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RESUMO

A maioria dos estudos clinicos de biofluidos na literatura sdo baseados em
plasma/soro e urina, pois sdao mais facilmente obtidos e considerados
representativos do comportamento metabdlico geral. Cada um desses fluidos
tem uma matriz Unica, compreendendo diferentes niveis de proteinas e
metabdlitos. Por isso, é importante otimizar a preparacao de amostras e métodos
analiticos para alcancar uma cobertura abrangente dos analitos presentes
nessas amostras. Nesse contexto, surge a espectrometria de massas ambiente
(AMS), que é uma familia de técnicas de dessorcdo e ionizagdo que
revolucionaram o modo de obter ions na espectrometria de massas. Essas
técnicas compartiiham a capacidade de geracdo de ions na fase gasosa
diretamente a partir de amostras néo tratadas, reduzindo ou praticamente
eliminando a extracdo de analito e a separacao prévia. Substrate Electrospray
lonization sao técnicas de ionizacdo da AMS, que compreendem, por exemplo,
Paper spray ionization (PSI) e Probe electrospray ionization (PESI). Neste
trabalho sdo propostas duas abordagens analiticas em metabolémica clinica
utilizando PSI e, também, o desenvolvimento de um novo Substrate Electrospray
lonization. A primeira abordagem trata-se da utilizagcdo de um papel recoberto
por um polimero molecularmente impresso (MIP) como substrato para o PSI em
analise de metabolitos: dopamina, sarcosina e acido butirico, em urina artificial.
Este novo substrato mostrou-se altamente seletivo para os alvos desejados,
além de minimizar efeitos de supressdo i6nica comum no PSI. Além disso,
obteve-se curvas de calibracdo com R2>0,99 e limites de deteccao (LOD) e
guantificacdo (LOQ) na faixa de ppb. Ademais, obteve-se sucesso ao utilizar
essa técnica para a andlise de dopamina em uma amostra real. Na segunda
abordagem, utilizou-se PSI combinado com uma abordagem quimiométrica
chamada Interval-successive projections algorithm linear discriminant analysis
(ISPA-LDA) para detectar biomarcadores lipidicos do cancer do colo do utero
usando lipidios do plasma sanguineo sem pré-tratamento. Um total de 86
amostras de plasma sanguineo de diferentes mulheres foram coletadas,
incluindo 37 controles cancerigenos e 49 controles saudaveis, onde 8 lipidios
foram encontrados como possiveis biomarcadores com uma preciséo geral de

77%. Os resultados obtidos mostram o potencial da PSI associada a analise
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multivariada como ferramenta complementar para rastreamento ou diagndstico
do cancer do colo do utero. Trata-se da aplicacdo do PSI em amostras de plasma
numa abordagem lipidémica nao-direcionada, com o objetivo de descobrir
biomarcadores do cancer de colo do Utero. A ultima abordagem teve o objetivo
de utilizar o grafite como substrato para o ESI. Foram avaliados o efeito de
voltagem, &ngulo da probe e volume da amostra. Ainda foram avaliados a
capacidade de ionizacdo de diversos analitos, incluindo uma proteina, e
realizados testes de quantificacdo de creatinina em amostras reais de urina. A
técnica ESI grafite foi otimizada e obteve excelente ioniza¢do dos analitos, ndo
apresentando supressédo ionica. Conseguiu-se determinar a quantidade de
creatinina presente nas amostras testadas e todas ficaram dentro dos limites
estabelecidos. Além disso, a técnica foi empregada na andlise de cérebro de
camundongos e atraves dessas analises combinadas com Principal Component
Analysis (PCA) foi possivel diferenciar diferentes regides do cérebro e separar
as amostras em macho e fémea. Com isso, a técnica ESI grafite se mostrou

muito eficiente para ser utilizada em abordagens metabolémicas.

Palavras-chave: Espectrometria de massas ambiente; Paper spray ionization;
Substrate Electrospray lonization, Lipiddmica; Metaboldmica.



ABSTRACT

Most clinical biofluids studies are based on plasma/serum and urine, which are
more free and representative models of general metabolism. Each of these fluids
has a unique matrix, comprising different levels of proteins and metabolites.
Therefore, it is important to optimize sample preparation and analytical methods
to achieve comprehensive coverage of the analytes present in these samples. In
this context, Ambient Mass Spectrometry (AMS) arises, which is a family of
desorption and ionization techniques that have revolutionized the way of
obtaining ions in mass spectrometry. These techniques share the ability to
generate ions in the gas phase directly from untreated samples, reducing or
virtually eliminating analyte extraction and prior separation. Substrate
Electrospray lonization are ionization techniques in AMS, which comprise, for
example, Paper spray ionization (PSI) and Probe electrospray ionization (PESI).
In this study, two analytical approaches are proposed in clinical metabolomics
using PSI and, also, the development of a new Substrate Electrospray lonization.
The first approach is the use of a paper coated by a molecularly printed polymer
(MIP) as a substrate for PSI in metabolite analysis: dopamine, sarcosine and
butyric acid in artificial urine. This new substrate was highly selective for the
desired targets, in addition to minimizing the effects of common ion suppression
on PSI. In addition, calibration curves with R?> 0.99 and limits of detection (LOD)
and quantification (LOQ) in the ppb range were obtained. In addition, success
was obtained when using this technique for the analysis of dopamine in a real
sample. In the second approach, PSI was combined with a chemometric
approach called Interval-successive projections algorithm linear discriminant
analysis (ISPA-LDA) to detect lipid biomarkers of cervical cancer using
unprepared blood plasma lipids. A total of 86 blood plasma samples from different
women were collected, including 37 cancer controls and 49 healthy controls,
where 8 lipids were found as possible biomarkers with an overall precision of
77%. The results show the potential of PSI associated with multivariate analysis
as a complementary tool for the screening or diagnosis of cervical. It is the
application of PSI in plasma samples in a non-targeted lipidic approach, with the
objective of discovering biomarkers of cervical cancer. The final approach was to
use graphite as a substrate for ESI. The effect of voltage, probe angle and sample



volume were evaluated. The ionization capacity of several analytes, including a
protein, has also been evaluated, and creatinine quantification tests have been
performed on real urine samples. The ESI graphite technique was optimized and
obtained excellent ionization of the analytes, not presenting ionic suppression. It
was possible to determine the amount of creatinine present in the samples tested
and all were within the established limits. In addition, the technique was employed
in mouse brain analysis and through these analyzes combined with Principal
Component Analysis (PCA) it was possible to differentiate different regions of the
brain and separate the samples in male and female. With this, the graphite ESI
technique proved very efficient to be used in metabolomic approaches.

Keywords: Ambient mass spectrometry; Paper spray ionization; Substrate

Electrospray lonization, Lipidomics; Metabolomics.
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1 INTRODU(;AO GERAL E OBJETIVOS
1.1 Introducéo geral
1.1.1 Metabolémica

As ciéncias dmicas buscam o entendimento do funcionamento celular dos
organismos e suas alteracdes bioldgicas. Fazem parte deste conjunto de
ciéncias, a genOdmica (estudo da alteragéo dos genes), a transcriptbmica (estudo
das alteracbes dos transcritos), a protedmica (estudo das alteracbes das
proteinas) e a metabolémica (estudo das alteracées dos metabalitos). (CANUTO
et al., 2018)

Metabolémica € um termo recente, introduzido nos anos 2.000 por Dr.
Oliver Fiehn e colaboradores. (FIEHN et al., 2000) E, provavelmente, a mais
promissora area “6mica”, pois ela se aproxima do ponto final da “cascata dmica”
(Figura 1.1), fornecendo uma viséo abrangente dos processos bioldgicos e vias

metabdlicas, portanto o metaboloma € o mais preditivo do fendtipo.

A cascata “Omica”

O que pode acontecer GENOMA
O que parece estar TRANSCRIPTOMA
acontecendo

2

O que faz acontecer PROTEOMA
O q,ue aconteceu e METABOLOMA
esta acontecendo

Fenotipo

Figura 1.1. A cascata "Omica" compreende conjuntos de dados complexos que, como
uma entidade, descrevem de forma abrangente a resposta de sistemas biolégicos a
perturbacbes de doengas, genéticas e ambientais. FONTE: Adaptada de Dettmer;
Aronov; Hammock, (2007).



O objetivo geral da metabolémica é determinar os padrdes de metabolitos
de massa molecular baixa, tipicamente menores que 1500 Da, através da analise
gualitativa e quantitativa, e correlaciona-los com o status fisiologico/bioquimico
do organismo sob investigacdo em um momento especifico e sob influéncia
especifica (por exemplo, o0 estado de crescimento, doenga ou status dietético
etc.) e outras questdes relacionadas aos fen6menos e mecanismos da vida.
(GIKA, 2018; PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; YULIANA et al., 2011)

Os metabdlitos sdo compostos presentes em amostras biologicas
(células, tecidos e fluidos). Sdo quimicamente heterogéneos no que diz respeito
as suas propriedades fisicas (isto é, polaridade, solubilidade, volatilidade etc.).
Essas pequenas moléculas incluem compostos como acgucares, carboidratos,
compostos fosforilados, acidos organicos, aminoacidos, acidos graxos, lipidios,
peptideos, (metabolitos enddégenos) vitaminas, minerais, aditivos alimentares,
drogas, toxinas, poluentes e praticamente qualquer outro produto quimico (de
baixo peso molecular) que ingerem, metabolizam, catabolizam ou entram em

contato (metabolitos exdgenos). (AU, 2018)

Os conceitos da metaboldmica tém sido utilizados em diversas areas, tais
como ambiental, (ALIFERIS; CHRYSAYI-TOKOUSBALIDES, 2011; ALIFERIS;
JABAJI, 2011; SIMPSON; MCKELVIE, 2009) esporte,(HEANEY; DEIGHTON;
SUZUKI, 2017; VAN HALL, 2015; WEINBERGER et al, 2011)
nutricdo,(FERGUSON et al., 2013; SCALBERT et al., 2014; WISHART, 2008)
microbiologia,(BAUERFEIND et al., 2016; STEFANOVIC; FITZGERALD;
MCAULIFFE, 2017, WARNER, 2015) parasitologia,(BALOUZ; AGUERO;
BUSCAGLIA, 2016; KIP et al., 2015; KRUNGKRAI; KRUNGKRAI, 2016) plantas,
(DIAS et al., 2013; PARK; SEO; HEGEMAN, 2014; TIAN; LAM; SHUI, 2016)
toxicologia forense, (DONALDSON; LAMONT, 2014; HAZARIKA; RUSSELL,
2012; OBERACHER; ARNHARD, 2015), além da area clinica, que é o tema

dessa tese.



1.1.1.1 Metaboldmica clinica

Estratégias baseadas em metabolémica nos estudos clinicos modernos
estdo permitindo uma melhor compreensédo das condicdes fisiopatologicas e
mecanismos de doenca, bem como fornecendo ferramentas inovadoras para
novas abordagens diagndsticas e prognosticas. (TOLSTIKOV et al., 2017) Por
esta razdo, a metabolémica clinica estd ganhando reconhecimento como uma

ferramenta essencial na medicina.

Um dos objetivos da medicina é projetar estratégias de prevencao de
doencas e cuidados clinicos levando em conta a variabilidade individual no
ambiente, estilo de vida, genética e feno6tipo molecular. As impressées digitais
metabdlicas alteradas, que sdo Unicas para cada individuo, oferecem novos
caminhos para entender melhor a biologia dos sistemas, detectar ou identificar
riscos potenciais para varias doencas e, finalmente, ajudar a alcancar o objetivo
de "medicina personalizada”. (CLISH, 2015; HOLMES; WILSON; NICHOLSON,
2008; REYES-GARCES; GIONFRIDDO, 2019) Além disso, o fato de a
metabolémica fazer uso de uma variedade de amostras biolégicas facilmente
acessiveis, como sangue, urina, suor, etc., € um aspecto favoravel para reduzir
custos e tempo de analise, facilitando a aplicacdo em um grande nimero de
amostras. (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2018)

De fato, mudancas mensuraveis nos niveis de metabdlitos ocorrem em
resposta tanto a doencas complexas como a desordens menores, e em contraste
com o0 genoma, essas mudancas podem exibir especificidade de tecidos e
dindmica temporal. (CLISH, 2015) H& décadas tem-se utilizado a analise de
alguns metabdlitos para diagnosticar doengas e causar impacto nos cuidados
clinicos, por exemplo, o desenvolvimento de tiras de teste de glicose na década
de 1950 para testar diabetes (MIDDLETON; W. J. GRIFFITHS, 1957) ou medir
fenilalanina em recém-nascidos para rastrear fenilcetonuria (GUTHRIE; SUSI,
1963). E a cada ano os numeros de estudos relacionados a metabolémica clinica

apresentam um crescimento acelerado (Figura 1.2).
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2002. FONTE: “Web of Science ‘metabolimics’ ‘clinical’. Analise de resultados”

Em termos gerais, as investigacées metaboldmicas focadas em doencas

humanas podem ser agrupadas em trés categorias:

(i) Um grande grupo de investigacdes esta focado na compreenséao da base
molecular da patogénese de doencas e na identificacdo de vias metabdlicas
alteradas. Por exemplo, identificacdo de alteragcdes no metabolismo causadas
pela doenca de Alzheimer (EDWARD et al., 2019) e de doencas renais.
(CANADAS-GARRE et al., 2018)

(i) O segundo grupo esta focado na identificacdo de biomarcadores de
metabdlitos para diagnosticar doencas com a mais alta possivel sensibilidade e
especificidade.

(iii) O terceiro grupo de investigacGes descreve oportunidades de translacao
e aplicagbes em metabolomica. (GOWDA; RAFTERY, 2013)

Esse trabalho abordara o segundo grupo, que foca na identificacdo e analise
de biomarcadores — metabdlitos caracteristicos de casos clinicos particulares —
gue visam auxiliar diagnosticos, prover diretrizes terapéuticas e avaliar a
resposta a terapia de doencas especificas. (CANUTO et al., 2018; KADDURAH-
DAOUK; KRISTAL; WEINSHILBOUM, 2008)

Em 2001, o National Institutes of Health definiu o termo biomarcador como

"uma caracteristica objetivamente medida e avaliada como um indicador de



processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas
farmacoldgicas a uma intervencéao terapéutica". (PARIKH; VASAN, 2007)

Segundo Luque de Castro e Priego-Capote (2018) os biomarcadores podem

ser definidos da seguinte maneira:

(a) Biomarcadores caracteristicos, que consistem em componentes
biolégicos mensuraveis (por exemplo, um metabdlito ou mais comumente
um painel de metabdlitos) que podem ser analisados como um
biomarcador candidato.

(b) Biomarcadores como tais ou caracteristicas indicativas de estados de
doenca, respostas a tratamentos terapéuticos ou outros estados
bioldgicos relevantes.

(c) Bioassinaturas ou coleta de caracteristicas, que juntas definem
determinados biomarcadores.

(d) Biomarcadores de risco que identificam pacientes com probabilidade de
desenvolver determinadas doencas.

(e) Biomarcadores diagnosticos, para detec¢do do estado inicial da doenca,
classificagdo nos subtipos de doenca ou caracterizacao da resposta ao
tratamento.

() Biomarcadores prognosticos, para previsdo da progressdo da doenca,
predicdo de recorréncia da doenca ou identificacdo de pacientes com

probabilidade de responder a um tratamento.

O uso de biomarcadores é importante para direcionar a intervencao
terapéutica em termos de quais intervencdes dietéticas e de estilo de vida sdo
necessarias, ou se 0s medicamentos sdo apropriados ou se a cirurgia €
necessaria. (TRIVEDI; HOLLYWOOD; GOODACRE, 2017)

Embora ja existam diversos biomarcadores valiosos utilizados na pratica
clinica para diagnosticar doengas, como os dos exemplos da Tabela 1.1, ha
muitos outros biomarcadores esperando para serem descoberto e esta € uma
area muito ativa de pesquisa em metaboldomica. Nesse sentido, tem sido
estudada diversas doencas ou desordens que apresentem metabolitos

biomarcadores, como pode ser observado na Tabela 1.2.



Tabela 1.1. Lista de alguns biomarcadores utilizados na prética clinica e sua relevancia

clinica, bem como a matriz biolégica investigada e a técnica analitica utilizada.

