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RESUMO

Objetivo: Identificar possiveis candidatos a biomarcadores no fluido intracanal de
pacientes vivendo com HIV/Aids (PVHIV/Aids) antes e apos o tratamento endoddntico
convencional, com e sem associacado a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)
com verde de malaquita a 0,01%, avaliando alterac6es relacionadas a desinfeccao e
inflamacé&o perirradicular e correlacionando-as a condi¢do sistémica e ao perfil de
individuos soronegativos. Metodologia: Estudo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CAAE: 80009024.7.0000.5512), com 40 participantes distribuidos em
quatro grupos (n = 10): G1 — pacientes HIV positivos submetidos ao tratamento
endodoéntico convencional com hipoclorito de soédio a 2,5% (NaOCI 2,5%); G2 —
pacientes HIV positivos submetidos ao tratamento endodéntico convencional com
NaOCl 2,5% associado a aPDT; G3 - individuos soronegativos submetidos ao
tratamento endodéntico convencional com NaOCI| 2,5%; e G4 - individuos
soronegativos submetidos ao tratamento endodontico convencional com NaOCI 2,5%
associado a aPDT. Todos apresentavam necrose pulpar e lesdo periapical. O
tratamento foi realizado em duas sessdes, com coleta do fluido intracanal antes e apos
a sanificacdo quimico-mecanica. As amostras foram processadas no Dempster Mass
Lab (USP) e analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) para identificacdo e quantificagdo dos biomarcadores
metabolémicos. Resultados: Sociodemogréficos: A amostra (N = 40) foi composta
predominantemente por adultos entre 30 e 49 anos (32,5%), com distribuicdo racial e
de sexo equilibrada. Metabolédmicos: Na condicéo inicial, houve diferenca significativa
na area estrutural metabolémica entre os grupos (p < 0,001), com maiores valores no
G1 e menores no G3. Apds a intervencdo, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (p = 0,172), indicando homogeneizacgéo estrutural. Foram detectados 1.100
metabalitos na coleta inicial e 884 apods a intervencdo, com distribuicdo distinta de
metabolitos exclusivos entre os grupos (p < 0,001). A analise dos 25 metabdlitos
estatisticamente significativos incluiu benzamida, glutamina, phenol e derivados de
indole. Conclusdo: A intervencdo promoveu homogeneizagcdo da estrutura
metabolémica global, sem diferencas associadas a PVHIV/Aids ou a aPDT. A

presenca de metabolitos exclusivos indicou perfis funcionais distintos entre as



condi¢cbes avaliadas, sendo necessarios novos estudos para avaliacdo de possiveis

candidatos a biomarcadores nessa populagéo.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. HIV. Endodontia. @ Metabolomica.

Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Objective: To identify potential biomarker candidates in the intracanal fluid of people
living with HIV/AIDS (PLWHA) before and after conventional endodontic treatment,
with and without adjunctive antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) using 0.01%
malachite green, evaluating changes related to disinfection and periradicular
inflammation and correlating them with systemic condition and the profile of
seronegative individuals. Methodology: This study was approved by the Research
Ethics Committee (CAAE: 80009024.7.0000.5512) and included 40 participants
distributed into four groups (n = 10): G1 — HIV-positive patients submitted to
conventional endodontic treatment with 2.5% sodium hypochlorite (NaOCI 2.5%); G2
— HIV-positive patients submitted to conventional endodontic treatment with NaOCI
2.5% associated with aPDT; G3 — seronegative individuals submitted to conventional
endodontic treatment with NaOCI 2.5%; and G4 — seronegative individuals submitted
to conventional endodontic treatment with NaOCI 2.5% associated with aPDT. All
participants presented pulpal necrosis and periapical lesion. Treatment was performed
in two sessions, with intracanal fluid collection before and after chemomechanical
preparation. Samples were processed at the Dempster Mass Lab (USP) and analyzed
by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) for identification
and quantification of metabolomic biomarkers. Results: Sociodemographic data
showed a sample (N = 40) predominantly composed of adults aged 30-49 years
(32.5%), with balanced racial and sex distribution. Metabolomic analysis demonstrated
a significant difference in global metabolomic structural area among groups at baseline
(p <0.001), with higher values in G1 and lower in G3. After intervention, no differences
were observed among groups (p = 0.172), indicating structural homogenization. A total
of 1,100 metabolites were detected at baseline and 884 after intervention, with distinct
distribution of exclusive metabolites among groups (p < 0.001). The analysis of the 25
statistically significant metabolites included benzamide, glutamine, phenol, and indole
derivatives. Conclusion: The intervention promoted homogenization of the global
metabolomic structure, without differences associated with PLWHA status or aPDT.
The presence of exclusive metabolites indicated distinct functional profiles among the
evaluated conditions, and further studies are required to assess potential biomarker

candidates in this population.

