenha
integra, na medida em que este possui atividade antimicrobiana (33).

Apos a colheita, a saliva foi armazenada e transportada em gelo até ao laboratorio do
Centro de Investigacao em Ciéncias da Salde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI).

As amostras foram posteriormente homogeneizadas e divididas em duas aliquotas de 1
mL cada. Em seguida foram centrifugadas a temperatura de 4 °oC, a 15000 x g durante 30
minutos, de forma a separar o sobrenadante das células e detritos celulares (33). Procedeu-se
a recolha do sobrenadante que foi posteriormente armazenado a -80 °C, permitindo manter a
estabilidade dos metabolitos presentes na saliva até a data da analise.

No dia da analise, as amostras foram preparadas retirando-se 400 pL da aliquota de

saliva, previamente descongelada em gelo, para um novo tubo eppendorf e adicionando-se 400
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pL de solucao tampaor. A solucdo tampao contém um composto para referéncia interna (0 ppm
no espetro de RMN de 'H) designado sodio 3-trimetilsilil [2,2,3,3-2H4] proprionato (TSP). Apos
diluicao do tampéao para metade, aquando da preparacao da amostra de saliva para analise (400
puL saliva + 400 pL tampao), as concentracoes dos constituintes do tampao passam para
metade.Este tampao permite ainda a estabilizacao do pH da amostra. Em seguida, realizou-se
uma centrifugacdo a temperatura de 4 °C, a 15000 x g durante 20 minutos, apos a qual se
retiraram 700 pL do sobrenadante para novo tubo eppendorf. Posteriormente, homogeneizou-

se e transferiram-se 600 pL para um tubo de RMN de 5 mm.

2.4. Espectros de RMN 'H e identificacdao de metabolitos

A aquisicdo dos espectros de RMN das amostras de saliva foi realizada a temperatura
de 301,0 K, num espectrometro Bruker® Avance lll 600MHz, equipado com uma crio-sonda. Para
o controlo do espectrometro, assim como para a analise e processamento dos espectros, foi

utilizado o programa TOPSPIN, versao 3.1 (Bruker Biospin®, Fallanden, Suica).

2.4.1. Espectros RMN de 'H unidimensionais

Para a aquisicdo dos espetros RMN de 'H unidimensionais das amostras de saliva foi
utilizada a sequéncia de pulsos noesygpprid e os seguintes parametros: largura de pulso de 90°
(P1) entre 13,250 e 14,330 us, determinada automaticamente pelo software, largura da janela
de aquisicao (SW) de 20 ppm; time domain (TD) de 98304 pontos; tempo de relaxacao (D7) de
10,0 segundos; numero de transientes (NS) 64; dummy scans (DS) 4; ganho do recetor (RG) 80,6;
temperatura 301,0 K. O valor de LB (line broadening) usado no processamento destes espetros
foi de 0,30 Hz.

2.4.2. Espectros RMN bidimensionais - J-resolved

Para a aquisicao dos espetros RMN bidimensionais resolvidos em J (J-resolved, sendo J
a constante de acoplamento) das amostras de saliva foi utilizada a sequéncia de pulsos
jresgpprqgf e os seguintes parametros: largura de pulso de 90° (P71) semelhante a utilizada no
espetro de RMN de 'H unidimensional da respetiva amostra de saliva, largura da janela de
aquisicao (SW) de 16,7 ppm (F2) e 0,13 ppm (F1); time domain (TD) de 8192 pontos (F2) e 40
pontos (F1); tempo de relaxacdo (D7) de 5,0 segundos; nimero de transientes (NS) 2; dummy
scans (DS) 16; ganho do recetor (RG) 80,6; temperatura 301,0 K. O valor de LB (line broadening)

usado no processamento destes espetros foi de 1,0 Hz (F2) e 0,30 Hz (F1).

1.0,07498 mol/dm3 NaH2P0O4, 0,008 mol/dm? NaF, 0,004 mol/dm? TSP em 80% H,0 e 20% D0, pH 7,4 +
0,2.
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2.4.3. Testes de estabilidade e reprodutibilidade

Os testes de estabilidade da amostra de saliva foram realizados pela reproducao dos
procedimentos descritos nas seccoes 2.3, 2.4.1 e 2.4.2. No processo de aquisicao dos espectros
de RMN, foi utilizada a mesma amostra de saliva que, apds descongelacao, se encontrava a
temperatura ambiente entre aquisicoes. Os espetros de RMN foram adquiridos a cada 40 min,
até um total de 72 horas, tendo sido posteriormente analisados para identificar possiveis
alteracoes decorrentes na amostra de saliva.

Os testes de reprodutibilidade foram realizados por duas pessoas diferentes,
replicando-se o mesmo processo descrito na seccao 2.3, seguindo-se a aquisicao dos espectros
como descrito nas seccoes 2.4.1 e 2.4.2. Os espectros de RMN foram depois analisados para

identificacao de possiveis alteracoes.

2.4.4. Identificacao dos metabolitos

A atribuicao dos sinais nos espectros de RMN de 'H, levando a identificacdo dos
metabolitos presentes nas amostras de saliva, foi realizada através do programa TOPSPIN,
versao 3.1 (Bruker Biospin®, Fallanden, Suica), através das analises dos espetros uni- e
bidimensionais, com o auxilio da base de dados The Human Metabolome DataBase (HMDB) (34-
36). Esta permitiu a identificacdo dos metabolitos através dos seus desvios quimicos
(ressonancias) representados nos espectros de RMN e a multiplicidades dos sinais.

Em certos casos nado foi possivel identificar os metabolitos presentes nos espectros de
RMN de 'H unidimensionais, havendo necessidade de, no futuro, se fazer um estudo
complementar adquirindo um conjunto de espetros de RMN bidimensionais para atribuicao das

ressonancias em falta e, se necessario, através de espectrometria de massa.

2.5. Analise estatistica

2.5.1. Divisao em subgrupos
Para uma melhor analise da progressao da DP consoante os estadios da EH&Ym e pelo
facto de a amostra populacional ser pequena, foram designados os seguintes subgrupos:
e Subgrupo I: estadios da EH&Ym 1 e 1,5
e Subgrupo Il: estadios da EH&Ym 2 e 2,5
e Subgrupo lll: estadios EH&EYm 3,4 e 5

2.5.2. Estatistica descritiva e inferencial

A analise estatistica das caracteristicas da amostra do nosso estudo, grupos doentes de
Parkinson e Controlo, foi realizada utilizando o programa SPSS® versao 24.

Os dados sao apresentados como médias + desvio padrao para medidas continuas,
percentagens e contagens para as variaveis categoricas.

A avaliacao da normalidade foi efetuada através do teste de Shapiro-Wilk. As diferencas

nas variaveis estudadas entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo foram avaliadas por
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analise de variancia, teste t-Student para amostras independentes ou, alternativamente, com
o teste U de Mann-Whitney. A associacao entre as variaveis categoricas foi avaliada com o teste
exato de Fisher, quando o primeiro nao se mostrou adequado.

Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo e os

Intervalos de Confianca (IC) foram considerados a 95%.

2.5.3. Analise Estatistica Multivariada

ApoOs aquisicdo e processamento, os espectros de RMN foram analisados por Analise
Estatistica Multivariada (AEM) para identificar caracteristicas espectrais distintas, entre os
espetros de RMN de saliva de doentes de Parkinson e de individuos do grupo Controlo, capazes
de permitir a discriminacao entre estes dois grupos.

A AEM foi efetuada da seguinte forma (37):

1) Pré-processamento estatistico: Recolha e tratamento dos dados de RMN para os levar
a uma forma adequada para AEM;

2) Bucketing (dados reduzidos a uma matriz), normalizando e dimensionando a matriz,
sendo que o programa utilizado foi o programa AMIX (Bruker), versao 3.9.7, respeitante a area
que os metabolitos ocupam no espectro;

3) Executando a AEM real: multiplos métodos ndo supervisionados e supervisionados
estao disponiveis.

Ha uma vasta gama de métodos de AEM e multiplas plataformas de programas
disponiveis para executar cada etapa desta analise (38). Na nossa AEM, foi utilizado o pacote
mixOmics (www.mixomics.org) para o programa R (The R Project for Statistical Computing,
The R Foundation®), versao 3.3.2, com a interface RStudio®, versao 1.0.136.

Embora a regressao pelo método dos minimos quadrados parciais (Projections on Latent
Structures, PLS, vulgarmente conhecida por Partial Least Squares) nao tenha sido inicialmente
concebida para problemas de classificacao e discriminacao, tem sido frequentemente utilizado
para esse fim. A matriz de resposta, Y, é categorica (grupo de doentes de Parkinson e grupo
Controlo ou subgrupos do grupo de doentes de Parkinson e grupo Controlo) e é internamente
recodificada como uma matriz de bloco ficticio que regista a associacao de cada observacéo,
isto é, cada uma das categorias de resposta é codificada através de uma variavel de indicador
(dummy variable). A regressao PLS [agora PLS-Discriminant Analysis (PLS-DA)] é entao
executada como se Y fosse uma variavel continua (38).

A PLS-DA é um modelo linear que reduz os dados em componentes (variaveis latentes),
realiza uma tarefa de classificacdo e é capaz de prever a classe de novas amostras (38)

Para a analise de dados foi utilizada uma versao particular da PLS-DA, a sparse Partial
Least Squares Discriminant Analysis (sPLS-DA) que permite, além da reducao dos dados em
componentes (variaveis latentes) que maximizam a covariancia com a variavel resposta Y, a
selecdo das caracteristicas (variaveis/metabolitos) mais preditivas ou discriminatorias nos
dados que auxiliam na classificacdo das amostras (38). O nimero 6timo de variaveis latentes

(componentes) a extrair e o nimero 6timo de variaveis do espectro que melhor definem cada
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componente foram determinados por validacdo cruzada com o método [eave-one-out.
Adicionalmente, foi realizada uma analise ROC (Receiver Operating Characteristic) com o

objetivo de se obter o poder descriminante das componentes extraidas.

2.5.3.1. Analises discriminativas entre grupos

Na analise sPLS-DA foram realizadas quatros de tipos de analises discriminativas:

1. Discriminacao entre o grupo de doentes de Parkinson e grupo Controlo;

2. Discriminacao entre o grupo de doentes de Parkinson e grupo Controlo, referente ao
sexo masculino;

3. Discriminacao entre o grupo de doentes de Parkinson e grupo Controlo, referente ao
sexo feminino;

4. Discriminacao entre os 3 subgrupos atribuidos (referidos acima) do grupo de doentes

de Parkinson e o grupo Controlo.

2.5.4. Regressao logistica complementar

Como complemento a sPLS-DA, foram criados modelos de regressao logistica com os
metabolitos mais relevantes das componentes extraidas que tiveram de sofrer previamente
uma transformacao pela divisao por 1 milhao de unidades, pelo facto de a ordem de grandeza
dos valores dos metabolitos ser na ordem dos milhdes.

Adicionalmente, foi obtido um modelo de regressao logistica ordinal usando-se como
preditor o Unico metabolito que mostrou ter poder de discriminacao para os subgrupos da DP.
Utilizou-se a funcao de ligacao Cauchitz, visto que esta foi a que permitiu um melhor ajuste do
modelo aos dados. A forma da distribuicao dos subgrupos sugerias a utilizacao da funcao de
ligacao log-log negativo4. Contudo, o teste das linhas paralelass, mostrou-se significativo e,
consequentemente, nao seria adequada a utilizacao dessa funcao de ligacdo. Com o modelo
logistico obtido estimaram-se os valores de corte do metabolito usado, que permitem
discriminar os individuos nos trés subgrupos da DP e os Controlo.

Foram incluidos nos modelos logisticos todos os metabolitos cujo valor de p no teste de
Wald nao ultrapassou o valor 0,2, ja que, devido a dimensao reduzida da amostra, o critério

com o nivel de significancia 0,05 excluiria metabolitos com interesse preditivo.

2 inversa da funcao de distribuicao de Cauchy

3 frequéncias mais altas em subgrupos inferiores

4 inversa da funcao de distribuicao de Gumbel

5 testa se um coeficiente de regressao é o mesmo para todas as categorias da variavel dependente

10
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3.Resultados

Estudamos as caracteristicas da nossa amostra e, posteriormente, efetuamos a
identificacao dos padroes de metabolitos das amostras de saliva e respetiva analise estatistica
no sentido de detetar diferencas que permitam a distincao entre os diferentes grupos e

subgrupos descritos na seccao anterior.

3.1. Caracteristicas demograficas da amostra em estudo

O grupo de doentes de Parkinson era constituido por 25 individuos, maioritariamente
do sexo masculino (56,0%), com idade média de 75,0 + 6,9 anos (Tabela 3).

No grupo Controlo, composto por 26 individuos, a distribuicio de género era
semelhante, mas a média de idades era menor (69 + 7,2 anos; p = 0,040) (Tabela 3).

Verificou-se que a média das idades dos individuos do sexo masculino nos dois grupos
nao era significativamente diferente (p = 0,104). Contudo, o mesmo nao se verificou para o
sexo feminino (p = 0,018), sendo a média significativamente maior para o grupo de doentes de
Parkinson (Tabela 3).