Biomarcador  Relevancia clinica Matriz bioldgica Técnica analitica
Glicose Diabetes Urina/soro Fotométrico
LDL Colesterol Risco cardiovascular Soro Colorimétrico
Ureia Insuficiencia renal Urina uv
Acidos biliares Insuficiencia hepatica Urina/soro Enzimatico/LC-MS
Acido citrico  Doengas metabdlicas Plasma/soro Enzimatico
Cortisol Insuficiéncia adrenal Plasma/soro/urina/saliva LC-MS
Histamina Alergias Urina/plasma Ensaio imunoenzimético
Desordem no
Piruvato metabolismo Liquido cefalorraquidiano Espectrofotometria
mitocondrial
Lactato Acidose lactica Liquido cefalorraquidiano Fotométrico
Frutosamina Controle glicémico Soro Colorimeétrico

FONTE: Adaptada de Trivedi; Hollywood; Goodacre, (2017)

Tabela 1.2. Algumas novas bioassinaturas potenciais descobertos nos ultimos 3 anos.

Doenca/desordem Biomarcador Publicacdo
. . (PENA-BAUTISTA et
Alzheimer Colina al., 2019)
Autismo Aminoacidos (SMITH et al., 2019)
Valina, triptofano, glutamato, alguns
Esquizofrenia lipidios, vitaminas B6, D e E, entre (AN SEEl,
2018)
outros.
Acido 2-isopropilmalico, acido
Asma ascorbico, Glutationa, Pirofosfato, (CHECKLEY et al.,
acido maleico, Hipoxantina, 2016)

Metilnicotinamida, entre outros.
Valina, Cisteina, Leucina, Alanina,
Betaina, Serina, entre outros.

acido d-pantoténico, acido palmitico,
Cancer de laringe  &cido miristico, oleamida, esfinganina  (CHEN et al., 2019)
e fitoesfingosina

Taurina, asparagina, betaina,
xantina, acetilglicina, entre outros.
cadeias longas de ceramidas e
esfingomielinas.

Céancer de pulméo (TANG et al., 2019)

Céncer de mama (JASBI et al., 2019)

Cancer de ovario (KOZAR et al., 2018)

Céancer pancreatico Histidina, inositol, xylitol, entre outros. (HIRQ‘J'lA?)et s
Asparagina, acido aspartico,
Psoriase isoleucina, fenilalanina, ornitina, (KANG et al., 2017)

prolina, &cido lactico e ureia
Acido valérico, fenilalanina, carnitina,

Mal de Parkinson
entre outros.

(ZHAO et al., 2018)

(ZHANG et al.,

Céancer de esbfago Acido oleico, uracil, inosina e colina. 2017a)




1.1.1.2 Lipidémica

A lipidébmica é um subcampo da metabolémica e foi apresentado pela
primeira vez por Han e Gross (HAN; GROSS, 2003). A lipiddomica tem sido
definida como “a completa caracterizagao de espécies moleculares lipidicas e de
seus papéis bioldgicos no que diz respeito a expresséo de proteinas envolvidas
no metabolismo e fungao lipidica, incluindo a regulagéo génica” (ZHAO; CHENG;
LIN, 2014)

Os lipidios sdo componentes cruciais das membranas celulares e das
particulas lipidicas, como as lipoproteinas. Eles desempenham muitos papéis
essenciais nas fungdes celulares, incluindo barreiras celulares, matrizes de
membrana, sinalizacdo e depdsitos de energia. Os lipidios celulares séo
altamente complexos; isto €, existem dezenas a centenas de milhares de
espécies moleculares. Os lipidios celulares também sdo altamente dindmicos;

isto é, eles estdo mudando constantemente com condi¢des fisioldgicas,
patolégicas e ambientais. (YANG; HAN, 2016)

Os lipidios sao divididos em oito diferentes categorias, incluindo acidos
graxos, glicerolipidios, glicerofosfolipidios, esfingolipidios, sacarolipideos,
policetideos, esterol lipidios e prenol lipidios. Cada categoria pode ser ainda

subdividida em classes, subclasses e classes de quarto nivel. (AU, 2018)

Historicamente, os lipidios sdo definidos pela solubilidade em solventes
nao polares, ou pela presenca de longas cadeias de hidrocarbonetos; no entanto,
nem todos os lipidios satisfazem ambas as definicbes. Recentemente,
pesquisadores tentaram refinar essa definicho. Um novo sistema de
nomenclatura foi proposto para lipidios baseado na biossintese lipidica, ou seja,
“‘pequenas moléculas hidrofébicas ou anfipaticas que podem originar-se total ou
parcialmente por condensacoes de tioésteres a base de carbanions e/ou por
condensacdo de unidades de isopreno baseada em carbocation”. (ZHAO,;
CHENG; LIN, 2014)

Nos ultimos anos, a lipiddmica emergiu como um novo campo na biologia
de sistemas e aumentou o interesse no diagndéstico de doencas e descoberta de

biomarcadores (obesidade, diabetes, doenca de Alzheimer, cancer de pancreas
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etc.), descoberta e desenvolvimento farmacéutico, pesquisa em alimentos e
nutricdo humana. Essa poderosa abordagem pode revelar caracteristicas
metabdlicas Unicas de eventos normais, patolégicos ou especificos do
tratamento. (ZHAO; VAZIRI; LIN, 2015)

1.1.1.3 Abordagem direcionada e ndo direcionada

As estratégias para realizar andlises metabolémicas sdo classificadas
como abordagem “direcionada” e "néo direcionada”. Abordagens direcionadas
lidam com a medicdo, deteccdo e quantificacdo de um conjunto definido de
metabdlitos conhecidos que podem pertencer a uma ou mais vias bioquimicas.
(GRIFFITHS et al., 2010) A principal desvantagem das abordagens direcionadas
€ a cobertura limitada do metaboloma, o que aumenta o risco de negligenciar a

resposta metabolémica de interesse.

Por outro lado, a abordagem ndo direcionada é uma abordagem
abrangente que tenta caracterizar todos os metabdlitos detectaveis em um
sistema biolégico. E uma ferramenta exploratéria capaz de fornecer informacées
guimicas extensivas para descoberta e estudos geradores de hip6teses sobre
processos bioquimicos; isso permite a caracterizacao de alteracfes através de
multiplas vias e oferece o potencial para determinar novos biomarcadores. No
entanto, esta abordagem nunca € realmente imparcial, uma vez que 0s
pesquisadores devem selecionar o0 modo de ionizacdo que pode melhorar a
deteccdo de algumas substancias e reduzir a deteccdo de outras. O efeito
desses parametros instrumentais na cobertura analitica € pouco relatado na
literatura. (JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016; PATTI; YANES;
SIUZDAK, 2012; RIBBENSTEDT; ZIARRUSTA; BENSKIN, 2018)

A Figura 1.3 ilustra o fluxo de trabalho que deve ser seguido nas analises
com abordagem direcionada e ndo direcionada. Para ambas as abordagens
pode ser necessario consultar bancos de dados metabolémicos online que
possuem informacdes sobre m/z, estruturas, entre outras. As bases de dados
utilizados nesse trabalho foram HMDB (Human Metabolome Database)
(WISHART et al., 2018) e LIPID MAPS®.



Abordagem direcionada S
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Selegaode Coleta e preparo Andlise Processamento Andlise Interpretacio
metabolitos de amostra instrumental dosdados estatistica biologica

SO ——

Abordagem n&o direcionada

Coletae preparo Andlise Processamento Andlise Identificagdo Interpretagao
deamostra instrumental dosdados estatistica dos metabdlitos biolégica

Figura 1.3. Esquema demonstrativo do fluxo de trabalho nas analises metabolémicas
com abordagem direcionada e ndo direcionada. FONTE: Adaptada de Canuto et al.,
(2018)

1.1.1.3.1 Analise computacional

Estudos ndo direcionados requerem o uso de ferramentas estatisticas
multivariadas capazes de lidar com dados de alta dimensionalidade, com
usualmente mais variaveis (caracteristicas do metabolito) do que quantidade de
amostras. Essas ferramentas tém por finalidade a identificacdo, caracterizacéo
e avaliacdo de diferencas e similaridades entre grupos de amostras e/ou
variaveis em diferentes conjuntos de dados, sobretudo os espectrométricos. A
Figura 1.4 apresenta como é montada a matriz para o tratamento dos dados
com o proposito de facilitar o entendimento da manipulacdo das medidas

espectrométricas.

500| . | ] |836| . | o |952 <100
" 2
@ g
2 <
g Matriz de dados 3
<C =t
X <
e
B 0 did add
l < 100 1000

Variaveis —— m/z

Figura 1.4. Disposicéo da matriz de dados espectromeétricos.
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As ferramentas estatisticas podem ser divididas em ndo-supervisionadas
e supervisionadas. Neste trabalho, utilizou-se uma técnica nédo-supervisionada,
a Principal Component Analysis (PCA), e duas técnicas supervisionada
combinadas, o Successive Projections Algorithm (SPA) e Linear discriminant
analysis (LDA), formando SPA-LDA.

A PCA é uma técnica de analise multivariada ndo supervisionada
amplamente utilizada em estudos bioldgicos. Essa técnica € usada para reduzir
a dimensionalidade dos dados da amostra e gerar uma nova visualizacdo. A
reducdo de dimensionalidade ocorre através de uma transformacao linear das
variaveis originais, gerando variaveis ortogonais chamadas componentes
principais (PC). O primeiro componente principal tem uma maior capacidade de
explicar a variancia observada nos dados do que o segundo PC, que por sua vez
tem uma explicagcdo maior dos dados do que o terceiro PC, e assim por diante.
Desta forma, € possivel escolher o menor nimero de componentes principais
com a maior variancia explicada, para que a dimensionalidade possa ser
reduzida com a certeza de que informacdes importantes das amostras ndo serao
perdidas. A PCA permite a visualizacdo do conjunto de dados em tamanho
reduzido, onde a segregacao entre as classes pode ser revelada. (SANTOS et
al., 2017)

O SPA é uma técnica de selecao de variaveis progressivas. Isso significa
gue ele comeca com uma variavel (comprimento de onda ou m/z, por exemplo)
e adiciona novas variaveis em cada interacdo até que um numero ideal seja
selecionado. Essa técnica utiliza a minimizacdo de multicolinearidade como
critério para selecdo de variaveis. Para isso, cada variavel, representando um
vetor durante o SPA, tem uma projecdo em um subespaco ortogonal, como
mostra a Figura 1.5. As variaveis com as maiores projecdes (multicolinearidade
minima) s&o, onde o resultado da interac&o é o vetor selecionado x1. (ARAUJO
et al., 2001)
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X, A‘3 -—— \etor de partida

Maior
projecao
Figura 1.5. llustragéo visual das proje¢cfes envolvidas no SPA. FONTE: Adaptada de
Aradjo et al., (2001)

A LDA é uma técnica de classificacdo supervisionada amplamente
utilizada para discriminacédo de classe. Ele maximiza a variacdo entre classes
sobre a variagao dentro da classe, a fim de criar um limite de decisao linear entre
eles. Além disso, a LDA tem seu funcionamento aprimorado quando associado
a outros algoritmos de reducao de dimensionalidade, como SPA. (KELLY et al.,
2011)

1.1.1.4 Plataformas analiticas em metaboldmica

Como jéa foi visto, 0 metaboloma humano néo é ditado apenas por nossos
genes. O nosso ambiente (0 que comemos, respiramos, bebemos) e a nossa
microflora (as bactérias que vivem no nosso trato intestinal) contribuem para o
metaboloma. O metaboloma humano é composto de pelo menos 5.000
metabolitos endogenos e até 40.000 metabolitos exdgenos. (GREGORIO;
NUNZIO; BELLA, 2012; WISHART et al., 2013) A Figura 1.6 ilustra a
complexidade quimica da metabolémica em comparagdo com as outras areas

Omicas.
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Figura 1.6. Complexidade quimica das diferentes 6micas. FONTE: Adaptada de
WISHART, (2011)

A diversidade de substéncias quimicas provenientes das mais variadas
fontes presentes no metaboloma humano dificulta sua caracterizagéo e faz com

gue o perfil metabolémico global seja um desafio analitico.

As plataformas analiticas mais utilizadas em metabolémica sao
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS, do
inglés Mass Spectrometry). A MS permite a analise rapida de metabdlitos e,
devido a sua sensibilidade, fornece uma ampla cobertura do metaboloma.
(DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007; HAN et al., 2009)

1.1.2 Espectrometria de massas

A MS é uma técnica analitica emergente nos campos das “ciéncias
Omicas”, incluindo metabolémica, protedbmica e lipiddomica. A aplicacdo dessa
técnica na area clinica vem atraindo crescente interesse. Entre os motivos desta
tendéncia, estdo o fato de que MS é uma ferramenta versétil na analise de
misturas complexas, em abordagens direcionadas e nao direcionadas,
permitindo a identificagédo de milhares de compostos biologicamente ativos e sua
guantificacdo em niveis traco em varias matrizes. E, também, o fato de seu
desempenho analitico ser conhecido pela sua incomparavel especificidade.
(LEHMANN et al., 2017; NAMIE et al., 2018)
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A MS permite discriminar ions de acordo com a massa-sobre-carga (m/z)
de cada espécie analisada, fornecendo informacdes estruturais do analito,
enquanto o MS em tandem (MS/MS) pode fornecer informacgdes valiosas para a
elucidacdo ou confirmacédo da estrutura. Desde os primeiros estudos de J. J.
Thomson com medidas de massa dos elétrons, a MS vem sendo desenvolvida e
aprimorada para possibilitar a analise de misturas complexas e analitos em
niveis de tracos. (HOFFMANN; STROOBANT, 2007)

Basicamente, o espectrometro de massas possui cinco componentes
principais: unidade de INTRODUCAO DE AMOSTRA; FONTE DE IONIZACAO,
onde as moléculas da amostra sdo convertidas em ions na fase gasosa; os ions
sdo acelerados por um campo eletromagnético e alcancam o ANALISADOR DE
MASSAS, onde ha separacdo dos ions de acordo com as respectivas m/z; via
campo elétrico ou magnético, os ions sdo contados no DETECTOR que converte
0s ions em sinais elétricos e o SISTEMA DE DADOS registra o sinal, fornecendo
0 espectro de massas, (HOFFMANN; STROOBANT, 2013) como apresenta a
Figura 1.7.

Discriminagéo Deteccéo
dos ions dos ions

BEEEN  —— | |Analisadofl —— Detector| |— | Sistemade
ionizacao dados

] o

Introducéo
da amostra Espectro de massas

1 Rl |' I

Figura 1.7. Principais componentes do espectrdmetro de massas.

O foco deste trabalho sera a fonte de ionizacdo. A fonte de ionizacéo
desempenha um papel muito importante na MS e esta intimamente ligada ao
progresso da técnica, pois para lidar com tamanha variedade de &atomos,
moléculas, matrizes e misturas, a MS precisa promover uma ionizac¢ao eficiente
para gerar ions caracteristicos de cada molécula. Entretanto, nenhum método

de ionizacdo universal € capaz de ionizar todos os compostos em matrizes
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diferentes. Um método adequado precisa ser usado para compostos especificos
porque cada método tem suas vantagens para determinados grupos funcionais
organicos e estruturas quimicas. (ALBERICI et al., 2010; DA SILVA et al., 2019)

1.1.2.1 Fontes de ionizacao

As fontes de ionizag&o electron ionization (El) e chemical ionization (ClI)
foram as primeiras a serem utilizadas nas analises por MS. Tais técnicas operam
sob condicbes de alto vacuo e exigem que a amostra seja primeiramente
volatilizada e depois ionizada. (OUYANG; ZHANG, 2010) Portanto, as duas
técnicas sdo limitadas a moléculas volateis, de baixa massa molecular e

termicamente estaveis.