Keywords: Photodynamic therapy. HIV. Endodontics. Metabolomics. Malachite green.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

3TC — Lamivudina

ABC — Abacavir

Aids — Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
aPDT — Terapia fotodinamica antimicrobiana

ATV/r — Atazanavir/ritonavir

CD4 - Linfécitos T CD4+

CEAPE - Centro de Estudo e Atendimento a Pacientes Especiais
DTG — Dolutegravir

EFV — Efavirenz

GC-MS - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
HAART — Terapia antirretroviral altamente ativa

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana

HMDB — Human Metabolome Database

LPV/r — Lopinavir/ritonavir

NaOCI — Hipoclorito de Sédio

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

PVHIV/Aids — Pacientes vivendo com HIV/Aids

SCR - Sistema de canais radiculares

SQA - Substancia quimica auxiliar

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TDF — Tenofovir

UNIP — Universidade Paulista

USP — Universidade de S&o Paulo



LISTA DE SIMBOLOS

% — Porcentagem

< — Menor ou igual a

= — Maior ou igual a

°C — Graus Celsius

pL — Microlitro

J/cmz — Joules por centimetro quadrado
mg/mL — Miligrama por mililitro

mL — Mililitro

mm — Milimetro

nm — Nanoémetro

rpm — Rotagdes por minuto
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1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus caracterizado pela
enzima transcriptase reversa e possui tropismo preferencial por linfocitos T CD4+,
células essenciais para a coordenacao da resposta imune adaptativa. Essa interacéo
resulta na reducédo da capacidade de defesa do hospedeiro, em razdo da lise dessas
células e da intensa replicacdo da carga viral plasmética (Gondivkar et al., 2021; Lam
et al.,, 2022). Sendo assim, no ambito odontolégico, o HIV/Aids repercute
principalmente sobre a persisténcia e a prevaléncia de processos infecciosos, em um
contexto de desequilibrio entre a microbiota oral e os mecanismos de defesa do
organismo, 0 que aumenta a suscetibilidade a infec¢des cronicas e a manifestagdes
orais (Noro Filho et al., 2012; Patton; Shugars, 1999; Ponce et al., 2025). Dessa forma,
sabe-se que essas alteracdes na imunidade celular, quando os pacientes nao estao
sob tratamento, podem modificar a apresentacao e a cicatrizacdo clinica de lesdes,
assim como o comportamento inflamatério local, relacionadas principalmente ao
periodonto e as regides periapicais (de Brito et al., 2015; de Macedo et al., 2025;
Fontes et al., 2014; Marton; Kiss, 2000; Rajadurai et al., 2022).

Nesse contexto, sabe-se que o tratamento endodbntico permite o manejo de
lesbes periapicais por meio da reducdo do processo infeccioso causado por
microrganismos do sistema de canais radiculares (SCR) durante a sanificacao
quimico-mecéanica, 0s quais, muitas vezes, mostram-se resistentes ao tratamento em
razao da complexidade anatbmica radicular e da variedade de colénias organizadas
em biofilmes (Mominkhan et al., 2025; Siqueira Jr; Ré¢as, 2009; Xu et al., 2022).

Contudo, a literatura demonstra alternativas que complementam o protocolo de
desinfeccao, entre elas a terapia aPDT, técnica que associa um laser de comprimento
de onda na faixa do vermelho a um fotossensibilizador em concentragdes adequadas
(Alves-Silva et al., 2023; Ashtiani et al., 2024; Hoedke et al., 2018). O processo
envolve a excitacao energética instavel do corante atoxico para o seu estado tripleto,
seguida pela transferéncia de elétrons e formacéo de oxigénio singleto, o que confere
toxicidade as células e, consequentemente, reduz a atividade bacteriana e
inflamatoria no local irradiado (Kishen, 2010; Maltarollo et al., 2025; Plotino; Grande;
Mercade, 2019). Outrossim, o fotossensibilizador verde de malaquita (VM),
pertencente ao grupo dos trifenilmetanos, apresenta caracteristicas compativeis para

esse tipo de aplicacdo, mostrando-se, em estudos in vitro, uma possivel alternativa



11

aos consagrados fenotiazinicos, como o azul de metileno e o azul de toluidina, para o
manejo da microbiota do SCR (Salgado et al., 2017; Sin et al., 2021).

Trabalhos publicados in vitro demonstraram que o VM apresenta efetividade
bactericida, sendo eficiente na diminuicdo de unidades formadoras de colbnias de
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Junqueira et al., 2010; Prates et al., 2007).
Além disso, Silva et al. (2014) avaliaram, in vitro, o efeito do VM sobre a viabilidade
de Enterococcus faecalis no SCR em comparacdo ao azul de metileno (AM),
observando resultados semelhantes e positivos quanto & descontaminacao. Nessa
mesma direcdo, outros estudos também apresentaram resultados satisfatorios,
indicando reducdo significativa de biofilmes cultivados (Torres et al., 2022; Vilela et
al., 2012).

Diante desse panorama, destaca-se que uma metodologia promissora para
avaliacdo bioguimica do comportamento do microbioma oral e das reacdes de
desinfeccdo é a analise metabolémica de biofluidos. Essa técnica, por meio de uma
abordagem dindmica e especifica, realiza a derivatizacdo de metabdlitos celulares
presentes em uma amostra biologica, permitindo, de maneira minimamente invasiva
e com alta sensibilidade, caracterizar quantitativa e qualitativamente biomarcadores
em diferentes momentos do tratamento (Klupczynska; Derezinski; Kokot, 2015; Zhao
et al., 2025). Dentre as técnicas analiticas empregadas, destaca-se a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), que apresenta altissima
sensibilidade para a deteccdo de metabdlitos volateis e semivolateis, possibilitando a
identificacdo simultanea de centenas de compostos em uma Unica analise. A
combinacdo entre a separag¢do cromatografica e os espectros de massa confere
elevado poder de identificagdo quimica, permitindo a construcdo de perfis
metaboldmicos complexos e comparaveis entre diferentes condi¢des clinicas (Alves
et al.,, 2016; Marinho, 2021). Nesse cenario, € possivel relacionar alteracdes de
metabdlitos provenientes do fluido intracanal com a diminuicdo do processo de
infecgdo e inflamacédo local associadas as modificagdes sistémicas do hospedeiro
(Gardner; Carpenter; So, 2020; Munshi et al., 2013).