No que diz respeito as comorbilidades, as mais prevalentes no grupo de doentes de
Parkinson foram a doenca psiquiatrica (56,0 %) e a hipertensao arterial (HTA) (56,0 %),
seguindo-se as doencas musculoesqueléticas (40,0 %). Ja no grupo Controlo, a doenca
metabolica (69,2 %, que inclui alteracdes hormonais da tiroide, dislipidemia e hiperuricemia)
foi a comorbilidade mais frequente, seguida da HTA (61,5 %) e das doencas musculosqueléticas
(61,5 %). A destacar que os individuos com as patologias englobadas na categoria “doencas
metabolicas” estavam medicados e controlados (Tabela 3).

VerificAmos que os 2 grupos apresentam comorbilidades semelhantes, exceto para 3
grupos de patologias: o grupo Controlo apresenta maior nimero de individuos com doencas
metabolicas (69,2 % no grupo Controlo, face a 36,0% no grupo de doentes de Parkinson, p =
0,025); ja o grupo de doentes de Parkinson incluiu um maior nimero de individuos com doenca
renal cronica em estadio 3 (32,0%, face a 3,8% no grupo Controlo, p = 0,011), isto porque os
critérios de exclusdo foram mais permissivos para este grupo, e um maior nimero de individuos
com doenca psiquiatrica (56,0%, face a 15,4% no grupo Controlo, p = 0,003), que é compativel

com o facto de esta fazer parte do espectro da DP (Tabela 3).

11
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Tabela 3 - Descricao demografica da populacao em estudo: grupos de doentes de Parkinson e Controlo. A
doenca metabdlica inclui alteracdes hormonais da tiroide, dislipidemia e hiperuricemia. O valor de p para
cada linha da tabela, refere-se a comparacao entre o grupo de doentes de Parkinson e o grupo Controlo.

aTeste exato de Ficher PTeste t-Student

Grupo dqentes Grupo Controlo
de Parkinson (n = 26) Valor p
(n = 25)
’ Masculino 14 (56,0 %) 11 (42,3 %)
Género 0,5792
Feminino 11 (44,0 %) 15 (57,7 %)
Total 75,0 £ 6,9 69,0+ 7,2 0,004
Idade (anos)
[média + desvio Masculino 73,9+7,4 69,0 + 6,9 0,104p
padrao] Feminino 76,4 + 6,4 69,1+7,7 0,018
Doenca Psiquiatrica 14 (56,0 %) 4 (15,4 %) 0,0032
Hipertensao Arterial 14 (56,0 %) 16 (61,5 %) 0,779
Doenca Musculoesquelética 10 (40,0 %) 16 (61,5 %) 0,165
Doenca Metabolica 9 (36,0 %) 18 (69,2 %) 0,0252
Doenca Cardiovascular 8 (32,0 %) 8 (30,8 %) 1,000
Doenca Renal Cronica, estadio 3 8 (32,0 %) 1(3,8%) 0,0112
. . : ) 0 a
Comorbilidades Diabetes Mellitus tipo 2 7 (28,0 %) 4 (15,4 %) 0,324
Doenca Aparelho Respiratorio 6 (24,0 %) 4 (15,4 %) 0,449
Doenca Urologica 5 (20,0 %) 10 (38,5 %) 0,220
Sindrome Vertiginoso 2 (8,0 %) 0 0,1102
Doenca Gastrointestinal 2 (8,0 %) 3 (11,5 %) 1,000
Doenca Cerebrovascular 2 (8,0 %) 1(3,8%) 0,610°
Outras doencas neurologlcas nao 2(8,0%) 16,7 %) 0,610°
degenerativas

3.1.1. Grupo de doentes de Parkinson

Dentro do grupo dos doentes de Parkinson apenas um individuo apresentava historia
familiar da doenca, definida como ter pelo menos um familiar direto com DP (Tabela 4).

A DP manifestou-se, em média, pelos 68,2 + 8,0 anos de idade. O sintoma inaugural
mais frequente foi o tremor (88 %), seguido por ordem decrescente pela rigidez (16 %),
bradicinesia (12 %) e parestesias (4 %) (Tabela 4).

A data da avaliacdo, o sintoma mais frequente era a rigidez (88 %), seguida pelo tremor
(60 %) e bradicinesia (52 %). Apenas um doente apresentava instabilidade postural e outro
apresentava um quadro acinético-rigido (Tabela 4). Dos sintomas nao motores, as alteracoes
de humor (68 %), as alteracdes do sono (48 %) e a obstipacao (36 %) foram os mais prevalentes
(Tabela 4).

Quanto a classificacao da doenca através da EH&Ym, a amostra € mais representativa
dos estadios iniciais, sendo que 52 % dos doentes de Parkinson apresentavam a doenca nos dois
estadios iniciais (Tabela 4).

Quanto a terapéutica dirigida a DP, todos os doentes estavam medicados com pelo

menos um farmaco. A grande maioria dos doentes estava medicada com levodopa (92 %), em
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média desde ha 4,0 + anos. A dose média diaria de levodopa entre os doentes de Parkinson foi

de 541,3 + 337,7 mg, com minimo de 50 mg diarios e maximo de 1500 mg diarios. O segundo

farmaco mais frequente nesta amostra foram os agonistas da dopamina (60 %), seguidos pelos

inibidores da catecol-O-metil transferase (COMT, 28 %) e pelos inibidores irreversiveis da
monoamina oxidase B (Rasagilina, 20 %) (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizacdo do grupo de doentes de Parkinson. Selegilina (IMAO-B: inibidor seletivo e

irreversivel da monoamina oxidase B) e Amantadina (antagonista recetores NMDA, aumenta a libertacao
de dopamina e inibe o recaptacao de dopamina).

14
68,2 + 8,0
Tremor 22 (88)
Rigidez 4 (16)
Bradicinesia 3(12)
Instabilidade postural 0 (0)
Qutro 1(4)
Rigidez 22 (88)
Tremor 15 (60)
Bradicinesia 13 (52)
Instabilidade postural 1(4)
Qutro 1(4)
Alteracoes de humor 17 (68)
Alteracdes do sono 12 (48)
Obstipacao 9 (36)
Disfuncao cognitiva 4 (16)
Alteracoes sensitivas/ algicas 4 (16)
Psicose 1(4)
Outros 4 (16)
1 9 (36)
I 13 (52)
1,5 4 (16)
2 7 (28) I 7 (28)
3 3(12)
1] 7 (20)
4 2 (8)
SR 2 02
Levodopa Duracao (anos) 40+2,2
Dose (mg/dia) 541,3 £ 337,7
Agonista Dopamina 15 (60)
Inibidores da COMT 7 (28)
Rasagilina 5 (20)
Selegilina 2 (8)
Anticolinérgicos 2 (8)
Amantadina 1(4)
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3.2. Espectros RMN de 'H e identificacdo de metabolitos
3.2.1. Estabilidade e reprodutibilidade

Foram realizados teste de estabilidade das amostras de saliva, nos quais se verificou
que existiam alteracdes e intensidade dos sinais de RMN de 'H correspondentes a diferentes
metabolitos a partir das 3 horas a temperatura ambiente (Figura 2). Assim, preconizou-se que
as amostras de saliva fossem descongeladas e preparadas para a analise no momento

imediatamente antes da aquisicao de espectros.

T T . T T . T T T T T T T
4.00 385 290 [ppm]

Figura 2 - Espectro de RMN de 'H unidimensional de uma amostra de saliva controlo, a diferentes tempos
de aquisicao apos descongelacdo e preparacdo para analise: a azul tempo zero, a verde 3 horas e a
vermelho 9 horas, onde se verifica uma alteracao na area de alguns dos sinais de RMN ao longo do tempo.

Os testes de reprodutibilidade mostraram que os procedimentos realizados sao
reprodutiveis entre investigadores, nao havendo diferencas significativas entre os espetros de

RMN referentes as amostras de saliva por eles preparadas.

3.2.2. ldentificacao dos metabolitos

Apds aquisicao, os espetros de RMN foram analisados de forma a identificar metabolitos
presentes nas amostras de saliva, e representados pelos varios sinais de RMN presentes nos
espetros. As Figuras 21 e 22 (Anexo 8) mostram um espetro de RMN de 'H representativo de
uma amostra de saliva controlo, onde foram identificados diferentes metabolitos.

As experiéncias de RMN de 'H unidimensionais sdo geralmente rapidas, robustas, faceis
de implementar e ideais para testes de rastreio. Sao habitualmente utilizadas na pesquisa de
metabolitos - biomarcadores. A informacao obtida é utilizada para identificacao e avaliacao
global de perfil de metabolitos, o metaboloma, entre diferentes grupos. Contudo, dada a baixa
sensibilidade inerente a técnica de RMN, apenas se observam os metabolitos mais abundantes.

Para além disso, a sua identificacao €, muitas vezes, um desafio porque em algumas regioes
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dos espectros RMN de 'H existe uma grande sobreposicdao de sinais (Anexo 8 - Figura 20[A],

Figuras 21 e 22). Os fluidos bioldgicos, sendo misturas heterogéneas complexas com centenas

de metabolitos, apresentam sobreposicao de diversos picos nos seus espetros de RMN,
dificultando a sua diferenciacao (39).

A resolucao e sensibilidade dos espetros de RMN melhoram com o aumento da
intensidade do campo magnético e com técnicas de simplificacdo de espetros, permitindo uma
melhor dispersao dos picos (39).

Os espetros obtidos por experiéncias bidimensionais J-resolved (JRES) permitem ultrapassar a
limitacao dos espectros unidimensionais na identificacao de metabolitos, na medida em que ha
um aumento da resolucao e de dispersao dos picos dos metabolitos (Anexo 8 -Figura 20 [B]). No

entanto, este tipo de experiéncias requer um maior tempo de aquisicao (39).

3.3. Analise Estatistica Multivariada - sPLS-DA

Apos a identificacdo dos metabolitos em amostras de saliva procedeu-se a AEM para
identificacao dos metabolitos mais relevantes para a discriminacao entre o grupo de doentes
de Parkinson e Controlo, referente ao género, subgrupos de doentes de Parkinson e grupo
Controlo.

Para a realizacao da AEM entre os grupos anteriormente referidos determinou-se por
validacao cruzada que o nimero 6timo de componentes a extrair pela analise sPLS-DA seria de
trés. Para avaliar a discriminacdo dos individuos dos grupos em estudo, efetuada pelo nosso
modelo, foram utilizadas curvas ROC tendo-se determinado, com estas, a sensibilidade e
especificidade maximas para cada componente, para assim determinar a viabilidade do nosso

modelo.

3.3.1. Analise discriminativa entre o grupo de doentes de

Parkinson e o grupo Controlo

O objetivo desta analise foi a discriminacao entre o grupo de doentes de Parkinson e
Controlo. Assim, recorreu-se a AEM para a criacao de um modelo estatistico que permitisse a
sua diferenciagao através dos metabolitos identificados previamente em saliva.

Determinou-se por validacdo cruzada que o nimero 6timo de regides do espectro que
explicam as componentes 1, 2 e 3, sao 1, 72 e 1, respetivamente (Tabelas 5,6 e 7).

A variancia explicada é definida pelo modo como uma determinada componente (1, 2
ou 3, que é constituida por uma regido/regioes do espectro RMN) permite explicar se a nossa
amostra de saliva pertence ao grupo de doentes de Parkinson ou Controlo. A variancia explicada
para as componentes 1, 2 e 3, foi 44,9 %, 6,8 % e 7,1 %, respetivamente, sendo 58,8 % o total
de variancia explicada pelas trés componentes.

Na analise discriminativa dos grupos, pela utilizacao das componentes 1, 2 e 3,
verificou-se que estas explicam 33,0 %, 9,2 % e 5,1 % da variancia da variavel Y, respetivamente,

sendo a variancia total explicada de 47,3 %. Como referido anteriormente no Material e
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Métodos, a variavel Y é categorica, definida pelo grupo de doentes de Parkinson (como 1) ou
grupo Controlo (como 0), para se poderem realizar as analises discriminatoérias entre os dois

grupos.

3.3.1.1. Discriminacao cruzada entre componentes: doentes

de Parkinson versus Controlo
Para a analise de discriminacdo cruzada entre componentes do grupo de doentes de
Parkinson e Controlo, utilizaram-se os scores (a posicao de cada individuo em cada componente)
das componentes 1, 2 e 3 e obtiveram-se as Figuras 3 e 4. O facto de se ter utilizado a
componente 1 como base para as duas analises, deve-se por esta explicar a maior variancia de
metabolitos (44,9 %). A variancia explicada pelas componentes 2 e 3, foi de 6,8 % e 7,1 %
respetivamente. Na discriminacao cruzada entre componentes 1 e 2 e componentes 1 e 3,

observa-se uma separacao parcial entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo.