O desenvolvimento de algumas fontes de ionizacdo por dessorcao
tornaram possivel a ionizacdo de compostos ndo volateis, como por exemplo
secondary-ion mass spectrometry (SIMS), fast atom bombardment (FAB), e
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). (COOKS et al., 2006; PAVIA
et al., 2009) Além de possibilitar analise de peptideos e proteinas, técnicas como
MALDI e SIMS tornaram-se os pilares de técnicas de ionizacdo que acessam
informacdo composicional diretamente da superficie da amostra. (BERKEL;
PASILIS; OVCHINNIKOVA, 2008)

Apesar de bem estabelecidas, as técnicas de ionizacdo que operam sob
condi¢cBes de vacuo podem tornar laboriosa a forma de introducdo de amostras,
exigindo maior preparo. (BERKEL; PASILIS; OVCHINNIKOVA, 2008; COOKS et
al., 2006) Dessa forma, o surgimento de técnicas de ionizacdo a pressao
atmosférica (API), tais como, electrospray ionization (ESI), atmospheric-pressure
chemical ionization (APCI) e atmospheric-pressure photoionization (APPI)
causaram uma revolucdo na espectrometria de massas, possibilitando que os
ions sejam gerados de forma mais branda e por estratégias que nédo necessitam
de alto vacuo. (ALBERICI et al., 2010)

1.1.2.1.1 ESI - Electrospray ionization

O ESI é uma fonte de ionizacéo importante em laboratorios clinicos, pois

ela fornece uma ferramenta sensivel, robusta e confiavel para estudar amostras
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ndo-volateis e biomoléculas termicamente labeis que ndo séo passiveis de
analise por outras técnicas convencionais. (HO et al., 2003) Essa fonte foi
desenvolvida por John Fenn e colaborador em 1984 (YAMASHITA; FENN, 1984)
e ficou mais conhecida em 1989 apds a utilizacdo em ionizacdes de biomoléculas
grandes, (FENN et al., 1989) trabalho que rendeu o prémio Nobel a John Fenn
em 2002. ESI é considerada uma fonte de ionizacao suave, no sentido de que
uma quantidade muito pequena de energia residual € retida pelo analito e,
geralmente, ndo ocorre fragmentacao apés a ionizacdo. Nao apenas isso, mas
também interacbes nado-covalentes muito fracas s@o preservadas na fase
gasosa. (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012)

A principal caracteristica do ESI que o diferencia das outras técnicas de
ionizacdo APl é que as espécies sao ionizadas ainda em solucdo, devido a
alterac&o de pH do meio. ions negativos sdo formados em pH levemente alcalino
devido a remocao de um préton de uma molécula (M) que contenha um sitio
acido, formando um ion [M-H] ou em pH levemente acido, gerando ions [M+H]*
a partir da protonacdo de moléculas com sitios basicos. A solucdo iénica é
forcada a passar por um fino capilar metalico sob pressdo atmosférica. Uma alta
tensdo € aplicada (= 4,0 kV) sob o capilar e um contra eletrodo € mantido com
potencial elétrico menor induzindo a formacéo de um forte campo elétrico entre
este e o capilar, quando a amostra chega ao final do capilar, é formado um cone
com acumulo de carga na saida (conhecido como cone de Taylor), um gas
injetado coaxialmente auxilia na formacéo do spray. O contra-ion gerado durante
a ionizacdo € oxidado (ou reduzido), e formam-se goticulas carregadas.
Portanto, o ESI é um método de dessorcdo de ions em solucdo para a fase
gasosa. (KEBARLE; VERKERK, 2009) A Figura 1.8 ilustra a ionizagéo pela fonte
ESI.

Existem duas propostas para explicar a liberacdo de ions a partir das
goticulas carregadas: o modelo de cargas residuais (CRM, do inglés charged
residue model,) e o modelo de evaporacdo dos ions (IEM, do inglés ion
evaporation model,). De acordo com a teoria do IEM, as cargas de mesmo sinal
se aproximam fazendo com que as gotas se dividam. Este fenbmeno ocorre até
a evaporacao total do solvente e € conhecido como explosdo Coulémbica. O
modelo de CRM descreve que goticulas carregadas saem da ponta do capilar e
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a medida que o solvente vai evaporando, o tamanho das gotas vai reduzindo.
Isto faz com que a densidade das cargas aumente tornando a repulséo entre as
elas maior que a tensdo superficial. Este efeito faz com que as gotas se
desintegrem em goticulas ainda menores. Este processo € repetido até que o
solvente seja evaporado por completo, restando apenas os ions da amostra.
(AWAD; KHAMIS; EL-ANEED, 2015; KONERMANN et al., 2013)

0,1 % NH.OH

Cone de Gas de
o Taylor dessolvatacio - N,
Gas de
nebulizacdo — N,

ESI (-
P Entrada do
4’4, Spray > ", Ll analisador
7
: P “0 ...+
ou P © ” %
‘.' 0.. ’
* Iy s
;Z“\ .o c\
& 5 .,
o Dessolvatagao das L
S gotas .,
Capilar = 4.00 kV i 5
0.1 % HCOOH S .
" 4 Ny Capllar + 1.00 kV
(%) oL
® & .
RO 4
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Carga Evaporagao
Residual dos fons

Figura 1.8. Esquema representativo da ionizacdo por ESI. FONTE: Adaptada de
Nanotechnology, (2013)

Porém, mesmo com estes avancos que a técnica ESI representou, ela

pode apresentar algumas limitagcdes, tais como:

i) o0s analitos devem obrigatoriamente possuir caracteristicas acidas ou
bésicas;

i) devem ser solUveis nos sistemas de solventes utilizados, tais como
metanol, acetonitrila e agua;

iii) o capilar ESI requer um tempo de lavagem para evitar a contaminacao
de uma amostra anterior. Além disso, o uso de um pequeno capilar
carrega o risco de entupimento; (HONG et al., 1999; LEE et al., 2009)
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iv) a técnica € suscetivel a supresséo i6nica, que ocorre quando o sinal
ibnico de uma determinada molécula suprime a ionizacdo de outras
moléculas de interesse. Os principais fatores que causam supressao
ibnica séo:

a. materiais ndo volateis (por exemplo, sais, agentes de
derivatizacéo, compostos enddgenos,
farmacos/metabolitos) alteram a eficiéncia da formacéo de
goticulas ou da evaporacao de goticulas, que por sua vez
afeta a quantidade de ion carregado na fase gasosa que
atinge finalmente o detector;

b. A m/z de analitos individuais também séo fatores para
tornar um composto um candidato a supresséo de ions ou
fazer um composto uma fonte de supressao de ions para
outro. Foi demonstrado que as moléculas com maior massa
suprimirdo o sinal de moléculas menores;

c. analitos mais polares sdo mais suscetiveis a supressao.
(ANNESLEY, 2003)

As técnicas APl aumentaram a aplicabilidade da espectrometria de
massas, no entanto, ainda sdo necessarias etapas de pré-tratamento da
amostra, tais como, a extracdo do analito a partir de sua matriz, o preparo de
solugcdes em solventes ultrapuros com pH e teores de sais controlados, etapas
de extracao, separacao e derivatizacdo. (ALBERICI et al., 2010)

Todos os problemas relacionados as técnicas de ionizacdo mencionados
acima foram estimulos para a criacdo de fontes de ionizagdo mais versateis.
Dessa forma, surgiram as fontes de ionizacdo ambiente, que constituiram uma
segunda revolugcéo na espectrometria de massas ao permitir a ionizacao direta
de analitos em amostras brutas em seu estado nativo, livre de preparacdo de
amostras, para que o processo de andlise possa ser realizado em tempo real e

possivelmente por usuarios nao especialistas. (ZHANG et al., 2017c)
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1.1.2.2 Espectrometria de massas ambiente

O termo espectrometria de massas ambiente (AMS, do inglés Ambient
Mass Spectrometry) foi introduzido em 2006 por Cooks e colaboradores.
(COOKS et al.,, 2006) A AMS é constituida por um conjunto de técnicas de
ionizacdo que permite a andlise de compostos diretamente de seus ambientes
naturais utilizando o minimo ou nenhum preparo de amostras. (HUANG et al., 2010)

As técnicas de ionizacdo ambiente seguem 3 principios:

i) os ions sdo gerados e mantidos sob pressdo atmosférica antes de

serem introduzidos no espectrémetro de massas;

ii) as amostras ndo requerem nenhum pré-tratamento, ou minima

preparacao;

iii) os analitos sdo diretamente dessorvidos/ionizados a partir da
superficie da amostra. (HSU; DORRESTEIN, 2015)

Avancgos na AMS tiveram um impacto significativo na metabolémica pois
permitiram a ionizacdo suave e direta de metabdlitos, amostragem de superficie
e andlise in situ em tempo real no ambiente, com pouco ou nenhum preparo de
amostra. (CLENDINEN; MONGE; FERNANDEZ, 2017)

Embora o termo AMS tenha sido apresentado em 2006, a primeira fonte
de ionizacdo ambiente foi desenvolvida em 2004 pelo grupo do Dr. R. Graham
Cooks conhecida como desorption electrospray ionization (DESI). (TAKATS et
al., 2004) Logo em seguida, no de 2005, foi desenvolvida a técnica direct analysis
in real time (DART). (CODY; LARAMEE; DURST, 2005) Segundo VENTER;
NEFLIU; GRAHAM COOKS, (2008), pelo menos 15 novos métodos de AMS
foram reportados nos trés primeiros anos (2004 a 2007) ap6s o desenvolvimento
da DESI, por exemplo, desorption sonic spray ionization (DeSSl), laser ablation
electrospray ionization (LAESI), desorption atmospheric pressure photoionization
(DAPPI), entre outras.

O desenvolvimento das técnicas empregadas na espectrometria de massas
ambiente se deu com base no grande conhecimento acumulado dos métodos

classicos de ionizacdo (ALBERICI et al., 2010). Dessa forma, a maior parte das
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técnicas ambientes tem principios de ionizacdo analogos aos mecanismos
apresentados nas fontes de ions ja existentes, tais como, ESI, APPI ou Cl. (MONGE

et al., 2013) Como mostra a Figura 1.9.

ASAP (parci)

Figura 1.9. “A arvore da ionizagao” da MS demonstrando as técnicas (marrom) a partir
das quais algumas técnicas de AMS (verde) foram desenvolvidas. FONTE: Adaptada
de Alberici et al., (2010)

ESI é uma das técnicas de ionizacdo mais comumente adaptadas no
desenvolvimento de fontes de ionizacdo ambientes, uma vez que seu
mecanismo de ionizacdo permite a extracdo ou dessorcdo de moléculas da
superficie da amostra. As técnicas AMS que utilizam o mecanismo de ionizacao
da ESI sao frequentemente divididas em trés categorias distintas: spray-based
extraction, direct liquid extraction e substrate electrospray. (FEIDER et al., 2019;
LASKIN; LANEKOFF, 2016) Neste trabalho sera abordado apenas a categoria

do substrate electrospray.
1.1.2.2.1 Substrate Electrospray lonization

Nos ultimos anos, foram realizados extensos esforcos de pesquisa para
ampliar a gama de aplicagbes do ESI e, também, para superar as limitagdes
inerentes de ESI, ja citadas anteriormente. Com isso, houve o desenvolvimento
de Substrate Electrospray lonization (ESI com substrato solido). As técnicas ESI
com substrato sélido foram desenvolvidas com sucesso pela substituicdo do
capilar do ESI por varios outros substratos sélidos, incluindo metal, papel, ponta
de madeira e materiais biolégicos. (HUANG et al., 2018) (Figura 1.10)
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Figura 1.10. Esquema representativo do Substrate Electrospray lonization. FONTE:
Adaptada de Venter et al., (2013)

Ao aplicar uma alta tensdo ao substrato sélido, goticulas carregadas
contendo ions de analitos s&o produzidas, iniciando uma electrospray deles. ions
de analitos também podem ser gerados diretamente a partir de tecidos biologicos
sélidos pela aplicacdo de tensédo ionizante no substrato, ap6s a amostragem, e,
se necessario, adicdo de solventes de pulverizacéo. As funcdes do substrato sao
(i) manter a solucdo da amostra e (ii) conduzir a alta tensédo para formar o
electrospray. Como 0 uso de capilar ndo esta envolvido, a amostragem com
estas técnicas é livre de obstrucdo. A separacdo de componentes na amostra
também é possivel quando sdo aplicados como substratos materiais com
propriedades de separacao, por exemplo, materiais a base de celulose e meios
cromatograficos. (HUANG et al., 2011; SO; HU; YAO, 2014)

Os métodos de ESI com substrato solido oferecem baixo consumo de
amostra e eficiéncia de ionizacdo a partir de pequenos volumes de amostra.
Portanto, esses métodos sdo especialmente adequados para a analise de
amostras biolégicas complexas, como urina, fluido oral e plasma sanguineo.
Além disso, as técnicas ESI com substrato solido envolvem tipicamente
procedimento de amostragem rapida, configuracdo instrumental simples e uso
de materiais de baixo custo, permitindo uma andlise acessivel e eficaz por
espectrometria de massas. (SO; HU; YAO, 2014; VENTER et al., 2013)
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Existem diversos métodos de ESI com substrato, como pode ser
observado na Tabela 1.3, que apresenta algumas técnicas baseadas em
Substrate Electrospray lonization reportados na literatura nos ultimos anos, bem

como algumas aplicacdes e a imagem ilustrativa da técnica.

Tabela 1.3. Lista de algumas técnicas baseadas em Substrate Electrospray lonization

com suas respectivas imagens representativa e referéncias.

Referéncia de

Foto ilustrativa da técnica Nome e referéncia : .
aplicacoes
CBS - Coated (GOMEZ-
= ) V (GOMEZ-RIOS: 2B
cas pawLiszyN,  (TASCONet
2014) al., 2017)
HV Wooden-tip (NG et al.,
Camadadeamostra
L——-\* — '% MS electrospray 2019)
_ _ fome ionization
Palito de madeira \I (HUANG et

(HU et al., 2011) al., 2018)

Touch Spray (JARMUSCH

ionization et al., 2018)
(PIRRO et al., (FEDICK;
2015) BAIN, 2017)
Thin-Layer
ch . h (CHENG et
romatography-
graphy al., 2018,
ESI
2019)

(HSU et al., 2003)
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Além das técnicas demonstradas na Tabela 1.3, ainda foram
desenvolvidos nos ultimos 2 anos outras técnicas, como MasSpec Pen, (ZHANG
et al., 2017b) Sponge spray ionization, (HECHT et al., 2017) T-Probe (LIU et al.,
2018a) e Robotic Surface Analysis (RoSA) (LI et al., 2018a)

Entretanto, aqui faremos uma revisdo mais aprofundada de dois métodos
mais consolidados, que sao PESI (Probe Electrospray lonization) e PSI (Paper

Spray lonization).
1.1.2.2.2 PESI - Probe electrospray ionization

O PESI foi desenvolvido por Hiraoka et al., (2007). E constituida de uma
agulha (probe) que se move verticalmente. Na posicdo mais baixa, a agulha
permanece em contato com a amostra e ao retornar para a posicdo mais alta,
uma goticula da solucao é formada na ponta desta haste. Neste momento, uma
alta tensdo DC (~ 3-5 kV) é aplicada na haste, gerando uma diferenca de
potencial (ddp) entre a haste e a entrada do espectrometro de massas, formando
um campo elétrico, que por sua vez, gera a formacao do spray a partir da gota
(de forma analoga ao ESI). (Figura 1.11). Foram analisados aminoacidos,
peptideos, proteinas e polietilenoglicol (PEG) em solugfes e o efeito da adicao
de sal ou de acido a solugcdo da amostra foi investigado. Particularmente a alta

tolerancia a tampdes de sal ou amostras “sujas” em geral, é a vantagem principal.

Agulha —

Goticulas carregadas

Movimento da agulha

€mmmmmmmns)

Amostra —

Figura 1.11. Representacao da técnica de PESI-MS. FONTE: Adaptada de Mandal et
al., (2010)
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Posteriormente ao seu desenvolvimento, o grupo de Hiraoka aplicou o
método em diversas analises. Em 2008, eles aplicaram o PESI diretamente em
amostras biologicas, como urina, cérebro de camundongo, figado de
camundongo, ovo de salméo e frutas (laranja, banana, etc.). Sinais idnicos fortes
para quase todas as amostras foram obtidos. Um problema enfrentado pela PESI
€ que a amostra aderida a agulha ndo pode ser definida com precisdo durante a

medicao da MS e pode variar de amostra para amostra. (CHEN et al., 2008)

Em 2009, o mesmo grupo demonstrou a eficiéncia de imagiamento da
secao de cérebros de ratos usando PESI. (LEE et al., 2009) Estudaram também
as propriedades fisicas da agulha do PESI em amostras bioldgicas.
(YOSHIMURA et al., 2009) Ainda em 2009, o grupo de Hiraoka aplicaram o PESI
para perfis diretos de fitoquimicos em uma secdo de um bulbo de tulipa em
diferentes regides, incluindo placa basal, bordas externas e internas de escala,
flor em botdo e folhas de folhagem. Além de realizarem uma série de
experimentos PESI-MS in vivo. (YU et al., 2009)

Em 2010, o mesmo grupo, comparou o PESI com nano-ESI na analise de
biomoléculas com altas concentracdes de sais. (MANDAL et al., 2010) Ainda
nesse ano, Yu et al., (2010) utilizaram PESI-MS para monitorar algumas reacdes
bioldgicas e quimicas em tempo real, como desnaturacao de proteinas induzidas
por acido, troca de hidrogénio/deutério (HDX) de peptideos e formacédo de base
de Schiff.