Um estudo piloto analisou e identificou os metabdlitos presentes em amostras
de fluido do sistema de canais radiculares durante o tratamento endodéntico com a
aPDT, porém, utilizando o azul de metileno, em PVHIV/Aids. Os autores observaram
a identificagédo e caracterizagdo de diversas moléculas candidatas a biomarcadores

apos a desinfeccdo, bem como uma possivel relacdo com alteragbes sistémicas
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desses pacientes quando comparados a individuos soronegativos (Laporta, 2021).

Formula-se, portanto, a hipdtese de que a terapia fotodinamica antimicrobiana
com verde de malaquita é capaz de modificar o perfil metabolémico do fluido intracanal
guando comparada ao protocolo convencional de tratamento, promovendo alteracdes
na assinatura metabol6mica associadas aos processos de desinfeccao e inflamacao.
Além disso, pressupde-se que PVHIV/Aids apresentem biomarcadores especificos ou
padrbes metabolémicos distintos em relagdo aos individuos soronegativos,
compativeis com o quadro de infeccdo endodbntica e imunocomprometimento
sistémico.

Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo € identificar e caracterizar os
metabdlitos do fluido intracanal de PVHIV/Aids antes e ap0s a aplicacdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT), utilizando o fotossensibilizador verde de
malaquita, analisando os processos de desinfeccdo e inflamacéo perirradicular por
meio de metabdlitos especificos e, a partir de uma interpretacao fisiopatologica,
associa-los ao contexto de pacientes imunocomprometidos e de individuos

soronegativos.
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2 CONCLUSAO GERAL

Os resultados demonstraram que a intervencao levou a homogeneizacao da
estrutura metabolémica global, sem diferencas estruturais associadas a PVHIV/Aids
e intervencdo com aPDT. Em contraste, a distribuicio de metabdlitos exclusivos
evidenciou perfis metabolémicos distintos, indicando respostas funcionais especificas
as diferentes condicdes avaliadas. Esses achados sugerem que mudancas
metabdlicas podem ocorrer independentemente de alteracbes estruturais globais, e
que a avaliagdo de possiveis candidatos a biomarcadores dessa populacdo

necessitard de novos estudos comparativos por meio da metabolémica.
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro Participante:

Gostariamos de convida-lo a participar como voluntario da pesquisa: Perfil
Metabolémico do Fluido Intracanal Correlacionando Terapia Fotodindmica com
Verde de Malaquita em Pacientes Vivendo com HIV/AIDS que se refere a um
projeto de pesquisa do(s) estudantes(s) Matheus Rigo Ribeiro que pertence(m) ao
Curso de Projeto de Mestrado em Odontologia da Universidade Paulista

0O(s) objetivo(s) deste estudo tem como avaliar o nivel de contaminacéoe microbiana e
inflamatoria nas lesdes dos dentes selecionados para o tratamento de canal, além da analise de
eficiéncia em associacdo a terapia do laser de baixa poténcia ao corante “verde de malaquita”.

Os resultados contribuirdo para melhor validacio do tratamento da endodontia com
0 a terapia fotodindmica em pacientes vivendo com HIV/AIDS

Sua forma de participacdo consiste no tratamento endoddntico do dente
necessitado em duas sessdes, em gue sera utilizado um laser de baixa poténcia
durante o tratamento de canal.

Seu nome ndo sera utilizado em gualquer fase da pesquisa, o que garante seu
anonimato e a divulgacio dos resultados sera feita de forma a ndo identificar os
voluntarios.

M&o sera cobrado nada e ndo havera gastos decorrentes de sua participacdo. Se
houver algum dano decorrente da pesquisa, o participante sera indenizado nos
termos da Lei.

Considerando que toda pesquisa oferece algum tipo de risco, nesta pesquisa o
risco pode ser avaliado como: minimo e esse risco pode ser explicado como
sensacdo minimamente dolorosa durante as sessdes no dente selecionado para o
tratamento endoddntico.

S0 esperados 0s seguintes beneficios para vocé, decorrente da sua participacdo
nesta pesquisa: O beneficio do tratamento de canal para reducio da sintomatologia
e da lesdo presente no elemento dentario, além da associacdo do laser de baixa
poténcia durante o tratamento. Caso tenha interesse vocé pode pedir o envio por
e-mail do resultado da sua participacdo.

Gostariamos de deixar claro que sua participacdo & voluntaria e que podera
recusar-se @ participar ou refirar o seu consentimento, ou ainda descontinuar sua
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Anexo 3 — 25 Metabolitos mais representativos Grupo G1- Coleta 01

Desvio

Rank Composto Area Média| Mediana | Maximo Minimo Padrio N
1 Hydroperoxide, 1-methyl-1-phenylethyl 26.430.519 | 26.430.510 | 26.430.510 | 26.430.519 NA 1
2 | Bisyelel2.2 Iheptane-2-acetic acid, 3-0x0-, | 94 186 602 | 24.186.692 | 24.186.692 | 24.186.692 NA 1

(rleis-3cis-4)

3 |&esfcactd, 4-(3-acetylamino-2-gxopramdiobenil| 53 161,265 | 23.161.265 | 23.161.265 | 23.161.265 0 2
4 Quinuclidine-3-gl 21.143.002 | 21.143.002 | 21.143.002 | 21.143.002 NA 1
5 | Tocyclo[3.1.0.02,6]hes-3-ene-3-carbonitrile | 10.213.007 | 19.213.007 | 10.213.007 | 19.213.007 NA 1