Parkinson, sPLSDA componente 1 - 2

10 7
5
=
2 5
o Legend
=
~ ® Contralo
E Parkinson
0
5
>
- -

2 o

-2 0

X-variate 1: 45% expl. var

Figura 3 - Andlises sPLS-DA pela discriminacdo cruzada entre as componentes 1 e 2, representando as
regides delimitadas o IC95% para cada grupo, grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo
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Parkinson, sPLSDA componente 1 -3

Legend
® Controlo
Farkinson

K-variate 3. 7% expl. var

2 0
X-variate 1: 45% expl. var

Figura 4 - Analises sPLS-DA pela discriminagao cruzada entre as componentes 1 e 3, representando as
regides delimitadas o IC95% para cada grupo, grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo

(R

3.3.1.2. Componentes doentes de Parkinson versus Controlo:
metabolitos e curvas ROC

Componente 1

O Unico metabolito que definiu a componente 1 encontrava-se na regido do espectro
de RMN entre 1,18 a 1,22 ppm. Esse metabolito, que identificou-se ser o | Etanols, contribui
para a discriminacdo dos dois grupos através da componente 1 e explica 44,9% da amostra
(Tabela 5), apresentando um desvio quimico de 1,188 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e Figuras 20 e

22), contribuindo para a identificacao do grupo de doentes de Parkinson.

Tabela 5 - Metabolito discriminatorio da componente 1, com a respetiva regiao do espetro que permite a
discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
dPara o grupo Controlo o coeficiente de regressao é o simétrico.

Metabolito Regiao do espectro Coeficiente de regressao para 2 grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
| Etanol 1,18 - 1,22 0,575

Relativamente a discriminacao entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo,
efetuada pela componente 1, obteve-se a curva ROC representada na Figura 5, com uma area
aproximadamente igual a 0,8385 (p<0,001), que corresponde a uma boa discriminacao dos
individuos (40). A sensibilidade e especificidade maximas, calculadas estatisticamente, foram

de 80,0 % e 76,9 %, respetivamente, para o valor de corte de 0,510, em que valores acima desse

6 O metabolito Etanol apresenta dois sinais no espectro de RMN 'H (Tabela 25), sendo que se atribui o
nome | Etanol ao primeiro sinal apresentado por este metabolito a partir do valor de 0 ppm, com o
desvio quimico de 1,188 ppm, e Il Etanol ao segundo sinal com o desvio quimico 3,732 ppm, realizando-
se 0 mesmo para os metabolitos que apresentem mais do que um sinal no espectro de RMN 1D.
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valor de corte predizem que um individuo tem DP com uma acuracia de 80,4 %. Na avaliacao

com a validacdo cruzada do poder discriminante desta componente obteve-se uma area ROC

aproximadamente igual a 0,820, que evidencia uma boa discriminacao (40) dos individuos pelo

| Etanol. De qualquer modo, foi criado um modelo logistico com este metabolito (Tabela 5) e

outros, de outras componentes, com o objetivo de evidenciar este poder de discriminacao (ver
seccao 3.4.1 Resultados).

Sensitivity (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

100 - Specificity (%)
Figura 5 - Curva ROC para a componente 1, mostrando (seta) uma sensibilidade de 80,0% e especificidade
de 76,9%, relativa ao grupo de doentes de Parkinson versus grupo Controlo.

Componente 2

A componente 2 explica 6,8% da amostra, sendo definida por 72 regides do espectro de
RMN (Anexo 7 - Figura 19). No entanto, como esta componente explica apenas 6,8% da amostra
selecionamos as primeiras quatro regides espectrais por terem maior relevancia e contributo
para esta componente. Apesar disso, entre estas nao foi possivel a identificacdo dos metabolitos
em determinadas regides do espectro, que designamos por X;, i= 1, 2 (Figura 6), pelo facto de
nao estarem descritos na literatura. S6 foram possiveis identificar dois metabolito, o Malonato,
na regido entre 3,14 e 3,18 ppm (Tabela 6), com o desvio quimico de 3,155 ppm, e o Lactato
na regiao entre 1,30 e 1,34 ppm, com o desvio quimico de 1,32 ppm (Anexo 8- Tabela 25 e

Figura 22), tendo ambos contributo para a identificacao do grupo de doente de Parkinson.

Tabela 6 - Metabolitos discriminatorios da componente 2, com a respetiva regiao do espetro que permite
a discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
dPara o grupo Controlo os coeficientes de regressao sao os simétricos.

. Regiao do espectro Coeficiente de regressao para o grupo de doentes de
Metabolitos s (ppm)p s Park[i)nsond grup
X2 3,38 - 3,42 0,038
X4 3,30 - 3,34 0,039
Lactato 1,30 - 1,34 0,040
Malonato 3,14 - 3,18 -0,048
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X2

X4

37 s.‘s ‘ ‘ ' ‘ 35 ‘ ‘ ‘ ‘ a!n ‘ ‘ ‘ ‘ s.‘a ‘ ' ‘ ‘ a.‘z ‘ ‘ ‘ ' s.‘1 [pp‘m]
Figura 6 - Espectro de RMN de 'H, de uma amostra de saliva controlo, com os metabolitos nao
identificados assinalados com X e X,.

Relativamente a discriminacao entre o grupo de doentes de Parkinson e grupo Controlo
efetuada pela componente 2, obteve-se uma curva ROC com uma area de 0,9169 (p<0,001),
que corresponde a uma discriminacado excecional (40). A sensibilidade e especificidade maximas
foram de 88,0 % e 88,5 %, respetivamente, para o valor de corte de 0,529, com uma acuracia
de 88,2 %. No entanto, na avaliacdo do poder de discriminacdo desta componente apds
validacdo cruzada, obteve-se uma area ROC somente de 0,7108, correspondendo a uma
discriminacao aceitavel (40). Pelo fato de haver uma diminuicao significativa na area da curva
ROC, reavaliou-se o poder de discriminacao dos metabolitos, recorrendo-se a um modelo de

regressao logistica (ver seccao 3.4.1 Resultados).

Componente 3

0 metabolito identificado através da componente 3, que explica 7,1 % da amostra e se
encontra na regiao entre 1,58 e 1,62 ppm, foi o Il Butirato7 (Tabela 7). Apresentou um desvio
quimico de 1,562 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e Figuras 20 e 22), contribuindo para a identificacao

do grupo de doentes de Parkinson.

Tabela 7 - Metabolito discriminatorio da componente 3, com a respetiva regiao do espetro que permite a
discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
dPara o grupo Controlo o coeficiente de regressao é o simétrico.

Metabolitos Regiao do espectro Coeficiente de regressao Para g grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
Il Butirato 1,58 - 1,62 0.403

7 O metabolito Butirato apresenta trés sinais no espectro de RMN de 'H (Tabela 25), sendo que se atribui
o nome |l Butirato ao segundo sinal apresentado por este metabolito a partir do valor de 0 ppm, com o
desvio quimico de 1,562 ppm, e | e lll Butirato ao primeiro e terceiro sinais, respetivamente, com os
desvios quimicos de 0,88 e 2,14 ppm, realizando-se 0 mesmo para os metabolitos que apresentem mais
do que um sinal no espectro de RMN NOESY 1D.
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Em relacdo a discriminacdo dos individuos dos grupos de doentes de Parkinson e
Controlo efetuada pela componente 3, obteve-se uma curva ROC com uma area de 0,9323
(p<0,001), que corresponde a uma discriminacao excecional (40). A sensibilidade e
especificidade maximas foram de 96,0 % e 84,6 %, respetivamente, para o valor de corte 0,470,
com uma acuracia de 90,1 %. No entanto, ao avaliar-se o poder de discriminacao do Il Butirato,
apos validacao cruzada, a area ROC obtida foi somente 0,6923, que corresponde a uma
discriminacao fraca (40). De qualquer modo, foi criado um modelo logistico com este
metabolito (Tabela 7) e outros, de outras componentes, com o objetivo de evidenciar este

poder de discriminacao (ver seccao 3.4.1 Resultados).

3.3.2. Analise discriminativa entre o grupo de doentes de

Parkinson e o grupo Controlo, sexo Masculino

O objetivo desta analise foi a discriminacdo entre o grupo de doentes de Parkinson e
Controlo, referente ao sexo Masculino. Para verificar se existe uma discriminacao entre estes
grupos recorreu-se a AEM para a criacdo de um modelo estatistico e assim que permitir a sua
diferenciacdo através dos metabolitos identificados previamente em saliva.

Determinou-se por validacao cruzada que o niUmero 6timo de regides do espectro que
explicam as componentes 1, 2 e 3, sao 1, 7 e 1, respetivamente (Tabela 8, 9 e 10).

A variancia explicada pelos componentes 1, 2 e 3 foi 42,6 %, 8,7 % e 5,4 %,
respetivamente, sendo 56,7 % o total de variancia explicada pelas trés componentes.

Na analise discriminativa dos grupos, pela utilizacdo das componentes 1, 2 e 3,
verificou-se que estas explicam 36,6 %, 12,1 % e 9,2 % da variancia da variavel Y,

respetivamente, sendo a variancia total explicada de 57,9 %.

3.3.2.1. Discriminacao cruzada entre componentes: DP

versus Controlo, sexo Masculino
Para a analise de discriminacao cruzada entre componentes do grupo de doentes de
Parkinson e Controlo, sexo Masculino, utilizaram-se os scores das componentes 1, 2 e 3 e
obtiveram-se as Figura 7 e Figura 8. O facto de se ter utilizado a componente 1 como base para
as duas analises, deve-se por esta explicar a maior varidancia de metabolitos (42,6 %). A
variancia explicada pelas componentes 2 e 3, foi de 8,7 % e 5,4 % respetivamente. Na
discriminacao cruzada entre componentes 1 e 2 e componentes 1 e 3, observa-se uma separacao

parcial entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo.
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Parkinson, sPLSDA componente 1 - 2
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Figura 7 - Analises sPLS-DA pela discriminacao cruzada entre as componentes 1 e 2, representando as
regides delimitadas o 1C95% para cada grupo, grupo de doentes de Parkinson versus grupo Controlo,

referente ao sexo Masculino.

Parkinson, sPLSDA componente 1 - 3
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Figura 8 - Analises sPLS-DA pela discriminacdo cruzada entre as componentes 1 e 3, representando as
regides delimitadas o 1C95% para cada grupo, grupo de doentes de Parkinson versus grupo Controlo,

referente ao sexo Masculino.
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3.3.2.2. Componentes doentes de Parkinson versus Controlo,
sexo Masculino: metabolitos e curvas ROC

Componente 1

O Unico metabolito que definiu a componente 1 encontrava-se na regiao do espectro
de RMN entre 1,18 a 1,22 ppm. Esse metabolito, que contribui para a discriminacao dos dois
grupos e que explica 44,9 % da amostra, identificou-se como | Etanol (Tabela 8), com um desvio
quimico de 1,188 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e Figuras 20 e 22), contribuindo para a identificacao

do grupo de doentes de Parkinson.

Tabela 8 - Metabolito discriminatorio da componente 1, com a respetiva regido do espetro que permite a
discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo,
referente ao sexo Masculino.

dPara o grupo Controlo o coeficiente de regressao € o simétrico.

Metabolito Regiao do espectro Coeficiente de regressao para ch grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
| Etanol 1,18 - 1,22 0,605

A componente 1 permite uma boa discriminacao (40) entre os grupos doentes de
Parkinson e Controlo, sexo Masculino (area ROC: 0,8929; p<0,001). A sensibilidade e
especificidade maximas foram de 85,7 % e 83,3 %, respetivamente, para o valor de corte 0,500,
com uma acuracia de 84,6 %. Ao avaliar-se o poder discriminante do | Etanol por validacao
cruzada, constata-se que este metabolito mantém o mesmo poder discriminante, pois obteve-
se uma area ROC aproximadamente igual a 0,8274. De qualquer modo, foi criado um modelo
logistico com este metabolito (Tabela 8) e outros, de outras componentes, com o objetivo de

evidenciar este poder de discriminacao (ver seccao 3.4.2 Resultados).

Componente 2

Na componente 2, que explica 8,7 % da amostra, foram identificadas 7 regides do
espectro de RMN que influenciam esta componente. No entanto, verificAmos que certas regioes
do espectro de RMN apenas traduzem diferencas na linha de base e que nao representam sinais
de metabolitos (Z, e Z, - Figura 9) -Assim, identificaram-se quatro possiveis metabolitos (Tabela
9) o | Propionato, o Malonato, o Lactato e o Metanol, com os desvios quimicos de 1,061, 3,155,
1,32 e 3,369 ppm, respetivamente (Anexo 8 - Tabela 25 e Figura 22), contribuindo para a

identificacao do grupo de doentes de Parkinson, sexo masculino.

22



Perfil metabolémico da saliva:
potencial no diagndstico da doenca de Parkinson

Tabela 9 - Metabolitos discriminatorios da componente 2 e regides nao identificadas (Z1 e Zz), com a
respetiva regiao do espetro que permite a discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes
de Parkinson versus grupo Controlo, referente ao sexo Masculino.

dPara o grupo Controlo o coeficiente de regresséo é o simétrico.

Metabolito Regiées( I;jlt)) rT:e)spectro Coeficiente de regres;i?k;i):srgng grupo de doentes de
1 6,02 - 6,06 0,046
Metanol 3,37 - 3,41 0,073
Lactato 1,30- 1,34 0,075
1 6,10 - 6,14 0,080
Z4 0,78 - 0,82 0,084
Malonato 3,14 - 3,18 -0,112
| Propionato 1,10 - 1,14 0,138

Z4
Z; .