Mandal; Chen; Hiraoka, (2011) testaram a ionizacao por PESI de analitos
com diferentes atividades superficiais, medidos em fungé&o do tempo para uma
mistura de varios analitos com diferentes valores de atividade superficial.
(MANDAL et al., 2011)

O grupo de Hiraoka estudou ainda a aplicacdo do PESI em diagndsticos
clinicos, estudando o efeito do solvente nas analises lipidicas. Examinaram
varias combinacdes de solventes com o objetivo de otimizar as condi¢gbes de
ionizacdo para diagnostico molecular de tumores malignos por PESI-MS. As
condi¢Bes ideais para o carcinoma de células renais (RCC) foram alcancados

usando alcoois. PESI-MS delineou com sucesso a expressao diferencial e
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fosfolipidios (PCs) e triacilglicerdis (TAGs) em tecidos ndo-cancerosos e RCC
usando estes sistemas solventes. (MANDAL et al., 2012)

Saha; Mandal; Hiraoka, (2013), relataram a aplicacdo de PESI para
deteccéo rapida, sensivel e direta de metanfetamina, morfina, cocaina e codeina
da urina humana, fluido oral e plasma. Usmanov et al., (2015) utilizaram PESI
com uma interface de pressdo atmosférica descontinua (DAPI). A técnica foi
aplicada a trés amostras de narcéticos, metanfetamina, morfina e codeina. Os

limites de detecc¢éo para estes compostos foram de 10 ppb em H20/CH3OH (1/1).

A extracdo de analitos de células individuais também foi demonstrada
usando PESI. (CHEN et al., 2016) Zaitsu et al., (2016) demonstraram a aplicacéo
do PESI a analise enddégena de metabolitos do figado de camundongos,
conseguindo detectar 26 metabdlitos incluindo aminoacidos, acidos organicos e
acucares. Para investigar sua praticidade, perfis metabdlicos de controle e
modelo de camundongo por lesdo hepatica aguda induzida por CCls foram
medidos pelo método desenvolvido. Os resultados mostraram uma separacao
clara dos dois grupos pela analise de componentes principais (PCA) e a taurina
foi identificada como a principal contribuicdo para a separacdo do grupo. Os
resultados foram ainda validados pelo método estabelecido de cromatografia
gasosa - MS/MS, demonstrando a utilidade do presente método. Além disso,
aplicaram preliminarmente o método a analise em tempo real de um figado
intacto de um camundongo. Conseguiram com sucesso a monitorizacao das
alteracbes em tempo real de dois intermediarios do ciclo de &cido tricarboxilico,
o acido a-cetoglutarico e o acido fumarico, no figado imediatamente apos a

injecdo do &cido piravico através de um tubo canulado na veia porta.

Hayashi et al., (2017) aplicaram PESI para analisar metabdlitos em
cérebro de camundongo, onde sua composicéo lipidica frequentemente interfere
na andalise do metaboloma baseado na EM. Como um resultado o PESI-MS/MS
detectou diretamente 25 metabdlitos em um cértex frontal de camundongo e
claramente discriminou perfis metabdlicos de camundongos com ruptura do
metabolismo energético de camundongos controle. PESI-MS/MS também

permitiu realizar analises de distribuicéo local do hipocampo, bem como o cortex
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frontal em cada camundongo (n = 5), discriminando suas sutis diferencas

metabdlicas.

O PESI também foi utilizado para investigar os perfis moleculares de
carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco. A agulha de PESI foi
mergulhada em etanol/extrato de 4gua da bidpsia ou diretamente tocado no
tecido de bidpsia para coletar analitos, seguidos de analise no modo positivo e
negativo. Andlise estatistica dos dados coletados em ambas as polaridades
produziram precisdo preditiva superior a 90% para tecidos cancerosos versus
nao cancerosos. (ASHIZAWA et al., 2017)

Zaitsu et al., (2018) demonstraram o uso de PESI com agulha semi-
automatizada, com diametro de ponta de 700 nm. O sistema monitorou com
sucesso 8 metabdlitos cerebrais relacionados ao metabolismo energético central
em um camundongo anestesiado com isoflurano em tempo real com um intervalo
de 20 segundos. Além disso, 0 sistema conseguiu captar a dindmica do
metabolismo energético em um rato administrado canabindide tipo 1, que €&

conhecido por perturbar o metabolismo energético do cérebro.

Ninomiya et al., (2018) investigaram as caracteristicas de PESI para
varias agulhas de metal com diferentes condicbes de ponta, utilizando como
parametro espectros de massa dependente do tempo de solu¢gdes de mistura de
citocromo c e colesterol. Para uma mistura de solucao de citocromo c colesterol
em &cido féormico a 0,1%/agua (1/1) a uma frequéncia de movimento de 1 Hz,
uma agulha de acupuntura com uma ponta agucada e titanio de 0,5 mm de
didametro e agulhas de fio de aco inoxidavel deram forte sinais iGnicos para
citocromo c¢ e sinais ibnicos extremamente fracos para colesterol. Quando a
frequéncia baixava e a duracéo da alta tensdo aumentava, as agulhas de titanio
e aco inoxidavel forneciam sinais de ions de citocromo c e colesterol com altas

intensidades bem separadas ao longo do tempo.

Recentemente, Usui et al., (2019) utilizaram o PESI na determinagéo de
glufosinato e glifosato em soro sanguineo humano. Padrdes de herbicidas foram
adicionados ao soro humano que foi entdo submetido a analise (N = 5 por

concentracdo). A analise foi repetida diariamente durante oito dias. O limite de
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deteccdo (LOD) foi de 0,59 ug mL? para o glufosinato e 0,20 ug mL* para o
glifosato. O limite de quantificacdo (LOQ) foi de 1,56 ug mL* para ambos os
herbicidas. Os efeitos da matriz foram observados em trés concentracfes
diferentes (entre 95,7% -104% para o glufosinato e entre 90,7%-95,7% para 0
glifosato). Quando aplicado a amostras tomadas a partir de casos reais de
intoxicagao (seis amostras para cada herbicida), o presente método deu mesmos
valores quantitativos que os obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

convencional com deteccéo de fluorescéncia.

Usui et al., (2019b) também utilizaram o PESI na triagem de drogas para
acetaminofeno em soro sanguineo. A curva de calibracéo foi linear no intervalo
de 1,56 — 200 mg mL™* (r?2 = 0,998), e o limite de deteccédo e quantificacdo foi de
0,37mg mL* e 1,56 mg mL!, respectivamente. A precisdo e a exatiddo (RSD%)
do método estavam dentro de uma faixa aceitavel (0,15 e 2,8% e 2,3% e 6,1%,
respectivamente) e o efeito da matriz em 3 concentragdes (95,1% e 104%)
indicou que a PESI-MS/MS ¢é apenas ligeiramente afetado por matrizes. Em
casos reais forenses, os valores quantitativos determinados pelo PESI-MS/MS
foram quase idénticos aos determinados pelo método de cromatografia liquida
MS/MS.

1.1.2.2.3 PSI - Paper Spray lonization

A forma mais utilizada de Substrate Electrospray lonization é a ionizacao
por Paper Spray lonization (PSI). (FEIDER et al., 2019) A técnica, ilustrada na
Figura 1.12, foi desenvolvida pelos grupos do Dr. Graham Cooks e Dr. Zheng
Ouyang (Purdue University, Indiana, EUA) em 2010. A PSI consiste na aplicagao
de uma alta voltagem (ex., 3-5 kV) em um papel triangular contendo a amostra,
gue pode ser uma amostra nao tratada (ex., sangue, bebidas) ou um extrato. A
amostra € depositada no centro do papel e se espalha por efeito de capilaridade.
O papel é posicionado préximo a entrada do espectrdmetro de massas que
também é submetida a uma voltagem com o objetivo de gerar um campo elétrico.
Entdo, um solvente contendo acido ou base (solvente de spray) € aplicado sobre
0 papel e o campo elétrico induz a formacao de um spray eletrolitico na ponta do
papel. (WANG et al., 2010)
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Spray.

| Triangular \ | |

Figura 1.12. Representagdo esquematica da técnica de PSI-MS. FONTE: Adaptada de
da Silva et al., (2019)

As caracteristicas desse método sdo analise rapida, baixo custo e alta
eficiéncia. Além disso, em analises por PSI espécies interferentes de matrizes
complexas, tais como sais, se fixam ao papel enquanto os analitos sollveis sao
liberados e analisados, melhorando a sensibilidade e a reprodutibilidade.
(FEIDER et al., 2019; ZHI-PING; XIAO-NING; YA-JUN, 2014) Essas
caracteristicas fizeram com que essa técnica se tornasse muito Util e seu

desempenho tem sido demonstrado para varios analitos e matrizes.

PSI é uma técnica util para a ciéncia e tecnologia de alimentos. Assis et
al., (2019) utilizaram PSI e espectroscopia no infravermelho com reflectancia
total atenuada por transformada de Fourier (ATR-FTIR) para quantificar e
caracterizar misturas de cafés Robusta e Arabica. Em diferentes graus de
torrefagdo, foram formuladas 120 misturas de café moido (0,0—-33,0%).
Utilizando o modelo de anadlise variada de selecdo de preditores ordenados
(OPS) permitiu-se a atribuicdo de algumas das varidveis selecionadas a

componentes especificos do café, como trigonelina e acidos clorogénicos.

Yu et al.,, (2018) analisaram o &cido benzdico e a vitamina C em
refrigerantes (ex., Coca-Cola, Pepsi), suco de laranja, vinagre de macgéa e agua
de coco por PSI-MS. Foram obtidos LODs e limites de quantificacado (LOQs) de

0,1 e 0,3 yg mL* para o acido benzdico e 0,3 e 1 yg mL?* para a vitamina C,
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respectivamente. A recuperacao variou de 91,1 a 106,7% para o acido benzdico
e de 92,6 a 108,2% para a vitamina C. A comparacao com cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) ndo mostrou diferenca substancial na quantificacdo do
acido benzéico e vitamina C nas bebidas. Além disso, a PSI-MS tem sido
aplicada na andlise de resveratrol em vinhos tintos, (DI DONNA et al., 2017)
guantificacédo de corantes em bebidas ilegais, (GUO et al., 2017) identificacao de
whiskies escoceses falsificados, (TEODORO et al., 2017a) analises de cafeina
e outras substancias em bebidas energéticas. (SNEHA; DULAY; ZARE, 2017)

A quimica forense tem sido um alvo para aplicacdes da PSI-MS devido as
caracteristicas de rapidez e simplicidade desta técnica. Yang et al., (2018)
utilizaram PSI acoplado com um método de microextracdo para analises rapidas
e no local de traficantes ilicitos do tipo anfetamina, incluindo anfetamina (AM),
metanfetamina (MA). e 3,4-metilenodioxi-N-metilanfetamina (MDMA) em
amostras biol6gicas complexas, tais como sangue total e urina bruta. Os
parametros experimentais incluindo solvente de extracao, ciclo de extragao, alta
voltagem e solvente de pulverizacdo etc., foram todos investigados e as
condi¢Bes otimizadas mostraram uma sensibilidade aumentada de 1-2 ordem de
grandezas com PS-MS. O método mostrou boa linearidade, com valores de
coeficiente de correlacdo (R?) néo inferior a 0,9979 para andlise de AM, MA e
MDMA em sangue total humano e urina em bruto sem pré-tratamentos adicionais
da amostra. Os limites de deteccéo e quantificacdo foram 0,01 e 0,05 ng mL* e
0,05 e 0,2 ng mL, respectivamente. Recuperacdes satisfatérias também foram
obtidas, com 74,2 e 94,9% para sangue total e 80,2 e 103,6% para urina em

bruto, respectivamente.

Amador et al., (2017) descreveram o uso da PSI-MS para analise direta
de tintas de canetas de diferentes marcas de esferograficas, como Bic, Paper
Mate, Faber Castell, Pentel, Compactor e Pilot. Os autores diferenciaram as
canetas esferogréficas de acordo com seus perfis quimicos caracteristicos
através da andlise de PSI-MS combinada com analise multivariada de minimos
guadrados parciais (PLS). Domingos et al., (2017) também analisaram selos
contendo 25I-NBOMe, bem como extratos e folhas de canabindides e
determinaram a autenticidade de fitoterapicos por PSI-MS. Ademais, trabalhos
recentes relataram o uso da PSI para rastreio de drogas toxicoldgicas,

29



(MCKENNA et al.,, 2018) identificar e quantificar anfetaminas individuais no
sangue total, (TEUNISSEN et al., 2017), discriminacdo entre perfumes
auténticos e falsificados. (TEODORO et al., 2017b)

A area clinica também tem se beneficiado do PSI. Chamberlain; Rubio;
Garrett, (2019) demonstraram a primeira diferenciacdo bacteriana em nivel de
estirpe por PSI com a bactéria intestinal de mamiferos Oxalobacter formigenes
(Oxf). Esta nova aplicacdo teve significado clinico promissor, pois pode ser
usado para diferenciar entre bactérias patogénicas e seus parentes comensais
inofensivos, economizando tempo e dinheiro em diagndsticos clinicos. A anélise
estatistica multivariada seguida do exame das caracteristicas significativas
forneceu um painel de metabdlitos exclusivos que poderia servir como potenciais

biomarcadores.

Wan et al., (2019) realizaram andlise in situ de acidos graxos insaturados
em soro humano por PSI no modo negativo. Os limites de deteccéo (LODs) e
limites de quantificacdo (LOQs) foram na faixa de 0,0178 a 0,0506 uM e 0,0218
a 0,3634 uM para padrao de acidos graxos insauturados. Sem as preparacdes
de amostra adicionais ou reagentes quimicos reativos permite o uso da

metodologia para o diagnéstico clinico no local.

PSI também foi usado para quantificar nicotina e cotinina em células
culturas apdés a exposicdo a fumaca do tabaco para testar aplicabilidade do PSI
como ensaio de citotoxicidade in vitro. Como os produtos do tabaco ndo podem
ser testados in vivo, na pratica ensaios in vitro sdo essenciais para avaliar a
exposicdo ao tabaco durante um gama de condi¢des. Usando PSI, LOQs de
79,17 ng mL* e 10,79 ng mL! para nicotina e cotinina, respectivamente, em
células epiteliais traqueobronquicas humanas tamponadas com este método
foram determinados, exemplificando assim a capacidade de PSI para uso em
ensaios de citotoxicidade. (KEATING et al., 2018)

Vandergrift et al., (2018) apresentaram o uso de PSI para a medic¢édo direta
de fentanil e norfentanil usando uma interface PS personalizada, demonstrando
gue a posicéo da ponta do papel e a qualidade podem afetar significativamente

os resultados quantitativos. Aléem disso, observaram calibragdes comparaveis
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para fentanil e norfentanil (0,5 a 600 ng mL') em uma variedade de matrizes
complexas (metanol, urina diluida, pasta analgésica). Os limites de deteccao
para o fentanil foram de 0,049 ng mL* (0,4 pg de material total) em metanol, e
0,66 ng mL* (5,3 pg de material total) contaminado com uma pasta analgésica.
PSI foi comparado com cromatografia liquida-MS para as anélises de amostras

reais de urina, com resultados satisfatorios.