L-Glutamine, N2-(ohenylacetyl)- 18.200.560 | 13.503.501 [ 37.540.502 | 132407 | 16150348 |6

Acefamiske, N-[-(aeetylona)--methyl 2 : : :
7 Acstamide, ) 14.504.018 | 15.103.370 | 15.103.370 | 13.308.015| 1036540 |3
phenylethvl]-N-methyl-
8 1H-Pyrrole-2 5-dione. 3-ethyl-4-methyl- 13.026.657 | 70672 |38938627| 70.672 | 22440424 |3
0 Mandelamide. N-(1-naphthylethyl)- 12.457.878 | 12.457.878 | 12.457.878 | 12.457.878 0 2
10 1H-Indole-3-acetamide 11.594.920 | 11.504.920 | 11.504.920 | 11.504.920 0 2
11 1H-Indole. 4-methyl- 11.180.857 | 11.180.857 | 11.180.857 | 11.180.857 NA
Coclohexane, 1.2-dibromo-1-methyl-4-(2- = <
12 e 12 £ 10.756.002 | 10.756.002 | 16.636.667 | 4.875.517 | 8316382 |2
13 mu-z-l-m-@llhﬂ%ﬁ%}mmh 23- | 10.206.368 | 12.117.621 | 12.282.658 | 4307572 | 3933300 |4
14 Methanone. (4-chlorophenyDphenyl- 0.380.753 | 0.380.753 | 0.389.753 | 0.389.753 0 2
15 | Benzenemathanol. alpha-(2-pirocyclopeniyl~ | 9278254 | 0278254 | 0278254 | 0278254 0 2
[l.alpha (R@).2.alpha -

16 Benzamide, 0262090 | 12205120 15033600 77483 | 6096150 |©
17 Meauinol 0.045.694 | 0534820 | 0534820 | 8.067441 | 8471017 |3
18 Formamide. N.N-dibutyk $.200.823 | 8.200.823 | 8200823 | 8.200.823 NA 1

19 Phengl, 4-methyl- 7065221 | 6825247 25150988 | 55646 | 8276577 |©
20 1,2-Naphthalenedione, 4-(4-morpholinyl)- 7524062 | 7524.062 | 7.524.062 | 7.524.062 0 2
21 Methanone. (3-chlorophemDphenyl- 7403513 | 8468012 | 8468012 | 5544515 | 1687882 |3
2 1-Carboxyethyl-4-methylquinolinium ion 7.486.014 | 7486014 | 74869014 | 7486914 NA 1
23 Butanedioic acid, ethyl-. dimethyl ester 7246275 | 7246275 | 7246275 | 7.246275 NA 1
24 Thigelutamine, N-benzyloxycarhonyl- 6.883.650 | 6.883.650 | 6.883.650 | 6.883 650 NA 1
25 | M2EDEyridinecarhomaldshuude. 3.4-dihydro-3-(2- | ¢ 629 680 | 6.627.680 | 6.627.680 | 6.627.680 0 2

piperidinyl)-
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Rank Composto Area Média | Mediana | Maximo | Minimo I]’):;:fi?: N
1 Benzamide. 7.086.087 | 7.086.087 |9.870.251|4.301.923 | 3.937.402 |2
2 | (3-Ethyl-3-hydroxy-azetidin-1-yl)-phenyl-methanone, | 6.015.934 |6.015.934 [ 7.524.478 |4.507391| 2133403 |2
3 Methanone. (3-chlorophenyliphenyl- 5.350.040 | 5.350.040 | 5.350.040 | 5.350.040 NA 1
4 Methylparaben. 4.466.326 |4.466.326 |5.853.514 |3.079.138 | 1961.780 |2
5 Methanone. (4-chlorophenyliphenyl- 3.058.298 |3.058.298 | 3.058.298 | 3.058.298 NA 1
6 Benzamide. N-(2-oxopropyl) 2.663.145 | 2.663.145 | 2.663.145 | 2.663.145 NA 1
7 Glycine. N-benzoyl-. methyl ester 2.640.020 |2.380.153 |5481.522| 58.384 | 2720892 |3
] L-Glutamine, N2-(phenylacetyl)- 1.676.140 |1.676.140 [ 2.144.801 | 1.207.478 | 662.787.4 |2
9 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole 1415121 | 972.859 [3.123.166 | 149.339 | 1535451 |3
10 Benzamide, N-methyl- 1.414.678 | 654.023 [3.161.382 | 431.588 | 1214.095 |7
1 1H-Purine-2.6-dione, 3,7-dihydro-3.7-dimethyl- 1.396.182 |1.396.182 [ 1.558.714 | 1.233.650| 229.855 |2
12 1H-Indole-3-acetic acid, methyl ester 1.384.214 |1.384.214[1.858.032 | 910395 | 670.080.5 |2
13 mcw“&jpg%“;fifﬁe 4-methyl-4- 1.360.736 | 1.360.736 | 1.360.736 | 1.360.736 NA 1
14 Cyclopentasilosans, decamsthyl- 1276275 | 744.699 [3.827.665| 20170 | 1491.028 |7
15 Phenol. 2-methoxy- 1.200.090 | 1.200.090 | 1.200.090 | 1.200.090 NA 1
16 | (2-Isopropenyl-5-methyl-cyclopentyl)-acetonitrile. | 1.104.768 |1.104.768 | 1.104.768 | 1.104.768 NA 1
17 Benzeng. 1.1'-(1.4-dimethyl-1.4-butanediyDhis- 1005272 |1.095.272 | 1.095.272 | 1.095.272 NA 1
18 Mannifal, 1.070.270 |1.070.270 | 1.070.270 | 1.070.270 NA 1
19 Lencine 984370 | 523.136 |2.635.567 | 255.640 | 1.109.630 |4
20 3-Benzoyl-2-t-butyl-osazolidin:5-one 923263 | 923263 |1.084.945| 761.581 | 228.652.9 |2
21 Hydroxybutyrate acid. 3- 808.824 | $98.824 |1.052.948 | 744.699 | 217965 |2
22 Naphthalene, 1.2,3 4-tetrahydro-1-methoxy- 875.193 | 875.193 | 875.193 | 875.193 NA 1
23 Cuclohexasiloxane. dodecamethyl- 863.189 | 953.696 |1.895.924| 83.024 | 6734747 |7
24 | Benzoic acid, 4-hydroxy-3-methoxy-, methylester | 853.011 | 853.011 |1.060.807 | 645215 | 293.867.9 |2
25 4-Morpholineethanol $50.042 | 850942 | 967.094 | 734.789 | 1642644 |2
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Rank Composto Area Média | Mediana | Mdximo | Minimo II,:. Ej:_:l’] N
1 Isoquinpling 10.807.054 |10.807.054 |21.501.759 |112.350 |15.124.596 |2