T T T T T T T T . . T T T T T T T T .
03 08 07 62 60 [ppm]

Figura 9 - Espectro de RMN 'H, de uma amostra de saliva controlo, onde se encontram assinaladas as
regioes do espectro onde nao se detetou nenhum metabolito, Z1, Z; e Z3, apenas diferencas na linha de
base.

Da analise ROC para a componente 2, relativa a discriminacdo entre os grupos doentes
de Parkinson e Controlo, do sexo Masculino, obteve-se uma area de 0,8988 (p<0,001),
evidenciando uma boa discriminacdo (40). A sensibilidade e especificidade maximas foram de
85,7 % e 91,7 %, respetivamente, para o valor de corte 0,538, com uma acuracia de 88,5 %. No
entanto, o poder discriminante desta componente ao ser reavaliado por validacao cruzada,
obteve-se uma area ROC inferior a 0,8 (0,7917), passando a ser uma discriminacdo aceitavel
(40). De qualquer modo, foi criado um modelo logistico com estes metabolitos (Tabela 9) e
outros, de outras componentes, com o objetivo de evidenciar este poder de discriminacao (ver

seccao 3.4.2 Resultados).

Componente 3

O metabolito identificado que contribui para a componente 3, que explica 5,4 % da
amostra, foi o Malonato (Tabela 10), com desvio quimico de 3,155 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e

Figura 22), contribuindo para a identificacao do grupo de doentes de Parkinson, sexo Masculino.
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Tabela 10 - Metabolito discriminatoério da componente 3, com a respetiva regiao do espetro que permite
a discriminacdo, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo,
referente ao sexo Masculino.

dPara o grupo CN o coeficiente de regressao é o simétrico.

Metabolito Regiao do espectro Coeficiente de regressao para (Z grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
Malonato 3,14 - 3,18 0,105

Da analise ROC da componente 3, relativa a discriminacao entre os grupos de doentes
de Parkinson e CN do sexo masculino, obteve-se uma area de 0,9524 (p<0,001), que corresponde
a uma discriminacao excecional (40). A sensibilidade e especificidade maximas foram de 92,9%
e 91,7 %, respetivamente, para o valor de corte de 0,500, com uma acuracia de 92,3 %. No
entanto, ao reavaliar-se o poder discriminante do Malonato, por validacao cruzada obteve-se
uma area ROC de 0,8512, embora continue a evidenciar uma boa discriminacao (40). De
qualquer modo, foi criado um modelo logistico com este metabolito (Tabela 10) e outros, de
outras componentes, com o objetivo de evidenciar este poder de discriminacao (ver seccao
3.4.2 Resultados).

3.3.3. Analise discriminativa entre o grupo de doentes de

Parkinson e o grupo Controlo, sexo Feminino

O objetivo desta analise foi a discriminacdo entre o grupo de doentes de Parkinson e
Controlo, referente ao sexo Feminino. Para verificar se existe uma discriminacao entre estes
dois grupos, recorreu-se a AEM para a criacdo de um modelo estatistico e, assim, permitir a sua
diferenciacao através dos metabolitos identificados previamente em saliva.

Determinou-se por validagao cruzada que o nimero 6timo de metabolitos que explicam
as componentes 1, 2 e 3, sao o 1, 1 e 8 respetivamente (Tabelas 11, 12 e 13).

A variancia explicada pelos componentes 1, 2 e 3 foi de 56,7 %, 1,1 % e 10,8 %,
respetivamente, sendo 68,6 % o total de variancia explicada pelas trés componentes.

Na analise discriminativa dos grupos, pela utilizacdo das componentes 1, 2 e 3,
verificou-se que estas explicam 34,9 %, 11,6 % e 6,0 % da variancia da variavel Y,

respetivamente, sendo a variancia total explicada de 52,5 %.

3.3.3.1. Discriminacao cruzada entre componentes: doentes

de Parkinson versus Controlo, sexo Feminino

A discriminacao cruzada entre as componentes 1-2 e 1-3 permitiu uma separacao parcial

entre os dois grupos, como demonstrado nas Figuras 11 e 12.
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Novamente, a discriminacdo cruzada foi efetuada utilizando os scores, isto €, a posicao

de cada individuo na componente, sempre com a utilizacdo da componente 1 como base, uma
vez que explica a maior variancia de metabolitos entre o grupo de doentes de Parkinson e
Controlo, sexo Feminino (56,7 %). A variancia explicada pelas componentes 2 e 3 é muito menor,

respetivamente 1,1 % e 10,8 %.
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Figura 11 - Andlises sPLS-DA pela discriminacao cruzada entre as componentes 1 e 2, representando as
regioes delimitadas o 1C95% para cada grupo, grupo de doentes de Parkinson versus grupo Controlo,
referente ao sexo Feminino.
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Figura 10 - Analises sPLS-DA pela discriminacao cruzada entre as componentes 1 e 3, representando as
regioes delimitadas o IC95% para cada grupo, grupo de doentes de Parkinson versus grupo Controlo,
referente ao sexo Feminino.
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3.3.3.2. Componentes doentes de Parkinson versus Controlo,
sexo Feminino: metabolitos e curvas ROC

Componente 1

O metabolito identificado que contribui para esta componente foi o Oxido de
Trimetilamina (Tabela 11), com desvio quimico de 3,202 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e Figura 22),

contribuindo para a identificacao do grupo de doentes de Parkinson.

Tabela 11 - Metabolito discriminatério da componente 1, com a respetiva regido do espetro que permite
a discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
referente ao sexo Feminino.

dPara o grupo Controlo o coeficiente de regressao é o simétrico.

Metabolito Regiao do espectro Coeficiente de regressao para 3 grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
Oxido de 3,22 - 3,24 0,591
trimetilamina

Da analise ROC da componente 1, relativa a discriminacao dos individuos do sexo
Feminino dos grupos doentes de Parkinson e Controlo, obteve-se uma area de 0,8312 (p=0,005),
que corresponde a uma boa discriminacao (40). A sensibilidade e especificidade maximas foram
de 90,1 % e 71,4 %, respetivamente, para o valor de corte 0,480, com uma acuracia de 80,0 %.
O poder discriminante desta componente também foi reavaliado por validacdo cruzada, pelo
que a area ROC reduziu para 0,7792. De qualquer modo, foi criado um modelo logistico com
este metabolito (Tabela 11) e outros, de outras componentes, com o objetivo de evidenciar

este poder de discriminacao (ver seccao 3.4.3 Resultados).

Componente 2

O metabolito identificado que contribui para esta componente foi o Formato (Tabela
12), com desvio quimico de 8,450 ppm (Anexo 8 - Tabela 25 e Figura 22), permitindo a

identificacao do grupo de doentes de Parkinson, sexo Feminino.

Tabela 12 - Metabolito discriminatorio da componente 2, com a respetiva regiao do espetro que permite
a discriminacao, e coeficiente de regressao para o grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
referente ao sexo Feminino.

dPara o grupo Controlo o coeficiente de regresséo é o simétrico.

Metabolito Regiao do espectro Coeficiente de regressao para 2 grupo de doentes de
(ppm) Parkinson
Formato 8,46 - 8,50 0,356

Da analise ROC da componente 2, relativa a discriminacao entre os individuos do sexo
Feminino dos grupos doentes de Parkinson e Controlo, obteve-se uma area de 0,8831 (p=0,001),
que corresponde a uma boa discriminacao (40). A sensibilidade e especificidade maximas foram
de 81,8 % € 92,9 %, respetivamente, para o valor de corte 0,640, com uma acuracia de 88,0 %.

0 poder discriminante desta componente também foi reavaliado por validacdo cruzada, pelo
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que a area ROC reduziu para 0,7857. De qualquer modo, foi criado um modelo logistico com
este metabolito (Tabela 12) e outros, de outras componentes, com o objetivo de evidenciar

este poder de discriminacao (ver seccao 3.4.2 Resultados).

Componente 3

Na componente 3, foram identificadas 8 regides do espectro de RMN que influenciam
esta componente. No entanto, verificAmos que estas regides do espectro de RMN apenas
traduzem diferencas na linha de base, que nao representam sinais de metabolitos, Z; (Tabela
13 e Figura 12).

Tabela 13 - Regides do espectro de RMN que contribuem para explicar a variabilidade dos grupos em
estudo, permitindo diferencia-los. Regides que influenciam a componente 3, para a DP, com ordem
crescente de relevancia, grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo, referente ao sexo Feminino.
dPara o grupo Controlo o coeficiente de regresséo é o simétrico.

Metabolito Reg1oes(s;n$)spectro Coeficiente de regressdo para o grupo de doentes de Parkinsond
6,51 - 6,55 -0,001
6,42 - 6,46 -0,012
6,66 - 6,70 -0,027
6,62 - 6,64 -0,034
= 6,58 - 6,62 -0,038
6,38 - 6,42 -0,053
6,26 - 6,30 -0,077
6,46 - 6,50 0,080

68 X 64 8.2 6.0 [ppm]

Figura 12 - Espectro de RMN de 'H, de uma amostra de saliva controlo (azul) e saliva doente de Parkinson,
onde se encontra assinalado as regides do espectro onde nao se detetou nenhum metabolito, Z3, apenas
diferencas na linha de base.

3.3.4. Analise discriminativa entre os trés subgrupos do grupo

de doentes de Parkinson e o grupo Controlo
O objetivo desta analise foi a discriminacao entre os subgrupos I, Il e Il do grupo de
doentes de Parkinson e Controlo. Para verificar se existe uma discriminacao entre estes quatro
grupos, recorreu-se a AEM para a criacdo de um modelo estatistico e assim que permitir a sua
diferenciacdo através dos metabolitos identificados previamente em saliva.
Determinou-se por validacao cruzada, que o nimero 6timo de metabolitos que explicam

as componentes 1, 2 e 3, sao 7, 1 e 12, respetivamente (Tabelas 14, 16 e 18).
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A variancia explicada dos dados pelas componentes 1, 2 e 3 foi 53,5 %, 5,6 % e 8,5%
respetivamente, sendo 67,6 % o total de variancia explicada pelas trés componentes.

Na analise discriminativa dos grupos, pela utilizacdo das componentes 1, 2 e 3,

verificou-se que estas explicam 38,8 %, 1,2 % e <0,1 % da variancia da variavel Y,

respetivamente, sendo a variancia total explicada de 57,9 %.

3.3.4.1. Discriminacao cruzada entre componentes: DP

(subgrupos) versus Controlo

A discriminacao cruzada entre as componentes 1-2 e 1-3 permitiu uma separacao parcial
entre os quatro grupos, como demonstrado nas Figuras 13 e 14.

Uma vez mais, a discriminacao cruzada foi efetuada utilizando os scores, isto é, a
posicao de cada individuo na componente, sempre com a utilizacdo da componente 1 como
base, que apresenta a maior variancia de metabolitos entre o grupo de doentes de Parkinson e
Controlo (53,5 %). A variancia explicada pelas componentes 2 e 3 é muito menor,

respetivamente 5,6 % e 8,5 %.

Parkinson, sPLSDA componente 1 -2
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Figura 13 - Analises sPLS-DA pela discriminacao cruzada entre as componentes 1 e 2, representando as
regides delimitadas o 1C95% para cada grupo, subgrupos do grupo de doentes de Parkinson versus grupo
Controlo.
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Figura 14 - Analises sPLS-DA pela discriminacao cruzada entre as componentes 1 e 3, representando as
regides delimitadas o 1C95% para cada grupo, subgrupos do grupo de doentes de Parkinson versus grupo
Controlo.

3.3.4.2. Componentes doentes de Parkinson (subgrupos)
versus Controlo: metabolitos e tabelas de classificacao

Componente 1

Na componente 1, que explica 53,5% da amostra, foram identificadas sete regides do
espectro de RMN que influenciam esta componente. Essas regiées correspondem aos seguintes
metabolitos: | Etanol, Il Etanol, Il Butirato, Glicina, Oxido de trimetilamina e Formato (Tabela
14, Anexo 8 - Tabela 25 e Figura 22). Apesar disso, nao foi possivel a identificacdo de um
metabolito na regido 1,38 - 1,42, que designamos X; (Figura 15). Estes permitem a identificacao
dos diferentes subgrupos do grupo de doentes de Parkinson, mas com maior relevancia na

identificacao do subgrupo .

Tabela 14 - Regides do espectro de RMN que explicam a variabilidade dos grupos em estudo, permitindo
diferencia-los. Metabolitos identificados, respeitantes as areas que influenciam a componente 1,
respeitante ao subgrupo lll, com ordem crescente de importancia, subgrupos do grupo doentes de
Parkinson versus grupo Controlo.