Ademais, existem varios relatos nos ultimos 2 anos mostrando o uso de
PSI para analise clinica e drogas em biofluidos. (KENNEDY et al., 2018),
(MICHELY; MEYER; MAURER, 2017), (CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018)

Outras aplicacdes da PSI-MS em diferentes campos da ciéncia tém sido
publicadas recentemente, como por exemplo, no monitoramento de reacfes e
catalises (RESENDE et al., 2017), (BANERJEE; BASHEER; ZARE, 2016) e
(SARKAR; SOM; PRADEEP, 2017), na andlise de proteinas (LI et al., 2018b) e
(ZHANG; GLAROS; MANICKE, 2017), analise de bactérias (WEI et al., 2016),
petrolebmica (KIM et al., 2018).
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1.2 JUSTIFICATIVA

O metaboloma estd em constante mudanga, muitas questdes bioldgicas
s6 podem ser abordadas se as amostras sdo analisadas em tempo real, in situ
e/ouin vivo. Além disso, como a metabolémica € um campo muito amplo, existem
muitas questdes a serem estudadas, existem muitos biomarcadores para serem
descobertos, muitas doencgas para serem investigadas e, ainda, podem ser
desenvolvidas e aplicadas técnicas analiticas diferentes das convencionais que

tornem as analises metabolémica mais rapidas e assertivas.

Nesse sentido, foi selecionado como projeto de doutorado o
desenvolvimento de novos métodos de analise metabolémica baseados em
espectrometria de massas ambiente, assim como, a aplicacdo de técnicas ja
existentes, porém nunca utilizadas para esse fim. A abordagem desse tema sera

realizada nos proximos trés capitulos:

No Capitulo 1, foi apresentado o uso da técnica PSI com modificacdo do
papel para torna-lo especifico na analise, com abordagem direcionada, de

biomarcadores em urina de algumas doencas;

No Capitulo 2, a partir de uma abordagem ndo-direcionada, utilizou-se o
PSI combinado com andlise estatistica multivariada, na anélise de plasma

sanguineo para encontrar biomarcadores para o cancer do colo do utero;

Por fim, no Capitulo 3, foi demonstrado o desenvolvimento de um novo
Substrate Electrospray lonization capaz de realizar analises metaboldmicas,
chamado ESI grafite. A técnica foi utilizada em abordagens direcionadas e néo-

direcionadas.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver e aplicar técnicas da
espectrometria de massas ambiente em analises com abordagens direcionadas
e ndo-direcionadas de metabdlitos em diferentes matrizes biologicas, como urina

e plasma.
1.3.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver uma técnica de PSI com um papel modificado para analisar
com especificidade biomarcadores urinarios de Alzheimer, céancer de

préstata e coinfeccdo de bactérias em pacientes com AIDS.

b) Encontrar biomarcadores para o cancer de colo do Utero através da
analise do plasma sanguineo de mulheres doentes e controle utilizando
PSI e andlise multivariada dos dados (iISPA-LDA).

c) Desenvolver uma nova técnica de ionizacdo ambiente capaz de realizar
analises metabolémicas, denominada ESI grafite, capaz de analisar

amostras bioldgicas complexas, como urina e cérebro de camundongo.
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CAPITULO |

Polimero molecularmente impresso (MIP) como
substrato para Paper Spray lonization — MIP-CPS:

analise de metabdlitos em urina
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2 CAPITULO | - Polimero molecularmente impresso (MIP) como substrato
para Paper Spray lonization — MIP-CPS: analise de metabdlitos em urina

2.1 INTRODUCAO

Como demonstrado no capitulo anterior, o PSI tem sido amplamente
aplicado em analises de matrizes complexas, como plasma e urina. Entretanto,
pesquisadores tem desenvolvido novos métodos que combinem todas as
caracteristicas da MS com as caracteristicas de purificacdo de amostra, extracao
ou enriquecimento do analito fornecidos por métodos como solid-phase
extraction (SPE), (MARIN-SAEZ; ROMERO-GONZALEZ; GARRIDO FRENICH,
2019) solid-phase microextraction (SPME), (VASILJEVIC; SINGH; PAWLISZYN,
2019), liquid phase microextraction (LPME), (WANG et al., 2019b) polymer
monolith microextraction (PMME) (LI et al., 2016) e slug-flow microextraction
(SFME). (YANG et al., 2018) Essa combinagao tem por objetivo: (i) minimizar os
efeitos da matriz, pela reducéo da supresséao de ions; (ii) eliminar a variabilidade
da amostra, para obter quantificacdo mais reprodutivel mesmo de fontes
diferentes e para melhorar a robustez do método; (iii) aumentar a deteccéao,
através da concentracao de analito e remocéo de interferéncias das matrizes
bioldgicas; e (iv) limpar as amostras, a fim de aumentar a disponibilidade do
instrumento e performance do sistema. (GAMA; BOTTOLI, 2017)

Alguns materiais adsorventes e seletivos podem ser usados como
preenchedores de coluna de cartucho para obter SPE para muitos compostos
Uma geracédo poderosa e inteligente de adsorvente seletivo € representada por
polimeros molecularmente impressos (MIPs, do inglés molecularly imprinted
polymers), estes polimeros inteligentes mimetizam enzimas, pois possuem sitios
de reconhecimento molecular especificos para um analito alvo em detrimento de
outros compostos e, portanto, sdo capazes de acomodar e reter moléculas
especificas e seus analogos estruturais, como ilustra a Figura 2.1. (LIU et al.,
2019; NEZHADALLI; FEIZY; BEHESHTI, 2015) Suas principais vantagens sao o
previsivel reconhecimento especifico, baixo custo, facilidade de preparacéo, boa
estabilidade mecéanica/quimica e reutilizagdo. (VANECKOVA et al., 2019)
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Figura 2.1. Esquema representativo do funcionamento do MIP. FONTE: Adaptada de
Gama; Bottoli, (2017)

Recentemente, os MIPs ja foram aplicados no campo da AMS, incluindo
Woonden-tip electrospray, (HUANG et al., 2017; LIU et al., 2019) DESI (HIJAZI;
BOTTARO, 2019) e também em PSI. Pereira et al.,, (2018) relataram o
revestimento de membranas de celulose triangular MIP e usou-0s como
substrato para anélise de PSI de diuron e Acido 2,4-diclorofenoxiacético em
macas, bananas e uvas. Intensidades mais altas foram alcangadas para os ions
gerados pela membrana revestida com MIP do que para os ions gerados pela
membrana revestida com um polimero ndo imprimido (NIP). Tavares et al.,
(2018) utilizaram MIP-PSI para identificacdo e quantificagdo de cocaina no fluido
oral. A intensidade do ion cocaina aumentou trés vezes usando MIP-PSI em
comparacgdo com PSI. Todos os estudos acima demonstraram a viabilidade das
técnicas AMS combinadas com MIP para a extracdo e analise direta de

compostos alvo.

Portanto, neste capitulo sera abordado o uso do MIP como recobrimento
do papel utilizado em PSI em uma abordagem direcionada na analise de
metabdlitos biomarcadores urinarios. A analise de amostras de urina € vantajosa
em relacao ao plasma, tanto porque a meia-vida biol6gica € maior, como porque
a sua amostragem € menos invasiva. (NACCARATO et al., 2014) Além disso, a

urina pode conter informacdes ndo apenas do rim e do trato urinario, mas
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também de érgdos mais distantes, via plasma obtido por filtracdo glomerular.
(DECRAMER et al., 2008)

Os metabdlitos biomarcadores selecionados para este estudo foram a
dopamina (DA), o acido butirico (BA) e a sarcosina (SA). A deficiéncia de DA
esta associada com movimento e transtorno neuropsiquiatrico, como a doencga
de Parkinson, doenca de Alzheimer e depressao. (FAIVRE et al., 2019; MEDER
et al.,, 2019) A SA é um biomarcador do cancer de prostata. (HU et al., 2019;
JORNET-MARTINEZ et al., 2019; KUMAR et al., 2018) Os niveis urinarios de BA
no organismo podem indicar coinfeccdo de bactérias em pacientes com
AIDS.(IMAI et al., 2012; KENICHI; KUNIYASU, 2013; STEIN et al., 1997)
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2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais, Padrdes Analiticos e Solventes

O metanol grau HPLC foi adquirido da J. T. Baker (Phillipsburg, EUA) e a
acetona grau analitico da Scharlab S. L. (Sentmenat, Espanha). Para a sintese
do MIP, padrédo analitico da glicina foi utilizado como molécula molde na analise
da sarcosina e &cido butirico e padrdo analitico da epinefrina foi utilizado como
molécula molde na analise da dopamina. Ainda na sintese do MIP, o &cido
metacrilico foi utilizado como mondémero funcional, o etileno glicol dimetacrilato
como agente de entrecruzamento (todos comprados da Sigma-Aldrich, Séo
Paulo, Brasil) e a benzofenona como fotoiniciadora (adquirida da Vetec Quimica
Fina Ltda., Rio de Janeiro, Brasil). As membranas de celulose com poros de 0,45
pMm, didmetro de 47 mm e espessura de 160 um foram adquiridas da Agilent
(Santa Clara, EUA).

Para a sintese de urina sintética foram utilizados: 3,333 g L de ureia
(CH4N20), 0,050 g L* de &cido urico (CsH4N4O3z), 0,177 g L de creatinina
(C4H7N30), 1,00 g L de cloreto (CI), 1,00 g L de potassio (K*), 0,025 g L de
célcio (Ca*), 0,0167 g L de magnésio (Mg?*), 0,025 g L de fosfato (PO4%),
0,300 g L de sulfato (SO4?), 0,167 g L de sddio (Na*), 0,025 g de L't am0nio
(NH4%) e 0,167 g L* de carbonato (CO?%). (DBIRA et al., 2015) A amostra de urina
humana foi doada por um voluntario (aceito pelo comité de ética regional da
Universidade Federal de Goias, n° 056/13). O voluntario que forneceu a amostra

deu seu consentimento prévio informado.
2.2.2 Sintese da membrana revestida com MIP

A sintese da membrana revestida com MIP baseou-se em Sergeyeva et
al., (2001). A membrana de celulose foi lavada com metanol num aparelho
soxhlet durante 4 h e seca a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas
foram embebidas com solucdo 150 mM de benzofenona em acetona durante 5
min e secas a temperatura ambiente. As membranas triangulares foram
transferidas para placas de Petri contendo solu¢cdo de metanol com 10 mM de
glicina ou epinefrina, 50 mM de acido metacrilico e 150 mM de dimetacrilato de

etileno glicol. Estas membranas em solucdo foram expostas a irradiagcdo UV
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(Ultravioleta) com comprimento de onda de 254 nm durante 15 min. Finalmente,
os polimeros ndo inseridos, iniciadores residuais e a molécula molde foram
extraidos da membrana com metanol por extracdo de soxhlet por 5 horas.
Posteriormente, as membranas foram cortadas em varios triangulos equilateros
com aproximadamente 1 cm de lado cada. A Figura 2.2 apresenta o fluxograma
com as etapas de preparo da membrana MIP. Um polimero nao-impresso (NIP)
foi sintetizado de forma semelhante ao MIP, mas sem a molécula molde. O tempo

total de preparo do MIP é de aproximadamente 10 horas.

Membrana de S N—
celulose Soxhlet/4h 0,15 M benzofenona

em acetona/5 min

|
(3.]]
"J"* ‘ - ‘.;V;. //:—-R\\
i 1 J
= j:f‘ g < W = N
lcm ‘_“ Pl . .
B Irradiagdo UV Ep!nefrlna ou
Soxhlet/sh 254 nm 15 min 9||C|na (10 mMm)
Acido metacrilico
(50 mM)
Et. Glicol dimetacrilato
(150mM)

Figura 2.2. Fluxograma com as etapas da sintese da membrana revestida com MIP.
2.2.3 Analise da urina por MIP-CPS

Primeiramente, a técnica foi testada e avaliada em relacao as figuras de
mérito em urina sintética e posteriormente foi aplicada na analise de urina real.
Para analises em urina sintética, a membrana MIP foi mergulhada em um Becker
contendo 2 mL de urina sintética com o analito alvo (SA, BA ou DA) e nas
analises em urina real a membrana MIP foi mergulhada em um Becker contendo
2 mL de urina real. Posteriormente, foram submetidas a agitacéo por 5 minutos

para captura do analito, depois foi removida e deixada secar. Em seguida, a
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membrana MIP foi lavada com agua deionizada por 1 min para remover o

componente da matriz.

Depois de secar a temperatura ambiente, a membrana MIP foi fixada por
um grampo de metal e uma alta tenséo foi aplicada. A membrana foi colocada a
cerca de 4 mm da entrada de MS. Foi utilizado um volume de 15 uL de acido
metanol (0,1% de acido férmico) como solvente de pulverizacao para analises
no modo de ionizacéo positiva (analise da DA e da SA), e metanol basico (0,1%
de hidroxido de amoénio) para modo de ionizagédo negativa (analise do BA), como
mostra a Figura 2.3. O tempo de analise do MIP-CPS é de aproximadamente 1
minuto. Os espectros de massas foram obtidos usando um espectrometro de
massa Thermo Scientific Q Exactive Hybrid Orbitrap. Outros parametros
experimentais utilizados foram: voltagem do spray: 3,5 kV; Temperatura do
capilar: 275 °C; S-lente Nivel de RF: 50%; Média de 3 micro-scans para cada
espectro; Resolugcdo de 70.000; MS/MS: HCD (Higher Energy Collisional

Dissociation), energia de colisdo: 45 eV.

A .

Papel revestido 2 mL urina +
com MIP analito de
interesse

5 min extragdo

Agua
deionizada
1 min lavagem

*15 pL de metanol (0,1% de &cido férmico) modo de ionizagéo
o . positivo ou metanol basico (0,1% de hidroxido de aménio) para
Thermo SC|_ent|f|c _Q Exactive modo de ionizago negativa.

Hybrid Orbitrap

Figura 2.3. Esquema ilustrativo das analises de urina por MIP-CPS. FONTE: Adaptada
de Silva, (2018)
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2.2.4 Figuras de mérito da técnica MIP-CPS

Para o desempenho analitico da técnica proposta, foram realizadas
curvas analiticas e calculados LOD (limite de deteccdo), LOQ (limite de
guantificacdo), precisdo, exatiddo e recuperacdo. Para avaliar a eficiéncia
gualitativa e o efeito de captura especifica do analito da membrana MIP,
comparou-se a intensidade de sinal dos analitos da membrana MIP com os sinais

obtidos utilizando o NIP (membrana sem a molécula molde).

O LOD foi determinado através da equacao Shiank + 3 X Oblank € 0 LOQ foi
calculado por Sblank + 10 X Oblank, ONde Swiank € @ média do sinal do branco, e Oblank
€ o0 desvio padrao de 10 replicatas do branco. (DAMON et al., 2016) Os testes
de exatiddo e precisdo foram realizados intra-dia (n = 5) e inter-dia (n = 3)
utilizando concentragées de 20, 900 e 1800 mg L paraDAe 12,56 e 100 mg L*
para BA e SA. A exatidao foi obtida pela formula E = [(AC - NC)/NC] x 100, onde
E é o erro relativo, expresso em unidades percentuais, AC € a concentracdo
analisada e NC é a concentracdo nominal. A preciséo foi calculada pela seguinte
equacao: CV = (SD/AC) x 100, em que CV é o coeficiente de variacdo, expresso
em unidades percentuais, e SD é o desvio padrdo. O teste de recuperacgéo foi
realizado fortificando as amostras com as mesmas concentracdes da exatidéo e
precisdo, e foi obtida pela equacdo [(AC - OC)/NC] x 100, onde OC é a
concentracdo original.(ANVISA, 2003, 2012)

Na construgcdo das curvas analiticas, os padrbes analiticos foram
dissolvidos na urina sintética para obter as concentracbes 10, 250, 500, 700,
1000, 1250, 1500 e 2000 pg L de DA, 12, 23, 34, 56, 67, 78,90 e 100 ug L de
BA e 12, 23, 34, 45, 56, 67, 90 e 100 pg L* de SA. A curva analitica da DA foi
medida a partir das intensidades dos ions do produto no processo de
fragmentacao caracteristica da DA (m/z 154 — 137 e m/z 154 — 119) (MS/MS)
e as curvas de calibragdo da SA e do BA foram construidas utilizando a
intensidade do ion caracteristico de cada um (SA m/z 90 e BA m/z 87), pois
devido a faixa de massa do equipamento (limitada a m/z 50), ndo foi possivel

obter os fragmentos destes analitos. As analises foram realizadas em triplicata.
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Depois que a técnica MIP-CPS foi testada e avaliada em urina sintética, a
técnica foi aplicada para quantificacdo de DA em urina real. Para isso a urina foi

diluida 60 vezes.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho, utilizou-se como molécula molde a glicina na
sintese dos MIPs para anélises de SA e BA e epinefrina na sintese dos MIPs
para analises de DA, pois sdo moléculas da mesma classe. Rotineiramente, em
experimentos de MIP, o composto alvo é escolhido como molécula modelo. Aqui,
usamos uma abordagem diferente e menos comum, usada principalmente
guando o objetivo € quantificar analitos em baixas concentracées. A néo
utilizacdo da mesma molécula como molde e analito evita resultados falso-
positivos causados por remanescentes do molde no MIP. Tal abordagem
substitui 0 composto alvo por uma molécula estruturalmente relacionada, que é,
na medida do possivel, semelhante ao analito em termos de tamanho e grupos
guimicos.(SPELTINI et al., 2017) (Figura 2.4)

(o}

OH /\)J\
NHZ/\[( OH
Acido butirico

o

Glicina H\/ﬁ\
/ OH

H

Ho g Sarcosina
HO NH,
HO j@/\/
Epinefrina "
Dopamina

Figura 2.4. Estrutura molecular dos moldes (glicina e epinefrina) e analitos alvo (acido

butirico, sarcosina e dopamina).