Phenol. 2.6-bis(1.1-dimethylethyl)- 9.868.011 |9.868.011 |18.587.972 |1.148.050 [12331.887 |2
3 |Phenol 4-methyl- 8315320 |8.406.130 |15.607.877 |93.080 |5.646.164 5
4 ;ifimr@m"l’ Z-methyl-3-(1-methylethyl)s, | g 095230 3095239 16128855 |61.623  |11361.249 |2
5 |Indole 6.293.301 |514.867 |23.898.422 (245408 [11.737480 |4
6  |2.5-Dipropionylpyrazine 5.753.850 |5.753.850 |10.482.914 |1.024.786 |6.687.906 2
7 |L-Glutamine. N2-(phenylacetyl)- 5514.067 |6.085500 |6.085.500 |4.371.202 |989.750.4 3
8  |Mequinol 4.960.760 |4.737.952 |6.467.640 |3.676.689 |1.408.753 3
9  |Benzamide 4.457.102  |8$53.156  |12.206.563 [311.588 |6.716.690 3
10 |Ethanamine(2-phenyl), methylirifluoroacetyl.  |4.088.078  |4.088.078 |6.993.840 |1.182.316 |4.109.368 2
11 | Marpholing, 4-octadecyl- 3.050.465 |3.959.465 |7.834.608 [84322 |5.480.280 2
12 |Phenol 2.4-bis(1,1-dimethylethyl)- 2.801.281 |2.676973 |3.823.628 |2.075.539 [534.931.6 7
13 | Methylenehis(2.4.6-triisopropylphenylphosphine) [2.769.022  |2.592.771 |6.693.277 |583.920 |2.298.409 10
14 | Cyclopentasiloxane, decamethyl- 2.709.919 140978 |7.152.181 |44423 [3.412.846 10
15 | Cyclotetrasilosans, octamethyl- 2.666.385 |219.192 |6.954.900 |7.198  [3.351318 10
16 |Glycine. N-benzoyl- methyl ester 2.609.778 |2.609.778 |5.082.771 |136.786 |3.497.340
17 |Ethyl penfadecyl ether 2583230 |2.583.230 |2.583.230 [2.583.230 [0

1s 4R TR, 11R-1.3.4,7-
18 | Tetramethyltricyclo[5.3.1.0(4.10)lundec-2-en-8-  [2.479.081  |2.599.316 |2.935273 |1.678.356 |433.967.8 7