. Regido do espectro Coeficiente de regressao
Metabolito
(ppm) Controlo | Subgrupo | | Subgrupo Il | Subgrupo IlI
Formato 8,50 - 8,54 -0,022 0,008 0,006 0,019
Oxido trimetilamina 3,22 - 3,26 -0,033 0,012 0,009 0,028
Glicina 3,58 - 3,62 -0,036 0,013 0,009 0,030
Il Butirato 1,58 - 1,62 -0,047 0,017 0,012 0,039
X3 1,38 - 1,42 -0,050 0,019 0,013 0,042
Il Etanol 3,70 - 3,74 -0,140 0,052 0,037 0,117
| Etanol 1,18 - 1,22 -0,284 0,105 0,075 0,237
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Figura 15 - Espectro de RMN de 'H, de uma amostra de saliva controlo, com o metabolito nao identificado
assinalado com X,

Na Tabela 15 encontram-se as percentagens de individuos corretamente classificados
pela componente 1. Verificou-se que a totalidade dos controlos foi corretamente classificada
por esta componente, mas para o subgrupo | a percentagem de individuos corretamente
classificados foi de apenas 30,8 %. Relativamente aos subgrupos Il e Ill todos os individuos foram

mal classificados. Assim, a acuracia para a componente 1 verificou-se ser igual a 58,8 %.

Tabela 15 - Tabela de Classificacao para a Componente 1, subgrupos do grupo doentes de Parkinson versus
grupo Controlo.

Preditos
Corretamente
Controlo Subgrupo | Subgrupo Il | Subgrupo lll
Preditos (%)

" Controlo 26 0 0 0 100,0 %

S [v)

g Subgrupo | 4 0 0 30,8 %

§ Subgrupo |l 4 3 0 0 0,0 %

Na]

o Subgrupo Il 2 3 0 0 0,0%

Componente 2

O metabolito identificado que contribui para a componente 2, que explica 5,6 % da
amostra, no entanto néo foi possivel a sua identificacao, X4 (Figura 16), pelo facto de nao estar
descrito na literatura. Este contribui para a identificacao dos diferentes subgrupos do grupo de
doentes de Parkinson, mas com maior relevancia na identificacao do subgrupo Il.

Tabela 16 - Regides do espectro de RMN que explicam a variabilidade dos grupos em estudo, permitindo

diferencia-los. Metabolitos identificados, respeitantes as areas que influenciam a componente 2,
respeitante ao Subgrupo I, subgrupos do grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.

. . Coeficiente de regressao
Metabolito Regiao do espectro (ppm)
Controlo Subgrupo | Subgrupo | Subgrupo |
X4 1,10 - 1,14 -0,113 0,252 0,190 -0,399
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Figura 16 - Espectro de RMN de 'H, de uma amostra de saliva controlo, onde se encontram assinalada a
regido do espectro onde se detetou um metabolito ndo identificado, Xs.

Na Tabela 17 encontram-se as percentagens de individuos corretamente classificados
pela componente 2. Verificou-se que a totalidade dos Controlos foram corretamente
classificados por esta componente e classificou corretamente 38,5 % e 60,0 % dos individuos dos
subgrupos | e lll, respetivamente. Todos os individuos do subgrupo Il foram incorretamente

classificados por esta componente. Verificou-se que a acuracia da componente 2 foi de 66,7 %.

Tabela 17 - Tabela de Classificacao para a Componente 2, subgrupos do grupo doentes de Parkinson versus
grupo Controlo.

Preditos
Corretamente
Controlo Subgrupo I Subgrupo Il | Subgrupo Il )
Preditos (%)

" Controlo 26 0 0 0 100,0 %

o V)

'§ Subgrupo | 5 0 1 38,4 %

o Subgrupo I 4 3 0 0 0,0%

0

o Subgrupo IlI 1 1 0 3 60,0 %

Componente 3

Na componente 3 foram identificadas doze regides do espectro de RMN que influenciam
esta componente (Tabela 18). Apesar disso, entre estas nao foi possivel a identificacao dos
metabolitos em determinadas regides do espectro, Xs (Figura 17), pelo facto de nao estarem
descritos na literatura. Também verificAmos que certas regides do espectro apenas traduzem
diferencas na linha de base, nao representando sinais de metabolitos (Z, - Tabela 18 e Figura
17).
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Tabela 18 - Regides do espectro de RMN que contribuem para explicar a variabilidade dos grupos em
estudo, permitindo diferencia-los, com ordem crescente de importancia. Todas as regides influenciam a
componente 3, mas com maior relevancia para o subgrupo lll, subgrupos do grupo doentes de Parkinson

versus grupo Controlo.

Metabolito Regides do espectro (ppm) Coeficiente de regressao
Controlo | Subgrupo | Subgrupo Il Subgrupo IlI
6,70 - 6,74 0,002 -0,001 -0,009 0,007
6,46 - 6,50 0,004 -0,001 -0,016 0,013
2,86 - 2,90 0,005 -0,001 -0,019 0,015
6,74 - 6,78 0,006 -0,002 -0,023 0,019
6,50 - 6,54 0,010 -0,003 -0,035 0,029
74 6,62 - 6,66 0,014 -0,004 -0,050 0,041
6,66 - 6,70 0,014 -0,004 -0,051 0,042
6,58 - 6,62 0,015 -0,004 -0,055 0,045
6,38 - 6,42 0,016 -0,005 -0,060 0,049
6,54 - 6,58 0,018 -0,005 -0,067 0,055
1,14 - 1,18 0,043 -0,013 -0,158 0,129
Xs 6,90 - 6,94 0,062 -0,018 -0,228 0,186
Xs g
Z4
1] s.la s.".r s.‘s s.ls ‘ [pplm]
Z4 Z,

S s B WU U

12

1.1

T
1.0

Figura 17 - Espectro de RMN de 'H, de uma amostra de saliva controlo, onde se encontram assinaladas as
regides do espectro que detetaram dois metabolitos nao identificados, Xs, e onde nao se detetou nenhum
metabolito, Z4, apenas diferencas na linha de base.

Na Tabela 19 encontram-se as percentagens de individuos corretamente classificados

pela componente 3. Verificou-se que a totalidade dos Controlos foram corretamente

classificados por esta componente, tendo classificado corretamente 30,8 %, 42,9 % e 60,0 % dos

individuos dos subgrupos I, Il e Ill, respetivamente. A acuracia desta componente é igual a

70,6%.
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Tabela 19 - Tabela de Classificacao para a Componente 3, relativa sos subgrupos do grupo de doentes de
Parkinson versus grupo Controlo.

Preditos
Corretamente
Controlo Subgrupo | Subgrupo | Subgrupo Il )
Preditos (%)

" Controlo 26 0 0 0 100,0 %

o (o)

‘§ Subgrupo | 7 4 1 1 30,8 %

g Subgrupo I 3 1 0 42,9%

0

o Subgrupo Il 2 0 0 3 60,0 %

3.4. Analise complementar com regressao logistica

Como complemento a sPLS-DA foram criados modelos de regressao logistica com os
metabolitos mais relevantes das componentes e, assim, produziu-se um modelo que permita a
predicdo da variavel Y, categédrica (doenca de Parkinson e controlo, referente ao total da nossa
amostra, referente ao sexo Masculino e Feminino, e subgrupos da doenca de Parkinson e

controlo) para as respetivas analises.

3.4.1. Grupo doentes de Parkinson versus Grupo Controlo

Na Tabela 20, encontra-se sintetizado o modelo logistico obtido com os metabolitos
mais expressivos das componentes 1, 2 e 3, que foram o | Etanol, o Malonato e o Il Butirato,
respetivamente. Os dados das respetivas areas dessas regides do espectro foram previamente
alterados de unidade para 1 milhdo devido a ordem de grandeza dos valores do espectro.
Verifica-se que a probabilidade de um individuo ter DP aumenta aproximadamente 72 % com o
aumento de uma unidade de area do metabolito | Etanol, na nova unidade de area, e,
aproximadamente 57 % com o aumento do metabolito Il Butirato. No entanto, para o metabolito
Malonato a probabilidade de ter DP é reduzida em aproximadamente 65 %, com o aumento de

uma unidade de area.

Tabela 20 - Dados da regressao logistica criada para diferenciacao entre o grupo de doentes de Parkinson
e o grupo Controlo, com os 3 metabolitos mais influentes nas 3 componentes. Devido a ordem de grandeza
dos dados estes foram convertidos dividindo por 10°.

* Valores em 1 milhdo de unidades de area, IC: Intervalo de Confianca “Teste de Wald

Metabolitos Co§f1c1ent~e € Odds Ratio [1C95%] Valor de p©
egressao
| Etanol* 0,543 1,72 [1,17; 2,522] 0,005
Malonato*® -1,058 0,35[0,17; 0,73] 0,005
Il Butirato* 0,449 1,57 [1,08; 2,27] 0,017

Com este modelo, definido pela Equacao 1, onde o nome dos metabolitos refere-se a
area da regido do espectro onde sao identificados, obtém-se uma discriminacao excecional (40)
entre os individuos dos grupos doentes de Parkinson e Controlo (area ROC= 0,934; 1C95% [0,866;
1,000]), com uma sensibilidade de 88,0 % e especificidade de 92,3 % para o valor de corte 0,511.
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3.4.2. Grupo doentes de Parkinson versus Grupo Controlo, sexo
Masculino

Na Tabela 21 esta sintetizado o modelo logistico obtido com os metabolitos mais
expressivos das componentes 1, 2 e 3, que sao o | Etanol e o Malonato. Os dados das respetivas
areas dessas regioes do espectro foram previamente alterados de unidade para 1 milhao, devido
a ordem de grandeza dos valores do espectro. O metabolito | Proprionato, apresentava um valor
p superior a 0,2 pelo que foi excluido da regresséo logistica, como referido anteriormente em
Material e Métodos. Verifica-se que a probabilidade de um individuo ter DP aumenta
aproximadamente 80 % com o aumento de uma unidade de area do metabolito | Etanol. No
entanto, para o metabolito Malonato a probabilidade de ter DP reduz-se em aproximadamente
52%.

Tabela 21 - Dados da regressao logistica criada para diferenciagcao entre o grupo de doentes de Parkinson
e o grupo Controlo, referente ao sexo Masculino, com os 2 metabolitos mais influentes nas componentes
1 e 3. Devido a ordem de grandeza dos dados estes foram convertidos dividindo por 10°.

* Valores em 1 milhdo de unidades de area, IC: Intervalo de Confianca “Teste de Wald

Metabolitos Cosﬁaentg de Odds Ratio [1C95%] Valor de p ¢
egressao
| Etanol* 0,588 1,80 [1,09; 2,97] 0,022
Malonato* -0,729 0,48 [0,19; 1,26] 0,137

Com este modelo, definido pela equacao 2, onde o nome dos metabolitos refere-se a
area da regiao do espectro onde sao identificados, obtém-se uma boa discriminacao (40) entre
os individuos dos grupos doentes de Parkinson e Controlo (area ROC= 0,899; 1C95% [0,761;
1,000]), com sensibilidade de 85,7 % e especificidade de 100 % para o valor de corte 0,541.

1

I Etanol
1x10°

P(y = DP)

0,729X

Malonato) (2)

—(—4-,221+0,588>< 3
1X10

1+e

3.4.3. Grupo doentes de Parkinson versus Grupo Controlo, sexo
Feminino

Na Tabela 22 encontra-se sintetizado o modelo logistico obtido com os metabolitos mais

expressivos das componentes 1 e 2, que sdo o Oxido de Trimetilamina e o Formato. Os dados

foram previamente alterados de unidade para 1 milhdao devido a ordem de grandeza dos valores

do espectro. As regides do espectro da componente 3 nao foram consideradas por nao

representarem metabolitos. Verifica-se que a probabilidade de um individuo ter DP aumenta
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aproximadamente 16 % com o aumento de uma unidade de area do metabolito Oxido de

trimetilamina, e de aproximadamente 13 % com o aumento do metabolito Formato.

Tabela 22 - Dados da regressao logistica criada para diferenciacao entre o grupo de doentes de Parkinson
e o grupo Controlo, com os 2 metabolitos mais influentes nas 2 componentes. Devido a ordem de grandeza
dos dados estes foram convertidos dividindo por 10°.

* Valores em 1 milhdo de unidades de area, IC: Intervalo de Confianca “Teste de Wald

Metabolitos Co§f1c1ent§ = Odds Ratio [IC95%] Valor de p ©
egressao
_Oxidode 0,149 1,16 [0,97; 1,39] 0,102
trimetilamina
Formato* 0,117 1,13[0,94; 1,34] 0,191

Com este modelo, definido pela equacao 3, onde o nome dos metabolitos refere-se a
area da regido do espectro onde sado identificados, consegue-se uma boa discriminacao (40) dos
individuos dos grupos doentes de Parkinson e grupo Controlo (area ROC= 0,883; 1C95% [0,710;
1,000]), obtendo-se uma sensibilidade e especificidade de 81,8 % e 92,9 %, respetivamente,

para o valor de corte 0,411.

1

Oxido trimetilamina Formato (3)
5 +0,117x 5
1X10 1X10

P(y = DP)

—(—4,145+o,149><
1+e

3.4.4. Grupo doentes de Parkinson versus Grupo Controlo,

referente aos subgrupos DP

Nesta analise foi obtido um modelo de regressao logistica ordinal usando-se como
preditor o Unico metabolito, | Etanol, que mostrou ter poder de discriminacao para os subgrupos
da DP, determinado estatisticamente (como referido na seccao de Material e Métodos).