Para comparar a seletividade do MIP-CPS com o NIP-CPS, foram
realizadas andlises de ambos, separadamente. A resposta de cada analito
avaliado com MIP e NIP estdo ilustrados na Figura 2.5, que apresenta 0s
graficos de barras das intensidades de sinal obtidos a partir dos espectros de
massas (Figura 2.6) de 1000 ug L* de DA, 100 ug L de BA e SA em urina
artificial. Como esperado, os analitos sdo principalmente extraidos e ionizados
pelo MIP-CPS, devido aos seus locais de ligacdo especificos. No NIP-CPS

ocorre interacdes inespecificas do polimero ou mesmo da membrana de celulose
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com os analitos, por isso apresenta baixa intensidade. Pode-se observar que em

todos os casos 0 MIP-CPS aumenta a intensidade de cada sinal de analito com

pelo menos uma ordem de grandeza a mais do que NIP-CPS. Para SA, note que

nenhuma intensidade foi identificada em NIP-CPS.
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Figura 2.5. Gréfico de barras das intensidades de sinal para DA (1000 ug L), BA e SA
(100 pg L) em urina artificial por MIP-CPS e NIP-CPS. (n=3)
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Figura 2.6. Espectro de massas para dopamina (1000 ug L) a partir de urina artificial

usando (a) MIP-CPS e (b) NIP-CPS, ambos no modo positivo. Espectro de massas para
0 &cido butirico (100 ug L) da urina artificial usando (c) MIP-CPS e (d) NIP-CPS, ambos

no modo negativo. Espectros de massas para sarcosina (100 pg L) a partir de urina

artificial usando (c) MIP-CPS e (d) NIP-CPS, ambos no modo positivo. A dopamina foi
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detectada como [M+H]* de m/z 154, o &cido butirico como [M-H]" de m/z 87 e sarcosina
como [M+H]* de m/z 90.

Normalmente, andlises quantitativas por MS s&o realizadas utilizando
padrao interno (IS), geralmente compostos deuterados, para evitar erros que
possam ocorrer devido a supresséao de ions causada por componentes da matriz.
Entretanto, os IS podem ser muito caros ou indisponiveis. Esfor¢cos para
encontrar resultados analiticos satisfatorios sem o uso de IS foram
demonstrados em varios trabalhos usando técnicas de MS e MIP (PEREIRA et
al., 2018; SORRIBES-SORIANO et al., 2018; TAVARES et al., 2018). Com isso,
o presente trabalho pode contribuir com as tentativas de evitar o uso de padrdes

internos em determinadas andlises.

As curvas analiticas de BA e SA variaram de 12-100 ug Lt e DA de 10-
2000 pg Lt e foram plotadas como concentragéo versus intensidade do sinal.
Esses intervalos foram escolhidos de acordo com a concentracdo de cada analito
presente no corpo humano. A linearidade (R?) para todos os analitos estudados
foi de R?> 0,99. O LOD e LOQ para DA foram 0,24 ug L*e 0,8 ug L%; para BA
foram 0,5 pg L' e 1,8 pg L' e para SA foram 0,07 uyg L' e 0,25 ug L7,
respectivamente, como mostra a Figura 2.7. Os resultados foram na ordem ppb
(parte por bilh&o) para DA e SA e em ppt (parte por trilhdo) para BA, mostrando
gue o método estudado juntamente com o equipamento utilizado apresentou alta
sensibilidade. Hu et al., (2019) criaram um biosensor de sarcosina para analisar
urina e obtiveram um LOD de 4,4 ug L. Liu et al., (2018) utilizaram um biosensor
de dopamina em andlises de plasma e obtiveram LOD de 2,45 ug L. Zhang et
al., (2012) usaram MIP acoplado com eletroforese para analisar catecolaminas
na urina e obtiveram LOD na ordem de 1,1 yg L* para dopamina. Desta forma,
os resultados da analise usando o MIP-CPS mostrou desempenho superior e

trouxe um recurso de alta sensibilidade para espectrometria de massas.
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Figura 2.7. Curvas analiticas para a) DA, b) BA e ¢) SA da urina atrtificial por MIP-CPS.
(n=3).

A preciséo, exatidao e recuperacdo foram avaliadas através de trés niveis
de concentracdo: baixo, médio e alto. Os dados das figuras de mérito para a
MIP-CPS estéao resumidos na Tabela 2.1. Para DA, a precisao inter e entre-dias
variou de 1,2 a 14,8 % e a exatidao variou de 0,6 a 14,7 %. Para BA, a precisao
inter e entre-dias variou de 1,0 a 8,4% e a exatiddo variou de -2,1 a 15%. Para
SA, a preciséao inter e entre-dias variou de 4,2 a 8,1% e a exatidao variou de 0,8
a 5,3%. Os maiores valores de precisdo e exatiddo foram obtidos para as
concentracfes mais baixas, onde valores de até 15% séo esperados, segundo a
ANVISA, (2017).

Ainda segundo a ANVISA, (2017), sdo desejaveis valores de recuperacao
proximos a 100%, porém valores entre 80 e 120% também s&o aceitaveis. Neste
trabalho foram obtidas recuperacdes entre 95,6 a 115%. Estes resultados foram
similares aos relatados por Pefuela-pinto et al., (2017) em seu estudo da
determinacdo seletiva de clenbuterol em urina por polimero molecularmente
impresso por espectrometria de massas, onde obtiveram valores de recuperacéo

préximos de 100% e valores de precisao inferiores a 15%. Corroborando com os
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valores obtidos pela aplicagdo do MIP-CPS em uma matriz complexa como a

urina.

Tabela 2.1. Precisédo, exatidao e recuperacado para DA, BA, SA em urina artificial usando
MIP-CPS.

Entre-dias (n=3) Inter-dias (n=5)

Concentracao 20 900 1800 20 900 1800

nominal (ug L?)

Concentracéo 21,1 1019,2 2029,1 23,9 935,7 1810,0
Dopamina analisada (ug L?)

Precisdo (CV%) 1,2 4,2 3,4 14,8 8,1 5.8

Exatidao (E%) 14,7 2,0 1,3 14,6 4,0 0,6
Recuperacao % 114,7 102,0 101,3 114,6 104,0 100,6
Concentracéo 12 56 100 12 56 100
nominal (ug L?)
o Concentracao 14,6 53,9 97,9 154 54,5 97,9
Acido analisada (ug L)
Butiico  procisao(cvw) 84 37 59 1,0 23 7.1
Exatidao (E%) 15,0 3,7 2,7 135 -2,6 -2,1
Recuperacao % 115,0 103,7 102,7 1135 974 97,9
Concentracao 12 56 100 12 56 100
nominal (ug L)
Concentracéo 11,4 57,9 104,4 11,5 56,5 100,8
Sarcosina  analisada (ug L™)

Precisao (CV%) 7,6 4.6 5,2 4,2 5,6 8,1
Exatiddo (E%) 5,3 -3,4 -4.4 -4,0 0,8 0,8
Recuperacao % 105,3 96,6 95,6 96 100,8 100,8

Para obter uma melhor compreensao do desempenho do MIP-CPS, a sua
capacidade de ionizagéo foi comparada com o paper spray tradicional e ESI na
determinacao da dopamina em uma amostra real de urina. A Figura 2.8 ilustra a
abundancia de ions da dopamina [M+H]* de m/z 154 e a abundancia de ions de
sua fragmentacao: m/z 154 — 137 (perda de NHs) e m/z 154 — 119 (perda de
NHs+H20). Nota-se que o MIP-CPS fornece a maio7r magnitude para a
abundancia de ions da dopamina e suas transi¢cdes, seguidas pelo papel
tradicional. A deteccdo da dopamina no paper spray tradicional se deve a
interacdo com o papel. A dopamina néo foi detectada usando ESI. O MIP-CPS
extrai eficientemente a dopamina da urina eliminando ions indesejados que

podem causar supressao ionica.
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Figura 2.8. Intensidades de abundancia de ions obtidas da DA e suas transicdes SRM

usando MIP-CPS, papel tradicional e ESI na urina humana real.

De forma rotineira, a dopamina na urina € medida por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) com detecc¢dao eletroquimica ou HPLC acoplada
a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Os dois métodos
requerem extracdo de Catecolaminas (dopamina, epinefrina, norepinefrina etc.)
antes da analise. Em tais ensaios, a andlise é realizada utilizando a urina
coletada por um periodo de 24 h, e a faixa de concentracdo considerada normal
de dopamina é de 51-645 ug/24 h. (HASANZADEH; SHADJOU; GUARDIA,
2017) O método MIP-CPS foi aplicado para determinar a quantidade de
dopamina em uma amostra de urina humana real e encontrou-se 31,3 ug L*
(desvio padrao 5,98%, n=3). Na aplicacao do método MIP-CPS néo se utilizou a
urina coletada durante 24 h e mesmo utilizando uma menor quantidade de

amostra, o método foi capaz de quantificar a dopamina.
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2.4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em resumo, esse capitulo apresentou a combinagédo de MIP com PS-MS
para obter um método interessante e promissor para analise de metabolitos em
uma mistura complexa, como a urina, por espectrometria de massas, chamado
MIP-CPS. Avaliou-se o desempenho analitico do método proposto, através da
construcdo de curvas analiticas de trés metabolitos (dopamina, acido butirico e
sarcosina), o qual apresentou parametros analiticos dentro do estabelecido pela
ANVISA, possibilitando o uso do método para detectar e quantificar metabdlitos

em urina com boa especificidade, confiabilidade e preciséo.

O método foi aplicado na analise de dopamina em uma amostra de urina
real e foi capaz de quantifica-la. O MIP-CPS facilitaria as andlises de metabolitos
em urina pois permite que o analito seja extraido no local de origem e enviado,
de forma simples e barata, visto que € um papel, para o laboratério que ira
realizar a andlise. Permitindo, com isso, que amostras de lugares longinquos e

sem acesso a tecnologia possam ser analisadas.

A caracteristica proeminente do MIP-CPS é a de extrair uma molécula
alvo de uma matriz complexa, como urina, e gerar ions de maneira simples e
rapida, sem perder sensibilidade. Enquanto andlises por HPLC levam de 20 a 50
minutos, gastam solventes organicos e necessitam de preparo de amostras, as
analises por MIP-CPS fornecem uma resposta analitica confiavel em 1 minuto,

nao necessitando de preparo de amostras.

Um artigo contendo parte dos resultados apresentados neste Capitulo foi
publicado (DOI: 10.1039/c7ay01648d) no peridédico Analytical Methods.

Como perspectivas futuras, o MIP-CPS deve ser testado em relacdo a sua
reutilizacdo, o que baratearia ainda mais a técnica. Também, pode-se testar o
tempo maximo entre a extracdo do analito na matriz e a analise. Isso seria
interessante pois permitiria que lugares onde ndo possuem espectrometros de
massas, enviasse a membrana ja com o analito extraido para laboratdrios
capacitados, porém de forma simples, ja que € um papel que ndo ocupa muito
volume. Além disso, pode-se testar a aplicacdo da técnica na analise de outros

metabdlitos e em outras matrizes, como o plasma, por exemplo.
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CAPITULO I

Abordagem lipiddmica nao direcionada por Paper
Spray lonization (PSI) para encontrar biomarcadores

para o cancer do colo do utero
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3 CAPITULO Il - Abordagem lipidémica néo direcionada por Paper Spray
lonization (PSI) para encontrar biomarcadores para o cancer do colo do

Gtero
3.1 INTRODUCAO

O céncer de colo do utero (cancer cervical) € o quarto cancer mais
frequentemente diagnosticado entre mulheres no mundo, 0 que torna necessario
o rastreamento cervical adequado. (VU et al., 2018) O principal objetivo do
rastreamento cervical é reduzir a incidéncia de cancer cervical, reduzindo a
prevaléncia de doengas pré-invasivas que se tornardo cancer invasivo do colo
do dtero. (COX; SNEYD, 2018)

O protocolo de rastreamento ideal para o cancer do colo do Utero identifica
lesbes cervicais em um momento em que o tratamento é potencialmente
curativo, limitando o potencial de sobretratamento. Historicamente, o teste com
um exame de Papanicolaou, mais tecnicamente referido como citologia, tem sido
0 método de rastreio primario mais difundido e eficaz. Os programas de triagem
citolégica sdo a razdo pela qual os locais com altos recursos tiveram reducdes
significativas na incidéncia e na mortalidade por cancer do colo do utero.
(JEMAL; WARD; THUN, 2010) No entanto, evidéncias crescentes sugerem que
a citologia ndo é um método perfeito, ja que esse método é muito subjetivo e sua
sensibilidade a lesbes pré-cancerosas de alto grau esta entre 51% e 53%.
(CUZICK et al., 2006; RI1ZZO; FELDMAN, 2018)

Nesse contexto, novas metodologias que possam complementar ou até
melhorar os protocolos atuais sdo muito bem-vindas na pesquisa clinica e
biomédica. Com o objetivo de possibilitar o diagnéstico precoce do cancer,
técnicas rapidas, sensiveis e de baixo custo estdo emergindo como promissoras
alternativas para a analise de fluidos biologicos como soro/plasma e urina, que
podem ser facilmente obtidos de pacientes e refletem a condigéo fisiopatolégica
dos individuos. Uma vez que Paper Spray ionization - PSI € uma técnica
adequada para analisar amostras complexas, esta técnica poderia ser usada

como um meétodo alternativo de triagem para classificar lesdes cancerigenas do
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colo do utero a partir de biofluidos, como o plasma sanguineo. Uma maneira de

realizar essa triagem é avaliar o perfil lipidico plasmatico. (GILES et al., 2018)

Os lipidios séo os metabolitos mais abundantes na circulacdo e séo partes
integrantes da estrutura e funcdo das células. Suas alteracdes estdo
relacionadas a gravidade e desfecho das doengas. Os avancos tecnoldgicos nas
modernas plataformas lipiddmicas baseadas em MS permitiram a identificagao e
guantificacdo de uma grande variedade de lipidios. Esses avancgos fornecem
oportunidades para expandir as capacidades de diagndstico por meio de
esforcos de descoberta de biomarcadores, identificar novas alteragées nos
caminhos envolvidos e, potencialmente, identificar alvos passiveis de
intervencdo. (AFSHINNIA et al., 2018)

Considerando a complexidade dos dados e o excesso de variaveis que
podem ser extraidas na andlise lipidica pela MS, é necessério o uso de analise
multivariada dos dados. Isto pode ser realizado por uma combinacéo de selecéo
de caracteristicas, onde apenas caracteristicas espectrais quimicamente
relevantes do espectro MS sédo selecionadas, e classificacdo multivariada, onde
as amostras sao atribuidas a grupos pré-estabelecidos com base em suas
caracteristicas quimicas. Um algoritmo popular para selecéo e classificacdo de
caracteristicas € o algoritmo Successive projections algorithm linear discriminant
analysis (SPA-LDA), onde o espectro MS original € reduzido a menos
caracteristicas selecionadas seguidas de um classificador discriminante linear

aplicado a essas caracteristicas.