one
19 | Disiloxane, hexamethyl- 2430204 |2430204 2430204 [2.430204 [NA 1
20 |N-CBZ-lyrosyllvaline, 2235552 |2.235552 |4.114.098 [357.005 |2.656.666 2
21 |Methanone, (3-chlorophenylphenyl- 1.098254 |1998254 |1.998.254 |1.998254 |0 2
22 |1H-Indole, 4-methyl- 1.594.603 |1594.693 |2.958.629 |230.757 |1.928.897 2
23 |1H-Purine-2,6-dione, 3.7-dihydro-3,7-dimethyl- |1.534.006 |1.534.006 |1.534.006 |1.534.006 |0 2
24 G'E]thy -3-hydroxy-azetidin-1-y-phsnyl 1.303.466 |1303466 |1.682400 |924532 [535.893.6 2
25 |Benzeneacetic acid 1218726 |1218.726 |2.264361 |173.091 |1.478.751 2
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Rank Composto Avea Média | Mediana | Maximo | Minimo ;,:':;:;?] N
1 Pmﬁmwmmﬁdmeml 23.173.167 [23.173.167 |23.173.167 |23.173.167 |0 3
2 |Ethyl pentadecyl sther 13.134.781 |13.134.781 |21.501.759 |4.767.803 |11.832.694 |2
3 |2-Propenamide, N.N-bis(1-methylethyl)- 12.206.563 |12.206.563 | 12.206.563 | 12.206.563 | NA 1
4 8-Pentadecanol 12.081.629 |12.081.629 |12.081.629 |12.081.629 |0 3
5 |Phenol 4-methyl- 0473761 |9.525517 |18.388.980 415832  |9.766.467 6
6 |Glycine. N-benzoyl- 8596348 |9.877.736 |15.778.581 (39275  |7.992.197 6
7 | Valioe 7.817.251 |7.817.251 |9.561943 |6.072.559 |2.467.367 2
$  |Benzamide. N-methyl- 7.551.106 |7.551.106 |12.679.171 |2.423.042 |5.617.513 6
9 | 2-(E)-Hesenois acid, (4&)-amino-5-methyl- 7244777 |7.244.777 |7244.777 |7244777 |NA 1
10 |L-Glutamine. N2-(phenylacetyl)- 7151.018 |2.033.950 |17.186.594 |415.122  |8.349.640 8
11 éji%ﬁﬁ?ﬁﬁ&%gpmymﬁm} 5.685.467 |5.685.467 |5.685.467 |5.685.467 |0 3
12 Elur°?’_4'9]mml(3m‘g% Thydoxy6-\5 540446 |5.549.446 |5.549.446 |5549.446 |NA 1
13 | Cuclopentasilosans, decamethyl- 5.462.612 |6.899.786 |7.545.087 |43212  |2.858.421 6
14 |l-Proline. 3-hydroxy-4-methyl-, (35.45) 4738228 |4.738228 |[8.174.260 [1302.197 |4.859.282 2
15 | Acetamide, N-2-naphthalenyl- 4114.008 |4.114.098 |4.114.098 [4.114098 |NA 1
16 |Imidazole, 4-fluoro-5-aminocarbonyl- 4075133 |4.075.133 |7.834.608 (315658 |5.316.700 2
17 |1-Propanol, 2-methyl-2-(propylaming)-. benzoate |3.919.532  |3.919.532 [3.919.532 |3.919.532 |NA 1
18 ;:gjﬁﬁ?ﬂ’g{t‘“ph‘mm’ 2-2-fuorosthoxi: | 3 767308 [3.767.308 [3.767.308 |3.767.308 |0 3
19 2-Isopropylphenyl-thiourea 3.636.221 3636221 |3.636.221 (3636221 |NA 1
20 | Glycyl- tryptophyl-elycine 3.549.664 |3.549.664 |3.935652 |3.163.676 |545.869.5 2
21 | Cyclotetrasilosane, octamethyl- 3.119.800 |2.650.772 |7.158.043 [19.613  |3.650.731 4
22 |Methylparaben. 2063386 |2.963386 |2.963.386 (2963386 |NA 1
23 |1H-Indole, 2-methyl- 2057266 |2.957.266 |2.957.266 |2.957.266 |NA 1
24 Eﬁ%tmpm‘;%f:"hﬂm@bﬁm}m'3°3’3' 2053161 |2.953.161 |5.867.858 |38.464  |4.122.004 2
25 | 2-Hydroxy-1.7-naphthyridine 2024777 |2.924777 |4.183.561 |1.665.993 |1.780.189 2
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Rank | Composto AreaMédia| Mediana | Maximo | Minimo | Deovie | N
1 |Stearic acid 32174332 |32174332(32.174332[32.174332] NA 1
3 |Lysine 26.834.220 | 26834220| 26834220 26834220]  NA 1
3 fﬂgﬁ;’f]°‘ph°]!lm“‘°a‘h°‘l““’mm”[ 23.224.309 | 30.672.306|38.038627| 61994 | 20480543 |3
4 ?Em:!;bmpﬂﬂl 05;3 d‘“’l ’“I'”"ms{’“ 20.024.232 | 20.024.232| 20024232 | 20024232 NA 1
5 | Glutamic Acid 10.225.031 | 19225031 10.225.031 | 19.225.031 NA 1
6 | Germane, trjmethyl(1-methyl-2-buteny - 18.528.433 | 18528433 18528433 18528433  NA 1
7 | Mattose, gctakis(rimethylsilyl)- 17.880.093 | 11.656.792(42.452.171 | 3328222 | 16835651 | 6
8 | acetyineutaminic acid 17.642.135 | 17.642.135| 17.642.135 | 17.642.135|  NA 1
0 |1.3.5-Triazine. 2.4 6-tris[(imethylsilyDaxyl- | 15.783.461 | 10.446264| 38115205 | 53966 | 18150942 | 6
10 | Lencing di-TMS. 12721203 | 12721203 12721203 | 12721203] ™A 1
11 | Trimethylsilyl ether of slycerol 12.295.081 | 12350306|22.053.438 | 188324 | 8825262 |7
12 | Hydromyburate 11258813 | 7525027 | 26430519 | 3545678 | 10488112 | 4
13 | Maltose 10348235 | 11.690.021| 12380270 | 6.964.506 | 2051126 | 3

D-Glucose, 4-0-[2,3 4, 6-tetrakis-0-

14 | (timethylsilyl) beta -D-elucopyranosyl]-2.3.5.6- | 10.261.155 | 5.484.630 | 34.265.661 | 4678754 | 11.799.606 | 6