Para avaliar se o metabolito | Etanol apresenta um efeito significativo sobre as
probabilidades dos subgrupos da DP, ajustou-se um modelo de regressédo logistica ordinal com
a funcao de ligacao Cauchit, de modo a permitir uma melhor discriminacao entre os subgrupos
| e Il do grupo de doentes de Parkinson, que anteriormente se revelava dificil.

Os coeficientes e a significancia do modelo logistico ajustado encontram-se resumidos
na Tabela 23, para a diferenciacao entre os subgrupos | e Il do grupo de doentes de Parkinson

e Controlo.
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Tabela 23 - Dados da regressao logistica criada para diferenciacao entre os subgrupos do grupo de doentes
de Parkinson e o grupo Controlo, o | Etanol.
* Valores em 1 milhdo de unidades de area, IC: Intervalo de Confianca Teste de Wald

Estimativa
. 1C95% Valor p©
Coeficientes
Controlo 3,710 [1,253; 6,167] 0,003
Threshold Subgrupo 1 5,987 [2,250; 9,724] 0,002
Subgrupo 2 8,521 [3,208; 13,835] 0,002
Metabolito | Etanol* 0,235 [0,082; 0,388] 0,003

Deste modo, obteve-se o modelo representado pela equacao 4, que permite estimar as
probabilidades para cada grupo, sendo que metabolito na equacao representa a sua area no
espectro de RMN, onde o, com k = 0,1, 2. representa o threshold do Controlo, subgrupo 1 e

subgrupo 2.
P(Estadio < k) = %arctg(ak — 0,235 I Etanol) (4)

Este modelo classifica corretamente cerca de 67 % dos individuos da amostra (Tabela
24). A tabela mostra os valores de corte, em milhées de unidades de area, estimados pelo
modelo logistico ordinal para o metabolito | Etanol, que permite a discriminacao dos individuos
nos trés subgrupos. Na Figura 18 podem ser observadas a evolucao das probabilidades estimadas
pelo modelo logistico ordinal, onde estdo assinalados os valores de corte anteriormente

referidos.

Tabela 24 - Tabela de classificacao do modelo ordinal, subgrupos do grupo de doentes de Parkinson versus
grupo Controlo.

Predito Corretamente
Controlo Subgrupo | Subgrupo |l Subgrupo Il Preditos (%)

Controlo 25 1 0 0 96,2 %
o

§ Subgrupo | 5 6 1 1 46,2 %
(]

é Subgrupo I 3 2 2 0 28,6 %

Subgrupo IlI 1 1 2 1 20,0 %

Valores de corte 16,772 25,382 35,384
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Figura 18 - Evolucdo das probabilidades estimadas pelo modelo logistico ordinal para cada uma das
categorias dos subgrupos da DP.
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4.Discussao

A DP é uma doenca neurodegenerativa cujos estudos epidemioldgicos apontam para
uma maior prevaléncia no sexo masculino e idade média a altura do diagnostico de 70,5 anos
(41). No nosso estudo, o grupo de doentes de Parkinson apresentava uma distribuicao por sexo
semelhante a da populacao de DP, com idade média a altura do diagnéstico ligeiramente
superior (75,0 anos + 6,9 anos).

Na nossa amostra o grupo Controlo tem uma distribuicao de género semelhante ao grupo
de doentes de Parkinson, mas com idade média significativamente menor, de 69,0 + 7,2 anos.
Esta diferenca é explicada a custa dos individuos do sexo feminino do grupo Controlo, que
apresentam idade média inferior de 69,1 + 7,7 anos, visto terem sido recrutados a partir das
consultas externas de Uro-Ginecologia, nas quais a idade média é inferior a idade dos individuos
femininos com DP.

Ao comparar o historial médico dos individuos, verifica-se que o grupo de doentes de
Parkinson apresenta um maior nimero de comorbilidades (Tabela 3). Além disso, verificamos
que o tipo de patologias é distinto entre os dois grupos. No grupo Controlo 69,2 % dos individuos
apresentavam doenca metabolica (versus 36,0 % no grupo de doentes de Parkinson; p = 0,025).
Por outro lado, o grupo de doentes de Parkinson incluiu um maior nimero de individuos com
doenca renal crénica em estadio 3 (32,0 %, versus 3,8 % no grupo Controlo; p = 0,011) e um
maior nimero de individuos com doenca psiquiatrica (56,0 %, versus 15,4 % no grupo Controlo;
p = 0,003), que é compativel com o facto de esta fazer parte do espectro da DP (Tabela 3). As
diferencas entre as comorbilidades dos dois grupos podem também ser explicadas pelo facto
do grupo de doentes de Parkinson apresentar uma média de idades superior, além de ser uma
populacdo com a clinica muito bem caracterizada devido ao seguimento médico regular nas
consultas de Neurologia.

De acordo com as guidelines do NICE, o diagnostico da DP deve ser feito de acordo com
os critérios do UKPDSBBC: presenca de bradicinesia, acompanhada de pelo menos um dos outros
sinais cardinais, a rigidez, o tremor de repouso e a instabilidade postural (28). No que respeita
aos sintomas inaugurais, o tremor esta descrito como o mais frequente, seguido pela rigidez
(44). O tremor, sintoma motor principal da triade caracteristica da doenca, surge como sintoma
inicial em 71 % dos doentes (31 e 45). No nosso estudo, o grupo de doentes de Parkinson
apresentou uma distribuicao de sintomas inaugurais semelhante a descrita na literatura, com o
tremor presente em 88% dos doentes a altura do diagnodstico, seguido pela rigidez presente em
16% dos individuos (Tabela 4). Contudo, a DP é ja reconhecida como uma complexa entidade
com um amplo espectro sintomatologico, que inclui manifestacdes neuroldgicas nao motoras e
neuropsiquiatricas (46-50), o que vai de encontro aos nossos resultados. No nosso grupo de
doentes de Parkinson, 56 % apresentavam sintomas neuropsiquiatricos (versus 15,4 % do grupo
Controlo -Tabela 3), sendo os sintomas nao motores mais prevalentes deste grupo as alteracoes
de humor (68 %), alteracdes do sono (48 %) e obstipacao (36 %) (Tabela 4).
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No momento do recrutamento dos individuos DP, estes apresentavam, em média, um
tempo de evolucao da doenca de cerca de 6,8 anos. Verificou-se que a rigidez era o sintoma
mais prevalente nessa altura, presente em 88 % dos individuos (Tabela 4). Isto pode dever-se,
por um lado, ao facto de a rigidez ser um sintoma no qual as terapéuticas atuais pouco
conseguem interferir; além disso, o tremor é o sintoma mais sujeito a melhoria subjetiva com
tratamento, uma vez que € o sintoma que mais facilmente é detetado pelo proprio doente ou
por terceiros e que, habitualmente, leva a procura de ajuda especializada. Contudo, 66 % dos
individuos do grupo de doentes de Parkinson (Tabela 4) ainda apresentavam tremor aquando
da sua avaliacao.

Apesar da etiologia da DP ser ainda desconhecida, a sua fisiopatologia ja foi bem
explorada. Diversos estudos apontam para um envolvimento das glandulas salivares (20-22),
pelo que podemos admitir uma possivel interferéncia nos seus produtos de excrecao. Essa
evidéncia confere a saliva um enorme potencial no diagndstico da DP. Varias técnicas podem
ser utilizadas na analise da composicao da saliva. Dentro dessas técnicas, a analise do perfil
metaboldomico deste e outros fluidos biologicos tem-se revelado promissora no diagnostico e
analise da progressao de diversas patologias, permitindo detetar alteracbes em vias
metabdlicas diversas associadas a essas doencas. O perfil metabolomico desses fluidos tem sido
particularmente estudado utilizando técnicas como a espectrometria de massa, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC - do inglés high performance liquid chromatography) e a RMN.
A RMN apresenta diversas vantagens relativamente as outras técnicas de analise, pois € um
método que implica o minimo manuseamento da amostra, é de facil analise quantitativa,
robusto, versatil e reprodutivel (23). Diversos estudos promissores tém utilizado a saliva para
estudo de padroes de metabolitos em varias doencas (24-26) permitindo um diagndstico mais
eficaz. O nosso estudo é inédito na medida em que aplica esse método a DP, averiguando a
existéncia de um padrao de metabolitos na saliva que possa ser caracteristico desta doenca.

Aplicando a AEM aos varios espectros de RMN de saliva da nossa amostra e com a analise
discriminativa sPLS-DA entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo, verificou-se que
existe um padrao de metabolitos distinto entre os 2 grupos, composto pelo | Etanol, Il Butirato
e Malonato. Observamos ainda que, o aumento de uma unidade de area, em milhdes, do
metabolito Etanol e Butirato aumenta a probabilidade de um individuo ter DP em,
aproximadamente, 72 % e 57 % respetivamente. Enquanto que o aumento de uma unidade de
area, em milhdes, para o metabolito Malonato reduz em cerca de 65 % a probabilidade de ter
DP.

Na analise discriminativa sPLS-DA referente ao sexo, observamos que o padrdo de
metabolitos é distinto: para o sexo masculino os metabolitos mais relevantes foram o | Etanol,
o Propionato e o Malonato e para o sexo feminino foram os metabolitos Oxido de trimetilamina
e Formato. E preciso contextualizar estas diferencas entre género no facto de as mulheres
estarem sob o efeito neuroprotetor dos estrogénios (42), na idade em que a neurodegeneracao

dopaminérgica tem inicio. A diferenca biologica entre sexos tem, também, grande influéncia
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no perfil metaboléomico de diversos fluidos biologicos, nomeadamente a saliva, pelo que dever-
se-a ter em conta esta influéncia (43).

Para a analise discriminativa sPLS-DA entre os diferentes estadios da EH&Ym do grupo
de doentes de Parkinson foi necessario dividir a amostra em subgrupos maiores para se
conseguir um razoavel poder discriminatério. Assim, obtivemos 3 subgrupos: o subgrupo |
(estadios EH&Ym 1 e 1,5), subgrupo Il (estadios EH&Ym 2 e 2,5) e subgrupo Il (estadios EH&Ym
3 e 4). Ainda assim, houve dificuldade em discriminar os individuos nos estadios mais precoces
da DP, isto €, subgrupos | e Il, dos individuos do grupo Controlo. Para os doentes de Parkinson
num estadio mais avancado da doenca (subgrupo lll) verifica-se uma melhor discriminacao
relativamente ao grupo Controlo; o metabolito mais importante nesta discriminacao foi o
Etanol, permitindo a classificacdo correta no respetivo grupo em cerca de 67 % dos individuos.

De todos os metabolitos identificados no nosso estudo, Etanol, Butirato, Malonato,
Oxido de trimetilamina e Formato, foi o Etanol que apresentou o maior potencial. Este permitiu
a discriminacao entre os grupos de doentes de Parkinson e Controlo, na analise de toda a
amostra e na analise para o sexo masculino, além de que permitiu discriminar os doentes de
Parkinson de acordo com os subgrupos I, Il e lll.

O nosso estudo apresenta algumas limitacdes, nomeadamente no que respeita ao
pequeno tamanho da amostra e a grande dificuldade no recrutamento de individuos, pelo facto
de este ser conduzido em meio hospitalar, onde a maioria dos individuos apresenta inUmeros
sinais e sintomas incluidos nos nossos critérios de exclusdo. Outra limitacdo importante,
prende-se ao fato de a nossa amostra apresentar diversas comorbilidades, criando vieses que
nao conseguimos controlar a menos que a amostra do estudo seja aumentada de forma a dividir
os grupos em subgrupos. Em ambos os grupos do nosso estudo ha grande prevaléncia de doencas
sistémicas que podem influenciar os nossos resultados, nomeadamente HTA (56,0 % no grupo
de doentes de Parkinson e 61,5 % no grupo Controlo), doenca musculoesquelética (40,0 % nos
doentes de Parkinson e 61,5 % no Controlo) e doenca metabdlica (36,0 % nos doentes de
Parkinson e 69,2 % no Controlo).

Outra limitacao importante respeitante aos doentes de Parkinson, deve-se ao facto de
estes estarem medicados para a doenca, uma vez que o ideal seria analisar a saliva na altura
do diagnostico (subgrupo ), antes do inicio da medicacéao.

O acondicionamento das amostras de saliva requer um controlo apertado, na medida
em que estas se mostraram instaveis mais de 3 horas a temperatura ambiente, pelo que deve
proceder-se ao seu congelamento ou analise imediatos.

E importante ressalvar ainda que o padrao de metabolitos em todos os fluidos bioldgicos
é influenciado quer por fatores nao modificaveis como idade, sexo, raca e condicoes de saude
preexistentes, como por fatores modificaveis, nomeadamente dieta, ambiente e atividade
fisica, fatores que devem ser tidos em conta na interpretacao de resultados.

Outro fator limitante do nosso estudo esta relacionado com o método: além do custo
elevado de manutencdo dos espectrometros de RMN utilizados na aquisicdo dos espectros, a

sua interpretacao € também relativamente demorada numa fase precoce da investigacao, que
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posteriormente ultrapassada com o melhor conhecimento do tipo de amostra (saliva) e da
analise a aplicar.