As principais vantagens sdo que o SPA-LDA reduz a multi-colinearidade
de dados, eliminando informagdes redundantes do espectro MS, e é um método
deterministico, isto é, sempre fornece o mesmo resultado independentemente
de quantas vezes o algoritmo € executado. A principal desvantagem do SPA-
LDA é seu tempo de processamento, em particular para conjuntos de dados
maiores, como dados baseados em MS. Para superar este problema, o SPA-
LDA pode ser aplicado em pequenos intervalos de valores m/z, sendo, portanto,
chamado de interval-successive projections algorithm linear discriminant
analysis (iSPA-LDA). (DE ARAUJO GOMES et al., 2013).
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Neste capitulo, o PSI foi utilizado juntamente com iISPA-LDA para detectar
biomarcadores de lipidios do céncer cervical usando lipidémica do plasma

sanguineo sem pré-tratamento.
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais, Padroes Analiticos e Solventes

Metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) grau HPLC e acido férmico foram
adquiridos da J. T. Baker (New Jersey, USA). Papel filtro Whatman #1 (poros de
11 mm) foram adquiridos de Whatman International Ltd. (Maidstone, England).

3.2.2 Coleta e preparo das amostras

Foram adquiridas amostras de sangue de mulheres voluntérias,
residentes no estado do Rio Grande do Norte (Brasil), que frequentam a
Maternidade Escola Januéario Cicco (MEJC) do Sistema Unico de Salde para
consultas de triagem de patologia cervical e servicos de referéncia para
colposcopia no periodo de julho de 2014 a marco de 2016. O Comité de Etica
Institucional Pesquisa Humana do Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL)
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) (Brasil) aprovou este
estudo (protocolo n° 526/11) e obteve-se consentimento de todas as voluntéarias.
Além disso, todos os métodos neste estudo foram realizados de acordo com as
diretrizes aprovadas. Vale mencionar que este trabalho contou com a
colaboracdo do Prof. Dr. Kassio M. G. Lima, do Instituto de Quimica, da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Um total de 86 amostras de sangue de diferentes mulheres foram
coletadas por punc¢éo venosa em tubos contendo o anticoagulante EDTA e duas
horas apds a coleta de sangue, o plasma foi separado por gradiente de
densidade e aliquotas do plasma foram transferidas para tubos criogénicos e

armazenadas a -80 ° C até a analise.
3.2.3 Analise dos plasmas por Paper Spray lonization

Um volume de 10 pL de amostra de plasma foi adicionado ao papel filtro
cortado em formato triangular (lados de 1 cm) sem qualquer pré-tratamento da
amostra (Figura 3.1). O papel triangular foi posicionado a cerca de 4 mm da
entrada do MS. Entdo, uma alta voltagem de 3,5 kV foi aplicada na base de cada
papel triangular previamente molhado com 20 yL de solvente de spray com 0,1%

de acido férmico (Figura 3.2).

54



Figura 3.1. Papel filtro cortado triangularmente com a amostra aplicada, pronto para a

analise.

Figura 3.2. Analise por Paper Spray lonization. FONTE: (SILVA, 2018)

Foram testados diferentes tempos de secagem do plasma adicionado ao
papel: 0 min, 5 min, 30 min, 1 h e 6 h. Os seguintes sistemas de solventes de
spray foram avaliados: MeOH; MeOH/H20 (50:50); MeOH/H20 (70:30); ACN;
ACN/H20 (50:50); e ACN/H20 (70:30).

ApOs a selecdo do melhor tempo de secagem e do solvente de spray, as
analises foram realizadas em modo de ionizacdo positivo utilizando o
espectrometro de massas LCQ XL ™ lon Trap (Thermo Scientific, San Jose,
EUA). Outros parametros utlizados foram: voltagem do spray: 3,5 kV;
Temperatura do capilar: 275 °C; S-lente Nivel de RF: 50%; faixa de varredura:
100-1000 m/z.
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3.2.4 Analise computacional dos dados

Os espectros de massas resultante das analises foram transformados em
arquivos .txt usando o pacote de software Xcalibur Analysis (verséo 2.0, Service
Release 2, Thermo Electron Corporation). A analise dos dados foi realizada no
ambiente MATLAB® versdo R2014b (MathWorks Inc., Natick, EUA) onde os
dados dos espectros foram corrigidos por uma rotina feita em laboratério para
garantir que todos os espectros de massas tivessem o mesmo tamanho e que
todos os picos estivessem alinhados. Posteriormente, a normalizacdo foi
aplicada para que a soma dos quadrados de cada linha (espectro) fosse igual a
1.

Antes da modelagem, as amostras foram divididas em dois grupos:
Treinamento (~70%, n= 60 amostras [35 NILM e 25 SIL] e Teste (~ 30%, n = 26
amostras [14 NILM e 12 SIL]) (Figura 3.3) utilizando o algoritmo de selegéo de
amostras de Kennard-Stone (KENNARD; STONE, 1969), que seleciona as
amostras de maior variabilidade para esse conjunto de dados para serem as de
treinamento. Onde NILM é negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade
(controles saudaveis) e SIL é leséo intraepitelial escamosa (amostra cancerosa).
A guantidade de amostras de treinamento € maior que as de teste para
contemplar a maior variabilidade dos dados. Os dados de treinamento foram
utilizados para construcéo e otimizacdo de modelos, enquanto os dados de teste

para avaliacao final do modelo.

56



35 amostras
sao NILM

Treinamento

60 amostras
(~70%)

25 amostras
sao SIL

86 amostras

14 amostras

26 amostras sdo NILM

(¥30%) 12 amostras

sao SIL

Figura 3.3. Fluxograma da divisdo das amostras em grupo de treinamento e de teste,
onde NILM é negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade (controles saudaveis) e

SIL é leséo intraepitelial escamosa (amostra cancerosa).

Cada espectro tinha um tamanho final de 7.040 m/z variando de
100,20000 a 999,90000 m/z. O iISPA-LDA foi aplicado em intervalos de 7 janelas,
onde os intervalos de 1 a 6 tiveram tamanhos de 1006 m/z, enquanto o intervalo
7 teve tamanho de 1004 m/z. No iSPA-LDA, um algoritmo de projecbes
sucessivas (SPA) é aplicado ao conjunto de treinamento, reduzindo o intervalo
de dados pré-processados a um pequeno numero de variaveis ortogonais (ou
seja, valores m/z). Isto é feito minimizando a multi-colinearidade dos dados de
acordo com o minimo do risco médio de erro de classificacdo (COSTA et al.,
2016).

O desempenho do modelo foi avaliado por meio da Exatiddo (nimero total
de amostras corretamente classificadas considerando verdadeiros e falsos
negativos); Sensibilidade (proporcdo de testes positivos corretamente
identificados), Especificidade (proporcdo de testes negativos corretamente
identificados), Valor Preditivo Positivo (VPP, niUmero de testes positivos que sao
verdadeiros positivos); Valor Preditivo Negativo (VPN, numero de testes
negativos que séo verdadeiros negativos); e Precisédo (capacidade do modelo de
classificagdo de nao incluir amostras de outras classes na classe considerada)
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(BALLABIO; CONSONNI, 2013; MORAIS; LIMA, 2017). Esses parametros séo

calculados da seguinte maneira:

Exatidio(%) = (————) x 100 1)
Sensibilidade(%) = (— =) x 100 )
Especificidade(%) = (T;FFP) %X 100 3)
VPP(%) = (——=) x 100 &)
VPN(%) = (=) X 100 )
Precisdao(%) = (Tn—P) x 100 (6)

onde TP significa verdadeiros positivos; TN para negativos verdadeiros; FP para
falsos positivos; FN para falsos negativos; e n para o nimero total de amostras

atribuidas a classe de interesse.
3.2.5 Identificacdo dos lipidios selecionados pelo modelo

Para identificar os lipidios selecionados pelo modelo nas amostras de
plasma, empregou-se um espectrometro de massas de alta resolugéo, o Q
Exactive ™ (Thermo Scientific, San Jose, EUA). Os parametros utilizados foram:
resolucdo: 140.000; voltagem do spray: 3,5 kV; temperatura do capilar: 275 C°;

S-lente Nivel de RF: 50%. As analises foram realizadas em triplicata.

As estruturas quimicas das variaveis selecionadas pelo iISPA-LDA foram
propostas com base no banco de dados LIPID MAPS® Lipidomic Gateway
seguindo o seguinte caminho: ‘Resources’ — ‘Tools’ — ‘Multiple Lipid Classes’

— ‘Search LMSD for curated and/or computationally-generated lipids’.
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Para confirmar a identificagéo, foram realizados experimentos de MS/MS
de cada lipidio utilizando o espectrdmetro de massas micrOTOF-Q Il (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para avaliar as condi¢cdes de andlise de PSI, foram avaliados diferentes
tempos de secagem do plasma no papel antes da analise de MS, incluindo 0, 5
min, 30 min, 1 h e 6 h. Observou-se que nao houve diferenca significativa no
tempo de secagem, portanto O tempo 0 (aplicacéo de plasma e posterior analise
de MS sem secagem) foi escolhido pois esta diretamente ligado a necessidade
de analises rapidas na triagem cervical, j& que o0s analitos plasmaticos
adequados sédo obtidos em segundos. Outro parametro PSI avaliado foi o
solvente de pulverizag&o. Diferentes sistemas de solventes foram testados, tais
como MeOH, MeOH/H20 (50:50), MeOH/H20 (70:30), ACN, ACN/H20 (50:50) e
ACN/H20 (70:30). O solvente de pulverizagédo de MeOH forneceu ions no modo
positivo com intensidades mais elevadas do que os outros sistemas de solvente
(Figura 3.4).
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Figura 3.4. Espectros de massas da avaliagdo do tempo de secagem da amostra

utilizando o metanol como solvente de spray analisando plasma por PSI(+).

Apos a avaliagcao, PSI foi empregado para discriminar as 37 amostras de
cancer e 49 amostras de plasma saudavel. A Figura 3.5a mostra um espectro
de massas de uma amostra cancerosa e a Figura 3.5b mostra um espectro de
massas de uma amostra saudavel, ambos utilizando PSI. Na regido de massa
alta (m/z>500), os espectros de massas foram dominados por lipidios tanto nas

amostras cancerigenas quanto nas saudaveis.
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Figura 3.5. Espectros de massas de PSI (+) de (a) amostra de plasma com cancer e (b)

amostra de plasma saudavel.

Todas as 86 amostras apresentaram espectro de massas com perfis
lipidicos semelhantes, por isso foi necessaria aplicar uma anélise computacional
dos dados para encontrar marcadores lipidicos que diferenciem as amostras com
cancer das amostras saudaveis e que foram mascarados pela grande

guantidade de informacao.

Considerando a complexidade dos dados e 0 excesso de variaveis que
podem ser extraidas na analise lipidica pela MS, € necessario o uso de técnicas
guimiométricas para o tratamento dos dados. Isto pode ser realizado por uma
combinacao de selegéo de caracteristicas, onde apenas informacdes espectrais
guimicamente relevantes do espectro MS sao selecionadas, e classificacédo
multivariada, onde as amostras sdo atribuidas a grupos pré-estabelecidos com
base em suas caracteristicas quimicas. Com isso utilizou-se o algoritmo iSPA-

LDA para separar as amostras doentes das amostras saudaveis
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A Exatiddo (numero total de amostras corretamente classificadas
considerando verdadeiros e falsos negativos) da classificagédo de iSPA-LDA para
discriminar NILM (negativo para leséo intraepitelial ou malignidade (controles
saudaveis)) e SIL (lesdo intraepitelial escamosa (cancerosa)) com base nos
espectros de PSI(+) foi igual a 77%, valor justo considerando o diagndstico

clinico, pois como classificacao geral foi encontrado um erro <25%.

O VPP (numero de testes positivos que sédo verdadeiros positivos) e 0
VPN (numero de testes negativos que sao verdadeiros negativos) foram,
respectivamente, iguais a 80% e 75%, respectivamente, indicando que as
amostras de cancer sao melhor classificadas do que as amostras de controle

saudaveis, o que sugere um potencial desse modelo para detec¢éo de cancer.

O iSPA-LDA apresentou sensibilidade (proporcdo de testes positivos
corretamente identificados) de 86%. Embora esse algoritmo tenha apresentado
especificidade (proporcdo de testes negativos corretamente identificados) de
67%, que € relativamente baixa, esse valor estd acima do padrdo para
diagndstico de lesdes pré-cancerosas de alto grau (51%-53%) (RIZZO;
FELDMAN, 2018). Além disso, a precisdo para as amostras NILM foi de 75%,
enquanto para SIL é de 80%, indicando uma baixa probabilidade de classificagdo

errada, em particular para amostras com cancer.

A Figura 3.6 ilustra as previsdes das amostras de plasma estudadas pelo
modelo. Observou-se nessa figura que no conjunto teste, 5 amostras foram
erroneamente classificadas, justificando os valores de exatiddo, sensibilidade,
precisédo obtidos pelo iISPA-LDA.
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Figura 3.6. Funcdo discriminante iSPA-LDA (DF), onde NILM: negativo para lesdo
intraepitelial ou malignidade (controles saudaveis) e SIL: lesdo intraepitelial escamosa

(cancerosa).

Outros algoritmos de classificacao foram testados, mas com desempenho
de diagnostico mais fraco. Por exemplo, usando analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA), a precisdo, sensibilidade e
especificidade foram encontradas em 54%, 36% e 67%, respectivamente.
Portanto, o iISPA-LDA obteve o melhor desempenho dentre os algoritmos de
classificacdo aplicados a este conjunto de dados.

Apés a avaliacdo do desempenho do modelo, o algoritmo iISPA-LDA foi
aplicado para selecionar as variaveis (valores de m/z) que diferenciam as
amostras doentes e saudaveis. O iISPA-LDA selecionou um total de 54 variaveis
(Figura 3.7); no entanto, apenas 8 tinham uma estrutura lipidémica relevante
bioguimicamente correspondente no banco de dados. A Tabela 3.1 mostra os
valores de m/z para estes 8 ions com suas férmulas moleculares, as transi¢cdes

nos experimentos MS/MS, os nomes dos lipidios.
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Figura 3.7. Variaveis selecionadas pelo iSPA-LDA

Tabela 3.1. Biomarcadores lipidicos associados a diferenciacdo de amostras de plasma
cancerigeno e saudavel identificadas por PSI (+) e iSPA-LDA.

m/z Erro** MS? Formula molecular Lipidio A*
579,29260 -0,475 579,3-532,9 [C27H47011P + HJ* PKODIA-PA C
725,55609 -0,973 725,5-666,5 [C3H79N206P + Na]* SM(d18:1/16:0) C
780,55094 -0,559 780,5—721,5 [Ca2HsoNOgP + Na]* PC(16:0/18:2) C
782,56679 -0,302 782,6—723,5 [CaHs2NOgP + Na]* PC(16:0/18:1) C

C

C16(0OH)
Sulfatideo

798,54034 -0,500 798,5—184,0 [CasHzisNO:P + Na]* PE(P-18:0/22:6) H
808,58489 -0,237 808,5-749,5  [CuHz:NOsP + HI*  PC(16:0/22:5) H

834,59847 0,173  835,5—5769,5 [CssHssNOgP + Na]* PC(18:0/20:3) H
**Erro em ppm. *A= amostra; C = cancer; H = saudavel.

796,52325 -0,846 796,3—737,4  [CaoH77NO12S + HJ*

Duas classes lipidicas foram encontradas, os glicerofosfolipidios e os
esfingolipideos. Esses lipidios sdo componentes da membrana celular e
lipoproteinas e estdo envolvidos em processos biologicos, como inflamacéo e
diferenciacao celular (GLASS; OLEFSKY, 2012; MASOODI et al., 2015).
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O ion m/z 579 foi atribuido a PKODIA-PA, um glicerofosfolipido oxidado
associado a imunidade (HAZEN, 2008). O m/z 725, SM (d18:1/16:0), é uma
esfingomielina, que é encontrada em concentracfes particularmente elevadas
nas membranas das células nervosas e dos globulos vermelhos (MILHAS;
CLARKE; HANNUN, 2010). Os ions m/z 780, 782, 808 e 834 foram atribuidos ao
PC(16:0/18:2), PC(16:0/18:1), PC(16:0/22:5) e PC(18:0/20:3), respectivamente,
sao fosforilcolinas, os principais lipidios estruturais da membrana plasmatica
(POLLARD et al., 2016). O ion m/z 796, C16(OH) sulfatide, € um Sulfatideo. Os
Sulfatideos s&o sulfoglicosolipidos anidnicos encontrados principalmente nas
membranas plasmaticas das células. Foram notificadas aumento nas
concentracfes de sulfatideos em pacientes com carcinoma renais, ho
adenocarcinoma do célon e no pulmdo, e cancer de ovario (MIRZAIAN;
KRAMER; POORTHUIS, 2015). O m/z 798, identificado como PE(P-18:0/22:6),
um lipidio que ja foi relacionado a sindrome do ovario policistico (MORAN et al.,
2017). Entéo, foi possivel observar que os lipidios C16(OH) sulfatide e PE(P-

18:0/22:6) ja foram associados a doencas no sistema reprodutor feminino.