tetrakis-O-(trimethylsity1)-

15 | Arginine 9.913.090 | 9.913.090 | 9.913.090 | 9.913.090 NA 1
16 WN@MW@Q 0.410.811 | 0450046 |18745.171| 28215 | 0358571 |3
17 %ﬁﬁmmmmmm 8.607.555 | 68785 |20803548| 27514 | 12847165 |0
18 | 1H-Imidazole, 2-methyl4-nitro- 8.423.396 | 8.423.306 | 8423306 | 8423396 NA 1
19 {bm-Dmmwmml 1.2.3.4.6-pentakis-O- | g9090823 | 8200823 | 8200823 | 8200823 NA 1
20 Wl-l-liﬁmmm” 3 7.810.052 | 7.810.952 |15401277| 130626 | 10861620 |2
21 |D-Glucose 7157.210 | 0448040 | 10435770 | 1587848 | 4848435 |3
21 | Urea NN-bis(trimethylsitil)- 7121505 | 3101238 [35208271| 20009 | 86810435 |22
23 |(+/-)-2.3-Butanediol &iTMS 7033330 | 0313138 | 11271269 | 515600 | 5728802
24 | Silanol. trimethyl-. phosphate (3:1) 6.534.643 | 134413 |21740060| 36432 | 8191760 | ©
25 | Imidazale, 2-bromo-4-methyl-5-nitro- 6.247.616 | 6247616 | 6247616 | 6247616 NA 1
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Rank Composto Area Média | Mediana | Miximo | Minimo | &7 |N
1 | Benzamide 7.086.087 |7.086.087]|0.870251 (4301023 [30374020 |2
2 | (3-Ethyl3-hydroxy-azetidin-1-yD-phenyl-methanone, | 6.015.934 | 6.015.934|7.524.478 |4.507.301 | 2133403 |2
3 | Methanone. (3-chlorophenylpheny)- 5350.040 |5.350.040|5.350.040 | 5.350.040 | NA 1
4 | Methylparaben 4466326 |4466.326|5853.514 |3.079.138 | 1.961.780 |2
5 | Methanone. (4-chlorophenylipbenyl- 3.058.208 |3.058.208 [3.058.208 | 3.058.208 | NA 1
6 |Benzamide. N-C-cxopmonyl): 2.663.145 | 2.663.145 | 2.663.145 | 2.663.145 | NA 1
7 | Gixcive. N-benzoxl-, methyl ester. 2.640.020 |2380.153|5481522|58384 |2720892 |3
8 | Cyclopentasiloxane, decamethyl- 1765238 |1.606.558|3.827.665 20170 |1804500 |4
9 |L-Glutamine, N2-(ohenylacetyl)- 1.676.140 | 1.676.140|2.144.801 |1207.478 [662.787.4 |2
10 | 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole 1415121 |072850 |3.123.166|149330 |1535451 |3
11 | Benzamide. N-methyl- 1414678 654023 |3.161382 431588 |1214005 |7
12 | 1H-Purine-2,6-dione, 3,7-dihydro-3, 7-dimethyl- 1.396.182 |1.396.182|1.558.714 | 1.233.650 | 220.855 2
13 | 1H-Indole-3-acetic acid, methyl ester 1384214 |1384214]1858032 (010395 |670.0805 |2
14 Mﬂfﬁ:}iﬂm&mﬁ +methyl-4-1 ) 360,736 |1.360.736 | 1360736 | 1360736 | NA 1
15 | Phenol. 2-methoxy- 1.200.090 |1.200.090]1.200.090 | 1.200.000 | NA 1
16 | (2-Isopropenyl-5-methyl-cyclopentyl)-acetonifzile.  |1.104.768 | 1.104.768 | 1.104.768 | 1.104.768 | NA 1
17 | Bengene, 1,1'(1,4-dimethyl-1.4-butanedivDbis- 1095272 |1.005.272]1.005.272 | 1.005.272 [NA 1
18 | Mannitol 1070270 | 1.070.270]1.070.270 | 1.070.270 | NA 1
19 |3-Benzoyl 2t butyloxazolidin-S-one 023263  |923263 |1.084.945|761.581 |2286529 |2
20 | Hydoxybutyrate acid, 3- 808824  |808824 |1.052048|744.690 |217.965 2
21 | Naphthalens. 1.2.3 4-tetrahydro-1-methoxy- 875103 |875103 875103 |875103 |NA 1
22 | Cuclohexasiloxane, dodesamethyl- 861.850  |662.008 |1.805024|227458 |757.583.6 |4
23 |Benzoic acid, 4-hydroxy 3-methoxy-, methylester | 853.011 | 853.011 |1.060.807 | 645215 |203.867.0 |2
24 |4-Morpholineethanol 850942  |850.042 |067.004 |734.789 |1642644 |2
25 g@?gﬁ"ﬁ‘ﬂ{m‘“‘f’“c acid, 3-ethyl4.5-dimethyl- | g3z 164 |g35164 (835164 (235164 |NA 1




Anexo 9 — 25 Metabdlitos mais representativos Grupo G3- Coleta 02

25

Rank Composto Area Média| Mediana | Maximo | Minimo 19:3:-::1?; N
1 | Isoquinoline 10.807.054 |10.807.054 | 21501750 (112350 |15124506 |2
2 |Phenol. 2.6-bis(11-dimethylethyl: 0.868.011 |0868011 |18587.972 1148050 (123313887