A analise sPLS-DA pode também estar sujeita a vieses. Através desta analise sao
indicadas as areas das diferentes regides do espectro de RMN de 'H que se apresentam
diferentes entre o grupo de doentes de Parkinson e o grupo Controlo. Contudo, na interpretacao
dos resultados dever-se-a ter em conta o facto de a selecdo dessas areas poder sofrer
interferéncia de zonas onde a linha de base se encontra alterada, ndo se traduzindo em
variacbes de quaisquer metabolitos, apesar de a AEM indicar uma alteracao significativa
naquela regidao espectral. A analise cuidadosa das zonas espetrais mais relevantes para a
discriminacao dos grupos deve ser feita apds a AEM.

No nosso estudo apenas foi possivel identificar alguns dos metabolitos detetados ja
presentes na HMDB (34-36). Nos casos em que nao foi possivel a identificacao dos metabolitos,
o seu estudo devera ser complementado, posteriormente, por RMN bidimensional e, se
necessario, por espectrometria de massa.

Apesar das suas limitacdes, o nosso estudo € bastante promissor, na medida em que
utiliza um método nao invasivo, com poucas limitacdes éticas, rapido, robusto e facilmente
reprodutivel. Os metabolitos identificados permitirao identificar vias metabolicas
provavelmente afetadas, permitindo um melhor conhecimento da doenca de modo a que, no
futuro, se possa interferir de forma a atrasar ou parar a neurodegeneracao a ela associada.

Em suma, este € um estudo inicial bastante promissor, uma vez que a DP continua a ser
uma doenca de diagnostico estritamente clinico, num momento em que as alteracoes
neurodegenerativas sdo ja irreversiveis. Contudo, a historia natural da DP apresenta uma fase
pré-clinica (11), assintomatica, na qual j& estdo presentes as alteracdes fisiopatologicas. E
nessa fase que poderemos intervir de forma a prevenir ou travar a progressao da DP se existir
um biomarcador que permita o diagnostico precoce ou a identificacdo de individuos de alto
risco. A metodologia utilizada no nosso estudo, a utilizacdo da RMN na analise do perfil
metabolico da saliva, deixa terreno para que, no futuro, se possam identificar possiveis

biomarcadores através dos metabolitos identificados.
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. [ Centro
Il @Hospilalar
~— - P Cova da Beira, L.P.L.

Exma. Sr¢ Praf? Dautora
Graga Baltazar

Exma. 5rf Prof? Dautora
Carla lonseca

Exma, Sr¢ Prof? Doutora
Maria Luiza Rosado

Data: 2013-06-21

Assunto: Parecer relativo 2o slargamento do estude “ldentificacda na saiiva e sangue de
passiveis biamarcadores de uma fase precose da doenga de Parkinson”, zos Serviges de
Uralogia ¢ Ginecologia

Exmas. S=nhoras,

Ern resposta ao V. pedide de parecer para realizagio de estudo supramencicnado, a Comissdo
de Ftica para a Sadde do Centro Hospitalar Cova da Beira, ao abriga do disposta na legislagso,
regulamenltagdo v procedimentos internas aplicaveis, @ em sessio plendna no dia 21 de Junhe
de 2013, daliberou emitir parecer favardvel, conforme docurmento em anexc.

A CES du CHCB opera gentro da exigido pelas hoas priticas clinicas e pelas boas praticas
epideminlagicas.

Nz exetucio deste estudo chservaclonal retraspetive gualquer informagdofcomunicagdo
relevante para 9 seguranga dos participantes tem de ser imediatamente comuricada a CES da
CHCB.

Com a3 melhores cumprimentoes,

Pela Comissao de Ltica para a Suude
cu Centre Hospitalar Cova da Beira
o~ / ey y

/
87

- Zentl L Lo oy
prof. Dautor Manuel Morgaéa
(Vice-Presidente da CkS do CHCB)

Sederl £ Quinta 3o Alvite
L7 N Adallo P

Fax. 27532000
Fay, 275 751057
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Centro

~

Il W Hospitalar

Cova da Beira, E.P.E.

Deliberagdo n.2: 32/2013 Data: 21-06-2013

Orgdo: Reunido plenaria

Titulo: “Identificacdo na saliva e sangue de possiveis biomarcadores de Vossa ref.: -
uma fase precose da doenca de Parkinson” - alargamento do estudo a0s | Nossa ref.: -
Servigos de Urologia e Ginecologia

Versdo da documentagdo aprovada: Promotor: Prof2 Doutora Graga | Investigadores principais:

Toda a constante na apresentacdo do Baltazar Prof2 Doutora Graga Baltazar

estudo em 06-06-2013 Prof2 Doutora Carla Fonseca Prof2 Doutora Carla Fonseca
Prof2 Doutora Maria Luiza Prof2 Doutora Maria Luiza Rosado
Rosado

Membros da CES do CHCB:

Dr. Anténio Neves da
Gama

(Presidente, Médico)

Prof. Doutor Manuel
Passos Morgado

(Vice-Presidente,
Farmacéutico)

Enf. Jodo José Carvalhdo
Ramalhinho

(Enfermeiro)

Dr.2 Maria Fétima Jesus
Simdes

(Psicologa)

Dr.2 Ana Paula Torgal
Carreira

(Assistente Social)

Dr. Luis Manuel Carreira
Fiadeiro

(Jurista)

Dr. Anténio Luciano

(Tedlogo)

A Comissdo de Etica para a Saide do Centro Hospitalar Cova da Beira, em reunio
realizada na data 21/06/2013, apreciou a fundamentagdo do relator sobre o pedido de
parecer para a realizagdo do estudo acima referenciado.

Ouvido o relator, o processo foi votado pelos membros da CES do CHCB presentes:

Vice-Presidente: Prof. Doutor Manuel Augusto Passos Morgado
Dr2 Ana Paula Torgal Carreira

Dr. Luis Manuel Carreira Fiadeiro

Enf. Jodo José Carvalhdo Ramalhinho

Resultado da votagdo:
Parecer favordvel.

A deliberagdo foi aprovada por unanimidade.

Data: 21-06-2013
O Vice-Presidente da CES do CHCB:

A L7 J/

N p
(Prof. Doutor Manuel Mo’éador}f_ﬁ, o

—

Sede:J Quinta do Alvito 6200 — 251 Covilhd = 275 330 000 Fax: 275 330 001
[ Av. Adolfo Portela 6230 — 288 Funddo = 275 330 000 Fax: 275 751 057
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Consentimento Livre e Informado

Graca Maria Fernandes Baltazar, Carla Sofia Pais Fonseca e Luiza Rosado,
Professoras da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior, a
realizar um trabalho de investigacao com o tema “ldentificacao em Fluidos
Bioldgicos de Possiveis Biomarcadores de uma Fase Precoce da Doenca de
Parkinson”, vém solicitar a sua colaboracao neste estudo. Este estudo implica a
consulta do processo clinico de cada paciente e a utilizacao de uma pequena parte
da colheita de sangue realizada como rotina durante o internamento para as
analises necessarias ao estudo, ndao sendo feita colheita sanguinea adicional
propositadamente para a investigaco. E ainda requerida a recolha de uma amostra
de saliva. Informo que a sua participacao € voluntaria, podendo desistir a qualquer
momento sem que por isso venha a ser prejudicado nos cuidados de salde prestados
pelo CHCB, EPE; informo ainda que todos os dados recolhidos serao confidenciais.

Consentimento Informado - Investigador

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

* Entregou esta informacao

* Explicou o proposito deste trabalho

* Explicou e respondeu a todas as questdes e duvidas apresentadas pelo
doente.

Nome do Investigador (Legivel)

/1

(Assinatura do Investigador) (Data)

Consentimento Informado - Paciente

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

*0Sr. (a) leu e compreendeu todas as informacoes desta informacao, e teve
tempo para as ponderar;

* Todas as suas questoes foram respondidas satisfatoriamente;

* Se nao percebeu qualquer das palavras, solicitou ao investigador que lhe
fosse explicado, tendo este explicado todas as duvidas;

* 0 Sr. (a) recebeu uma cépia desta informacao, para a manter consigo.

Nome do Doente (Legivel) Representante Legal

(Assinatura do Doente ou Representante Legal) (Data)
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Inicio Data e Hora do questionario (saliva)
Numero de processo

pimere d prce

Nome

fone

Idade

e

Género

Raca

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Tempo desde a ultima refeicdo, bebida, lavagem de dentes e cavidade oral (Horas)

Profissdes ao longo da vida:

st oo

Comorbilidades:

omortitdades

Medicacéao atual:

Medicacédo atual para a DP:

—

Desde quando toma Levodopa:

—

Idade a data de diagnéstico DP:

Sintomas motores inaugurais:

otomes motce

Exame neurolégico (EN)
Realizar protocolo de exame neurologico.
EN: Reflexo pupilar direto e consensual (ll, Ill), Movimento conjugado do olhar (ll, IV, VI)

—

EN: Sorrir, franzir a testa, ar nas bochechas, fechar os olhos e nao deixar abrir (VII)
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EN: Elevacdo simétrica do palato, com uvula na linha média, disfonia, disartria (IX, X) e
disfagia com engasgamento

—

EN: Prova dedo nariz ou calcanhar joelho (cerebelo) e sensibilidade propriocetiva - Teste
de Romberg

e tombers__

EN: Tremor, Bradicinesia, Rigidez, Instabilidade postural (pull test)

p remor, e

EN: Forca muscular membros, distonia nos membros

EN: Reflexos 6sseo-tendinosos (estiloide, bicipital, tricipital, rotuliano)

el e

EN: Reflexo cutaneo-plantar

p et cut

EN: Marcha

b

Escala Hoehn & Yahr modificada

o I 1 - Envolvimento Unilateral

o I 1.5 - Unilateral e axial

o I 2 - Bilateral sem comprometimento do equilibrio com recuperacao no “pull test"
(retropulsao)

o) I 2.5 - Doenca bilateral leve com recuperacao no "pull test"

o I 3 - Doenca bilateral leve-moderada; alguma instabilidade postural ("pull test");

fisicamente independente

N . . S .
o 4 - Incapacidade severa; com capacidade de marcha e equilibrio autonoma

I . . :
o 5 - Confinado a cadeira de rodas ou cama excepto com ajuda

Hora final inquérito - inicio de recolha da saliva
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Anexo 4 - Questionario aplicado aos

Controlos
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Data e Hora tempo de questionario
Local de inquérito e recolha de saliva

o C CHCB - Servico Urologia
o © CHCB - Servico Ginecologia (Consulta UroGinecologia)
o o CHCB - Servico Neurologia

Médico

NUmero de processo

e de prce

Nome

one

Idade

e

Género

Raca

e

CRITERIOS DE EXCLUSAO

n oo -
o Sem critérios de exclusao

o - Com critérios de exclusao
Tempo desde a Gltima refeicao, bebida, lavagem de dentes e cavidade oral (Horas)

fenes desie

Profissoes ao longo da vida

ofstes oo

Comorbilidades

conedets

Medicacao atual

pedacios

Exame neurologico
Realizar protocolo de exame neurologico.

EN: Reflexo pupilar directo e consensual (ll, Ill) e Movimento conjugado do olhar (ll, IV, VI)

EN: Forca do masséter (V)

P o do s

EN: Sorrir, franzir a testa, ar nas bochechas, fechar os olhos e nao deixar abri (VII)

s, o

EN: Elevacao simétrica do palato, com Gvula na linha média, disfonia, disartria (IX, X)

Bt i

EN: Disfagia com engasgamento
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—

EN: Prova dedo nariz ou calcanhar joelho (cerebelo) e Sensibilidade propriocetiva - Teste de
Romberg

orbes___

EN: Tremor, Bradicinesia, Rigidez e Instabilidade postural (pull test)

—

EN: Forca muscular membros e Distonia nos membros

—

EN: Reflexos dsseo-tendinosos (estildide, bicipital, tricipital, rotuliano)

A R e

EN: Reflexo cutaneo-plantar

EN: Marcha

A acte__

Hora final inquérito - inicio de recolha da saliva
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Anexo 5 - Dados relativos ao grupo de

doentes de Parkinson
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Identific Ida | Géne Idade de Duracao Escala Bradicin | Trem | Rigid Instabilidade Acinético
acao de ro inicio DP DP eH&Ym esia or ez postural rigido
DP 1 85 1 75 10 2 1 1 1
DP 2 76 1 69 7 1 1 1
DP 3 76 0 69 7 1,5 1
DP 4 55 1 42 13 1,5 1 1 1
DP 6 78 1 75 10 4 1 1
DP7 77 1 67 3 1 1 1
DP 8 76 0 74 2 3 1
DP9 73 0 58 15 3 1 1
DP 11 64 1 62 2 1 1 1 1
DP 12 81 0 70 1 1,5 1 1
DP 13 70 1 68,5 1,5 2 1
DP 14 73 0 69 4 1 1 1 1
DP 17 76 0 68 8 1 1
DP 18 75 1 74,3 0,7 1 1
DP 19 79 1 75 4 1 1
DP 20 86 0 80 6 2 1 1
DP 21 79 1 67 12 1 1 1
DP 22 84 0 75 9 1 1 1
DP 23 71 1 61 10 2 1 1 1
DP 24 63 0 54 9 2 1 1
DP 26 80 0 73 7 4 1 1
DP28 77 1 69 8 3 1 1 1
DP29 72 0 71,8 2 1,5 1 1
DP30 72 1 66 6 2 1 1 1
DP31 77 1 72 5 2 1 1 1
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Identi
ficag
ao