3 |Phenol 4-methyl- 8.682.678 |0462776 |15607877|03.080 |5120620 |6
4 im*"imdml’mpml Z-methyl-3-(l-methyletvl)- | g 095230 8005230 |16.128.855 [61.623 |11361.240 |2
5 | 2.5-Dipropionylpyrazine 5753850 |5.753.850 | 10482014 |10247866.687.006 |2
6 |L-Glutaming. N2-(phenylacetyl- 5472021 5715692 | 6085500 |4371202(8124913 |4
7 | Benzamide 5451192 |6.337201 |12.206563 |311588 |4386963 |6
8 |Meguinol 5337480 |5.602.796 |6467.640 |3.676.680(1375037 |4
9 | Cuslopentasiloxane, decamethyl- 4396347 |6184260 |7152181 |73926 |3266840 |8
10 |Indole 4355163 478706 |23.808422|245.408 |0574822 |6
11 |Ethasamine(2-phenyl). methyltrifluomaceryl- | 4.088.078 | 4088078 |6.993840 |1182316[4100368 |2
12 | Cuclotetsiloxane. octametbyl- 2017807 | 101060 |6054900 |7.198  |3454143 |0
13 | Mosphaline, 4-octadecyl- 2644466 |84322  |7.834608 |14468 |4494030 |3
14 | Glysine. N-benzoyl-. methyl ester. 2483800 |2018786 |5082771 |08832 |2327247 |7
15 | Methylenehis(2 4 6-triisopropylphenylphosphine) |2.348.714 | 1789111 |6.693.277 |204.621 |2065208 |15
16 |Lactic Acid 2288893 |2288803 |2288803 |2288803 |NA 1
17 | N-CBZ l-tyrosyl-Lyaline 2235552 2235552 |4.114.008 |357.005 |2656666 |2
18 | Methanone. (3-chlorophenylphenyl- 2087732 | 1008254 |2266.680 |1008254]154.081 3
19 | Ethyl pentadecyl ether 1003171 |2310.043 |2583230 |330267 |047.6818 |5
20 | Hydwogbutyrate acid 1765475 | 1765475 |1.765475 | 1765475 |NA 1
11 |Distlosane, hexamethyl- 1643.640 |1643640 |2430204 (857076 |1112370 |2
22 |1H-Indole. 4-methyl- 1504693 |1504603 |2058620 |230757 |1028807 |2
23 |Lencioe 1425268 | 1425268 |1425268 |1425268|NA 1
24 |Benzene, 1-(13-dimethyl-3-butenyl)-4-methoxy- | 1.314.785 | 1432602 |1432602 |1079.152|2040645 |3
25 %&E@“}'m‘“mm‘l‘@fm}? 1303466 1303466 |1682400 |024532 [535.8036 |2
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Rank Composto Area Média | Mediana | Maximo | Minimo Padriio N
1 | Pk 4-[{%%&@@@@%&5-@%4— 23173167 |23.173.167 |23.173.167 | 23.173.167 | 0 3
2 |Etbyl pentadecy] ether 13.134.781 |13.134.781 |21.501.750 |4.767.803 |11.832.604 |2
3 |2-Propenamide, NN-bis(l-methylethyl)- 12.206.563 | 12.206.563 | 12.206.563 | 12.206.563 | NA 1
4 |8-Pentadecanol 12.081.629 |12.081.629 | 12.081.629 | 12.081.629|0 3
5 | Phenol 4-methyl- 0473761 0525517 |18.388.980 415832 |0.766467 |6
6 |Glycine. N-henzoyl- 8506348 |0877.736 |15778.581]39275  |7992197 |6
7 | atine 7817251 |7817251 |9.561943 |6.072.550 |2467367 |2
8  |Benzamide. N-methyl- 7551106 |7.551.106 |12.679.171 |2423.042 |5617513 |6
9 |2(F) Hexenoic acid. (45).2mino-5-methyl- 7244777 |7244.777 |7244777 |7244777 |NA 1
10 | L-Glutamine. N2-(phenylacetyl- 7151018 |2033950 |17.186.594 [415.122 |8349.640 |8

1-[Phenylpropionyl]-4-[5-phenyl-4-oxo-2- 5 685 5 685 5 685
n | et 5.685.467 | 5685467 |5.685467 |5.685467 |0 3
1 |fue Eﬁ&]ﬂﬁiﬂ;’u—lﬁm‘gﬂo& TRYGroRy-0-| 5540446 |5540446 5540446 | 53540446 |NA 1
13 | Cuclopentasiloxane, decamethyl- 5462612 |6899.786 |7545087 |43212 2858421 |6
14 | 1-Poline, 3-hydroxy-4-methyl, (35,45 4738228 4738228 |8.174260 |1302.197 (4859282 |2
15 | Acetamide. N-2-naphthalenyl- 4114.098 4114008 |4114008 |4114.008 |NA 1
16 | Imidazole. 4-fluoro-5-aminocarbonyl- 4075133 [4075.133 |7.834.608 315658 |5316700 |2
17 | 1-Propanol, 2-methyl-2-(propylaming)-. benzoate |3.919.532 [3.019.532 [3.019.532 |3.919.532 |NA 1
18 | Cuclotetrasiloxane. octamsthul- 3840370 |5260.846 |7.158.043 |19.613  |3.548519 |5
19 |13.2-Dioxaphosphorinane,  2-(2-fluomethoxilr| 3 767,308 |3.767.308 |3.767.308 |3.767308 |0 3

5. 5-dimethyl-
20 | 2-Isopropylphenyl-thiourea 3636221 |3.636221 |3.636221 |3.636221 |NA 1
21 | Glyex-optenhylelcine 3.549.664 |3.540.664 |3.035.652 |3.163.676 |545869.5 |2
22 | Methylpaaben, 2063386 |2.963.386 |2.063.386 |2.963.386 |NA 1
23 | 1HIndole, 2-methyl- 2957.266 |2.957.266 |2.957.266 |2.957.266 |NA 1
24 (Bl 2-[A24-difvorophenyluceide]-3.3.3-1 5 953161 |2053.161 |5867.858 |38464  [4122004 |2

trifluoropropionate
25 | 2-Hydroxy-1,7-naphthyridine 2024777 2924777 |4.183.561 1665993 |1780.189 |2
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Anexo 11 — Metabdlitos analisados segundo frequéncia nas coletas e area em

mediana em todos 0S grupos

Metabdlito G1 G2 G3 G4
Benzamide P1 P1,P2 | P1,P2 |P1
L-Glutamine P1 P1,P2 |P1,P2 |P1,P2
Phenol P1 P1,P2 |P1,P2 |P1,P2
Indole / derivados de indole P1,P2 | P1,P2 |P1,P2 | P1,P2