Disfunca
o
cognitiv
a

Alteracoes
sensibilida
de

Alterac
oes
humor

Obst
ipag
ao

Psi
cos

Alteraco
es do
sono

Outros
nao
motores

Bradicine
sia
inaugural

Tremor
inaugur
al

Rigidez
inaugur
al

Outros
inaugur

ais

DP 1

DP 2

DP 3

DP 4

DP 6

DP7

DP 8

DP9

DP 11

DP 12

DP 13

DP 14

DP 17

DP 18

DP 19

DP 20

DP 21

DP 22

DP 23

DP 24

DP 26

DP 28

DP 29

DP 30

DP 31
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Identific Levod Dose de L- Anos de L- Agonista da Inibidor Rasagil | Selegil | Anticolinér | Amanta
acao opa Dopa diaria Dopa dopamina COMT ina ina gicos dina
DP 1 1 1000 5 1 0 0 0 0 0
DP 2 1 250 4 0 0 0 0 0 0
DP 3 1 750 3 1 0 0 0 0 0
DP 4 1 1500 6 1 1 0 0 1 0
DP 6 1 650 3 1 1 1 0 0 1
DP7 1 1000 4 0 0 1 0 0 0
DP 8 1 700 2 1 0 0 0 0 0
DP9 1 700 5 1 0 0 0 0 0
DP 11 1 300 2 0 0 0 0 0 0
DP 12 1 725 5 1 0 0 0 0 0
DP 13 1 300 1,5 0 0 0 0 0 0
DP 14 1 300 0,2 0 0 0 1 0 0
DP 17 1 850 6 1 0 0 0 0 0
DP 18 1 50 0,7 1 1 1 0 0 0
DP 19 1 650 4 0 1 0 0 0 0
DP 20 0 0 1 0 1 0 0 0
DP 21 0 0 1 0 0 0 0 0
DP 22 1 400 4,5 0 1 0 0 1 0
DP 23 1 300 4 0 0 0 1 0 0
DP 24 1 475 9 1 0 0 0 0 0
DP 26 1 300 5 0 0 0 0 0 0
DP 28 1 300 8 1 1 0 0 0 0
DP 29 1 100 0,2 1 0 0 0 0 0
DP 30 1 400 4 1 1 1 0 0 0
DP 31 1 150 5 0 0 0 0 0 0
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Doen¢

|dentifica H as D Doencas Doenca Doenca Doenca DRC Do:ng Doenca Ne:{:pa
o | ]| codin || mereho | sont | metbs | muslesa | e8| gy | SO | e
P ca a
ares
DP 1 1
DP 2 1 1 1 1 1
DP 3 1 1 1 1
DP 4 1
DP 6 1
DP7 1 1 1 1
DP 8 1 1 1 1 1
DP9 1 1
DP 11 1 1
DP 12 1 1 1 1
DP 13 1 1
DP 14 1 1
DP 17 1 1 1 1
DP 18 1 1
DP 19 1
DP 20 1 1 1 1 1
DP 21 1 1 1 1
DP 22 1 1 1 1 1
DP 23 1 1 1
DP 24 1 1
DP 26 1 1 1 1 1
DP 28 1
DP 29 1 1 1 1 1
DP 30
DP 31 1 1
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eTFG - .
D Outra medicacio Ureia Creatinina C%LE/P' ﬁcrlgg PCR VS Hb Leucdcitos
(mg/dL) (mg/dL) min/ (mg/dL) (mg/dL) | (mm/H) | (g/dL) 10"3/uL
1,73m?)
DP irbesartan + 5,9 (21- 0.14
1 hidroclorotiazida; 59 1,10 60,9 10- (<0’ 10) 10,00 11,60 7,40
Alprazolam, amitriptilina 2013) ’
DP lisinopril, Sinvastativa, 0.08
bisoprolol, Escitalopram, (30) 0,80 86,8 4,40 ’ ) 16,00 6,40
2 (0,04)
lorazepam, Pantoprazol
Atorvastatina; Omeprazol;
DP Domperidona; 16 (14-
3 montelukaste; (44) 0,70 84,2 4,20 0,12 10- 13,30 6,30
fexofenadina; 2013)
Acetilcisteina; salbutamol
DP metformina+vildagliptina; (23-07-
4 Mirtazapina; Zolpidem (26) 0,60 13,2 5,40 0,24 2013) 15,40 7,50
clortalidona; Lisinopril;
DP | Rosuvastativa; Pantoprazol; 34 1,20 57,6 6,00 1,43 13,00 | 14,40 6,80
6 Varfine; trazodona;
Lorazepam
DP Brometo de trospio;
7 Tansulosina; ADT 22 0,60 97,0 5,00 0,13 5,00 14,70 4,20
Lasix; valsartan; sitagliptina
+ metformina; insulina;
DP rosuvastatina;
8 trimetazidina; Clopidogrel; 59 1,10 48,7 5,90 1,25 1,20 7,10
Pantoprazol; escitalopram;
clonazepam
DP Escitalopram; Pantoprazol; 57 0,50 96,0 3,60 0,02 11,70 4,20
9 Paracetamol
oP ADT; diosmina 4 0,60 106,3 6,50 0,18 14,80 7,30
DP Anti hipertensor;
12 clopidogrel; Rivotril; Lyrica; 55 1,20 42,3 5,30 0,05 17,00 12,80 5,90
Sertralina
?3P Carbamazepina, fenitoina 49 0,70 95,6 3,40 0,14 7,00 13,50 8,20
DP levotiroxina; Beta-histina;
14 Lansoprazol; cloxazolam; 48 0,80 73,1 5,20 1,88 46,00 9,80 5,20
tramadol; flupirtina; AAS
Lasix; Amlodipina +
DP | Valsartan; Levotiroxina; 27 0,90 62,1 4,80 0,22 12,00 | 14,20 5,40
17 Escitalopram; Omeprazol;
Paracetamol.
op Lasix; Pantoprazol; 40 1,20 58,4 4,00 0,09 6,00 14,00 4,50
18 flupirtina
DP | Hipotensores; Bisoprolol; 38 1,00 71,3 4,80 0,02 6,00 13,40 6,00
19 Lorazepam; AAS
Lasix; Losartan;
DP Clopidogrel; mononitrato de
isossorbida; digoxina; 72 1,30 37,1 9,00 0,36 16,00 12,10 8,30
20 .
Pantoprazol; Metformina;
Beta-histina; Rivotril
DP vidagliptina + metformina;
271 Olmesartan + 44 1,10 63,5 6,00 0,12 5,00 14,60 5,90
Hidroclorotiazida
Lasix; Enalapril;
DP atorvastatina; metformina;
2 Eutirox; Beta-histina; 82 1,70 27,2 6,10 0,15 52,00 10,90 5,90
Omeprazol; Diazepam; AAS
Domperidona; Amiodarona;
pp  'farmaco para a 4 0,80 89,9 2,40 0,04 9,00 | 13,30 9,20
23 prostata”;Galantamina;
Pantoprazol
DP propanolol; pentoxifilina;
24 Glucovance; fluvoxamina; (35) (0,5) 103 4,90 46,00 12,80 13,10
Cipralex; alprazolam
Atorvastatina; Furosemida;
DP Dinitrato de
2 isossorbida; Triflusal; 87 1,50 32,6 6,50 0,20 29,00 13,70 6,90
Ranitidina; Fluvoxamida
ox 41 0,70 91,0 4,90 0,11 13,00 | 14,90 5,40
o 47 1,00 56,2 6,20 0,25 39,00 | 12,80 8,20
o 35 0,70 94,3 6,70 016 | 18,00 | 12,70 4,80
2? 46 1,10 64,4 3,80 0,43 4,00 16,30 6,40
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Idade | Género Medicacao
CN1 86 0 Furosemida; Telmisartan + Hidroclorotiazida; Pravastatina; Amlodipina; Omeprazol; Alprazolam
CN2 61 0 Sivastatina; Inibidor bomba protdes; Lorazepam; Risedronato; Paracetamol
CN3 60 0 Metformina; anti hipertensor; Sinvastatina
CN 4 7 0 Valsartan + Hidroclorotiazida; "Tiroxina"; Acido alendrc’zm’co + Colecalciferol; Estriol vaginal; Inibidor
bomba protdes
CN5 76 1 Ramipril; Furosemida; Amlodipina; Estatina; Bicalutamida
CN7 70 1 Lisinopril+Hidroclorotiazida; Propanolol; Sertralina; Diazepam
CNM1 71 0 Metformina; Pravastatina; Glucosamina
CNM3 70 0 Pravastatina; Losartan; Cloreto de Trospio
CNM4 67 1 Ramipril
CNM6 82 1 Anti hipertensor; Varfine; Préstata
Fluticasona (inalado); Montelucaste; Formoterol (inalado); Budesonida (inalado); Trifusal; Azilsartan;
CNM7 79 0 Rosuvastatina; Cloxazolam; Acido Ibandrénico; Omeprazol; Terbinafina
Ribomunyl
CNM9 67 1 Lansoprazol, Alprazolam, Tansulosina, Triticum, Losartan/Hidroclorotiazina, Nobivolol
CNM12 69 0 Acido ibandronico, um anti hipertensor, levotiroxina
CNM14 68 1 estatina
CNM15 59 1 Sucralfato, Bromazepam, Sinvastatina+Ezetimiba, Esoprazol, Acido Folico, Fluoxetina, Levotiroxina
CNM16 72 0 Nebivolol, Telmisartan+hidroclorotiazida, Sinvastatina
CNM17 66 1 Sinvastatina, Dabigatran , Irbesartan/Hidroclorotiazida, Fluoxetina, Dicetel
CNM19 77 1 Tansulosina, Finasterida, anti diabético oral e Anti dislipidémia
CNM20 59 0 Amlodipina/valsartan
CNM21 67 0 Budesonido+formoterol (inalacao) , AAS, bilastina
CNM22 66 1 Atorvastatina, Peridopril/Amlodipina, Metformina, Rivaroxabano, Carvedilol, Pantoprazol
CNM25 61 1 Tansulosina
CNM27 75 0 Eutirox, Clopidogrel, Surmontil, Bialzepan
CNM28 61 0 Estatina
CNM29 62 0 Trepibutona (SOS)
CNM30 73 0 Enalapril/Hidroclorotiazida, Bisoprolol, 1 anti anginoso
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Doenca
urologic
a

Fu
ma
dor

Doenca
Psquiatri
ca

Neuropa
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Anexo 7 - Loadings das 72 regides do
espectro de RMN, componente 2, grupo
doentes de Parkinson versus grupo

Controlo
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Regides do espectro

03 -0z 01 0.0 01 02
Variacao de correlacao das regides do espectro com a componente 2

Figura 19 - Loadings das 72 regides do espectro de RMN, que contribuem para a componente 2 na
discriminacao da DP, representando o sinal a direcao da correlacao dessa regiao com a componente,

grupo doentes de Parkinson versus grupo Controlo.
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Anexo 8 - Metabolitos identificados e sua

representacdo no espectro de RMN
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Tabela 25 - Metabolitos identificados nas amostras de saliva, através analise de espetros de RMN de 1H,
unidimensionais (Anexo 8 - Figuras 18, 19 e 20), e espetros bidimensionais J-resolved, assim como da
consulta da base de dados HMDB (34-36). Nome do metabolito e respetivos desvios quimicos e a
multiplicidade dos sinais, e em que analise discriminativa foram utilizados.

Localizacao Metabolito Desvio quimico (ppm) Multiplicidade dos sinais
1 Formato 8,44 Singleto
2 Ureia 5,78 Singleto
6e; 4a Lactato 1,32; 4,10 Dupleto; quarteto
6b; 4b Etanol 1,17; 3,65 Tripleto; quarteto
4c Malonato 3,11 Singleto
4d Oxido de trimetilamina 3,25 Singleto
4e; 4f Taurina 3,25; 3,42 Tripleto; tripleto
4g Glicina 3,56 Singleto
4h Metanol 3,34 Singleto
5a; 6c; 6d Butirato 2,14; 1,55; 0,88 Tripleto; Multipleto (6); tripleto
5b Metilamina 2,59 Singleto
6a; 5c Propionato 1,04; 2,17 tripleto; quarteto
5d Sucinato 2,39 singleto
5e Acetato 1,91 singleto
5f Trimetilamina 2,89 singleto
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(A) Espectro de RMN de 'H, 1D
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Figura 20 - Espectro de RMN de 'H, 1D (A) e espectro de RMN JRES, 2D (B), com metabolitos identificados,

Il Butirato e | Etanol, referidos no Anexo 8 - Tabela 25.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 'H de uma amostra de saliva de controlo, com os metabolitos identificados
por nUmeros, que se encontram na Anexo 8 - Tabela 25, sendo 1 o formato, 2 a ureia, 3 a agua, 7 o TSP
e as regioes identificadas encontram-se expandidas na Figura 22.
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H fracionado da Figura 20, de uma amostra de saliva controlo com
os metabolitos identificados por nimero/letra, referidos no Anexo 8 -Tabela 25.
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