Portanto, o uso estratégico do PSl associado a iISPA-LDA foi determinante
para alcancar um nivel de exatiddo que permite utilizar esta metodologia para
efeito de comparacdo com o exame citopatologico tradicional, evitando a

subjetividade interna deste exame.
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3.4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo evidencia a possibilidade de inser¢cdo de uma nova
metodologia capaz de explorar uma maior quantidade de dados médicos por
espectrometria de massas ambiente combinada com classificagcdo multivariada,
sendo uma alternativa promissora a classificacdo de plasma sanguineo de
mulheres NILM e SIL com base em uma abordagem lipidémica n&o direcionada,
auxiliando no diagndstico precoce do cancer do colo do Utero e maior chance de

cura para os individuos.

A metodologia experimental foi definida escolhendo 0 min como melhor
tempo de secagem e utilizando metanol como sistema de solvente. A
metodologia se mostrou simples, rapida e com o minimo preparo da amostra,
sendo a amostra praticamente injetada diretamente no espectrometro de
massas. Apesar da complexidade natural exibida pelos lipidios em organismos
bioldgicos, a analise multivariada foi capaz de extrair informacdes significativas
dos dados da espectrometria de massas permitindo classificar corretamente as

amostras analisadas.

O algoritmo iSPA-LDA foi aplicado aos dados de espectros de massas,
gerando uma precisao de classificacdo de 77% para o diagnéstico de cancer. Os
principais biomarcadores lipidicos selecionados pela iSPA-LDA associados a
diferenciacdo das amostras foram os lipidios da classe glicerofosfolipidios e os
esfingolipidios na faixa entre 579 e 835 m/z, sendo que dois lipidios ja foram

relacionados na literatura a doencgas no sistema reprodutor feminino.

Como perspectivas futuras, pode-se utilizar essa metodologia descrita
juntamente com as analises citopatologicas em um grupo maior de amostra para
gue com isso haja um ganho na precisdo do método. Ainda, € possivel utilizar a
técnica PSI com analise multivariada apresentada aqui, para detectar

biomarcadores de outras doencas.
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CAPITULO I

Desenvolvimento de uma nova fonte de ionizacgao -

ESI grafite- e sua aplicacdo em metabolémica clinica
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4.1 CAPITULO Il - Desenvolvimento de uma nova fonte de ionizag&o - ESI

grafite- e sua aplicacdo em metabolémica clinica
4.2 INTRODUCAO

Como exposto no capitulo 1, diferentes materiais tém sido usados como
substrato para o Substrate Electrospray lonization. Neste trabalho, utilizou-se
grafite de lapiseira como nova sonda de amostragem e emissor de ESI. O grafite
de lapiseira ja tem sido largamente utilizado como eletrodo em eletroanalises.
(BULEANDRA et al., 2019; NAGARAJAN et al., 2019; VISHNU; BADHULIKA,
2019). Esse material tem tido ampla atencao devido ao seu carbono hibridizado
sp? que apresenta boa adsorcdo, condutividade, facilidade de preparacéo e
propriedades de modificacdo da superficie. (PURUSHOTHAMA et al., 2018)

Cerca de 4% do grafite mundial € usado para produzir lapis, consistindo
em po fino de grafite numa matriz inorganica (resina) ou organica (argila ou um
polimero elevado, por exemplo, celulose). Os grafites de lapiseira contém grafite
(~65%), argila (~30%) e um ligante (cera, resinas ou alto polimero. (DAVID;
POPA; BULEANDRA, 2017) Kariuki, (2012) mostrou que a argila adicionada no
grafite de lapiseira tem uma influéncia importante na quimica (por exemplo, troca
ibnica) e nas propriedades estruturais (por exemplo, grau de desordem e
morfologia da superficie).

As hastes de grafite que comumente sdo usadas como recargas de
lapiseiras, estdo prontamente disponiveis a um preco significativamente baixo
em todo o mundo (uma média de 1 USD por 24 unidades no Brasil). O recurso
renovavel das hastes de grafite precisa ser considerado, pois a ponta usada em
uma analise pode ser facilmente removida e outras pontas podem ser criadas a
partir de uma Unica haste. Do ponto de vista da quimica verde, um pegueno
material de uma haste de grafite pode ser usado como emissor ESI, e pode ser
prontamente descartado apos o uso. (KAWDE; BAIG; SAJID, 2016) Além disso,
os grafites ttm uma superficie rugosa que permite o enriquecimento efetivo da
solugdo da amostra na ponta. (LIN; LOW; CHUANG, 2016) Outras
caracteristicas significativas das hastes de grafite sdo alta condutividade elétrica,

excelente rigidez mecanica, disponibilidade em grande escala, facilidade de
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manutencdo, portabilidade, facil manuseio, féacil funcionalizagdo, baixa
toxicidade e inércia quimica (DAVID; POPA; BULEANDRA, 2017; KAWDE;
BAIG; SAJID, 2016; LI et al., 2012).

Nesse sentido, foi desenvolvido um método de Substrate Electrospray
lonization utilizando grafite. O método foi otimizado e empregado para a analise
de uma variedade de compostos, incluindo drogas ilicitas, hormonios,
aminoacidos, proteinas, biomarcadores para diagndstico clinico e determinacéo
direta de lipideos cerebrais de camundongos e seu uso potencial para analise

de distribuicdo local do cérebro.
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4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Materiais, Padroes Analiticos e Solventes

Metanol grau HPLC, hidréxido de aménio e acido férmico foram adquiridos
de J. T. Baker (Phillipsburg, EUA). Os padrGes analiticos de cristal violeta,
dopamina, levonorgestrel, creatinina, triptofano, &cido butirico, cocaina e
lisozima foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Grafites de
lapiseira (Faber Castell®) de diferentes espessuras (0,2; 0,5; 0;7; 0,9; 1,6 mm)

foram adquiridas de um supermercado local (Goiania, Brasil).

Amostras de urina (aceitas pelo comité de ética regional da Universidade
Federal de Goiés, protocolo 056/13) foram fornecidas por voluntarios que ndo

haviam sido expostos a nenhum medicamento por pelo menos 72 horas.

Utilizou-se camundongos Swiss machos, pesando de 40 a 50 g com 10 a
12 semanas de idade. Os animais foram cedidos pelas Instituicbes de
Puericultura do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Goias (ICB-UFG), Goiania, Goias, Brasil. Os animais foram mantidos em ciclo
de 12 horas de luz, a 25°C, com acesso livre a 4gua e alimentos. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentac¢éo Animal
da UFG (Protocolo n°® 44/18). Como tal, todos os esforcos foram feitos para

minimizar o sofrimento dos animais, reduzir o nidmero de animais utilizados.
4.3.2 Preparo das amostras

Solugdes estoque de dopamina, levonorgestrel, cristal violeta, triptofano,
acido butirico, cocaina e lisozima foram preparadas em metanol na concentracéo
de 1 mg mL1. A creatinina foi preparada em urina sintética (DBIRA et al., 2015)
a 1 mg mL*. Posteriormente, aliquotas das solucdes estoque foram diluidas nas
mesmas matrizes, a fim de obter as concentracbes desejadas, acidificadas
(acido férmico 0,1%) ou basificadas (hidroxido de aménio 0,1%), conforme o

modo de leitura, modo positivo ou negativo, respectivamente.

O cérebro de camundongo foi analisado in-vivo ou imediatamente apos o
descongelamento, dependendo da analise. Para realizar a anéalise da urina real

ela foi diluida 60 vezes.
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4.3.3 Montagem da fonte ESI grafite

O grafite foi preso por um clipe de metal ligado a uma fonte de alimentacéo
de alta tensdo. A ponta do grafite foi posicionada a aproximadamente 5 mm da
entrada do espectrometro de massas. As amostras em solucédo foram gotejadas
na ponta de grafite usando uma tubulacdo de polieteretercetona (PEEK)
conectada a uma seringa contendo a amostra (Figura 4.1a). Para a analise do
cérebro do camundongo, determinadas regides, escolhidas previamente de
acordo com o interesse, foram perfuradas pela ponta do grafite (Figura 4.1b)
para coletar uma quantidade de amostra e, posteriormente o grafite preso pelo
clipe de metal foi posicionado em frente ao espectrometro de massas e foi
gotejado solvente de pulverizacdo (metanol com 0,1% de &cido formico) na ponta
de grafite utilizando a tubagem PEEK e a seringa. Uma alta voltagem foi aplicada

na haste de grafite, gerando ions na fase gasosa para analise de MS.

(b)

Figura 4.1. Esquema da fonte ESI grafite: (a) posicdo do grafite e aplicacdo da

amostra/solvente; (b) amostragem do cérebro de camundongo pelo grafite.

O ESI grafite foi utilizado em um espectrometro de massas lon trap 3D
(LCQ Fleet ™, Thermo Scientific ™). Todas as analises foram realizadas com a
temperatura capilar ajustada a 250 °C, voltagem capilar a 40 V, voltagem da lente
do tubo a 50 V e energia de colisdo a 25 eV. Os espectros de massas foram
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adquiridos em triplicatas usando o software Thermo Tune Plus no modo de
exploracdo continua por um minuto com uma taxa de aquisi¢ao de 0,5 varreduras

por segundo. O tempo de anélise € de 1 minuto.
4.3.4 Avaliacdo dos parametros do ESI grafite

Inicialmente, a espessura do grafite foi avaliada de forma univariada,
variando de 0,5 a 1,6 mm para determinar qual espessura proporciona um
melhor desempenho, utilizando uma solucéo de cristal violeta (m/z 373, [M+H]*)
a 1000 ug Lt em metanol. Para essa avaliacdo, a voltagem aplicada ao grafite
foi de 3,5 kV, o angulo do grafite em relacdo ao espectrometro de massas foi de
180 ° e o fluxo da amostra gotejada foi de 5 yL min, esses fatores foram

definidos de acordo com o estudo de HU et al., (2018).

Posteriormente, trés parametros da analise por ESI grafite foram
avaliados de forma multivariada a fim de se obter a melhor relacédo (estabilidade
de spray)/(intensidade do ion), que foram: voltagem aplicada ao grafite (2, 3,4 e
5 kV), angulo do grafite em relacdo a entrada do espectrémetro de massas (90,
135 e 180 °) (Figura 4.2) e fluxo da amostra gotejada (5, 10 e 15 yL min-t). Todos
esses parametros foram otimizados usando uma solucéo de cristal violeta a 1000

ug L't em metanol.

v/ 1] e
90° 135° 180°

Figura 4.2. Fonte ESI grafite com os angulos do grafite em relagdo a entrada do
espectrometro de massas testados.
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4.3.5 Anélises com ESI grafite
4.3.5.1 Anédlises de amostras em solucéo

Foram testadas a capacidade de ionizacdo de moléculas de diferentes
massas e polaridades por ESI grafite, incluindo: dopamina a 1000 ug L%,
levonorgestrel a 1000 ug L%, triptofano a 1000 ug L, acido butirico a 1000
ug L%, cocaina a 100 ug L2, creatinina a 1400 ug L e lisozima a 1000 ug L?
(Figura 4.3). Experimentos de MS?2 foram realizados para a confirmacgéo da

identificacdo de cada molécula.

CH,
N>:NH I
Vi oH
o~ N a5
H
Dopamina Levonorgestrel Creatinina Triptofano
MM = 153 Da MM = 312 Da MM = 113 Da MM = 204 Da
0 _ 0
/\)L HO/
- e
d
Acido Butirico Cocaina Lisozima
MM = 88 Da MM = 303 Da MM = 14.314 Da

Figura 4.3. Estrutura das moléculas analisadas por ESI grafite.
4.3.5.2 Andlise quantitativa

Posteriormente, para avaliar o desempenho analitico do ESI grafite, foi
construida uma curva analitica e calculados LOD (limite de detec¢édo) e LOQ
(limite de quantificagéo) da creatinina em urina artificial. O LOD foi determinado
através da equacao Sbiank + 3 X Oblank € 0 LOQ foi calculado por Sbiank + 10 X Oblank,
onde Shiank € @ média do sinal do branco, e Obiank € 0 desvio padréo de 10
replicatas do branco (DAMON et al., 2016). A curva analitica da creatina foi
construida nas concentragdes de 100, 700, 1400, 2200 e 3000 ug L1, a partir
das intensidades do ion do produto no processo de fragmentacao caracteristica
da creatinina (m/z 114 — 86) (MS/MS). E ainda, foram realizadas anélises de
determinacao de creatinina em 3 amostras de urina reais. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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4.35.3 Anélises em amostras soélidas

Finalmente, para testar a capacidade de analise em amostras solidas, o
ESI grafite foi utilizado na analise de cérebros de camundongos e foi verificado
seu uso potencial para analise de distribuicéo local do cérebro. Foram analisadas
as regides do cortex, do cerebelo e do ventriculo (Figura 4.4) em 5 camundongos
fémeas e em 5 machos. Na andlise da regido do ventriculo a amostra foi coletada
em ratos in-vivo (Figura 4.5).

Cortex
Ventriculo

Figura 4.4. Vista sagital média do cérebro do camundongo demonstrando as areas
analisadas por ESI grafite. FONTE: Adaptada de “Washington University in St. Louis”,
(2019)

Figura 4.5. Foto da coleta de amostra para andlise da regido do ventriculo do
camundongo. O grafite de espessura 0,2 mm foi inserido dentro de uma cénula

implantada previamente através de cirurgia.
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ApOGs as analises, os dados obtidos foram tratados utilizando analise
estatistica multivariada por Principal Component Analysis (PCA), para avaliar a
potencialidade da técnica na classificacédo de individuos macho e fémea e, ainda,

na distincdo de 3 regifes do cérebro (cortex, cerebelo e ventriculo).

A analise computacional incluindo importagdo e pré-processamento de
dados, bem como a constru¢do do modelo multivariado (PCA) foi executado
dentro do ambiente MATLAB® R2010a (MathWorks Inc, Natick, MA, EUA)
usando o PLS Toolbox verséo 7.9.3 (Eigenvector Research, Inc., USA) e rotinas.
Inicialmente, foram agrupados todos os espectros em uma matriz de dados
regular, ou seja, amostras nas intensidades de linhas e m/z nas colunas, foi
necessario criar um vetor comum de valores m/z, ja que cada amostra tinha seu
préprio espectro de massa (com valores diferentes de m/z). Assim, foi utilizada
uma rotina computacional para garantir que todos os espectros de massas
tivessem o mesmo tamanho, entdo a matriz de dados de dimensdes 30 x 15249
foi cortada apresentando dimensdes finais de 30 x 1501. Depois disso, a matriz
foi corrigida a linha base e normalizado para que a soma dos quadrados de cada

linha (amostra) fosse igual a 1.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.4.1 Avaliagcao dos parametros do ESI grafite

Um experimento inicial foi realizado para determinar qual espessura de
grafite fornece o desempenho mais apropriado. As intensidades do ion do cristal

violeta (m/z 373, [M+H]*) foram plotadas como um gréfico de barras (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Gréfico de barras das intensidades de sinal obtidas a partir de espectros de
massas do ESI grafite no modo positivo de cristal violeta (m/z 373, [M H]*) a 1000 pug L -*
usando diferentes espessuras de grafite. Barras de erro mostram o desvio padrdo das

medicbes replicatas (N = 3).

O grafite mais espesso apresentou a maior intensidade, devido a sua
capacidade de transportar mais amostra. Como o grafite atua como um condutor
de amostras liquidas do tubo PEEK para eletropulverizacdo, os grafites mais
finos tém uma menor superficie de contato com a amostra o que leva a perdas

de compostos antes mesmo de entrar na fase gasosa.

Para investigar a morfologia e microestrutura da superficie do grafite,
realizou-se uma analise por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da ponta
de grafite de 1,6 mm (Figura 4.7). A partir do MEV, foi possivel notar que o grafite
apresenta uma superficie formada por flocos com formas irregulares e tamanhos

micrométricos. A morfologia das superficies condutoras do grafite esta
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relacionada a rugosidade destes materiais. Moléculas podem ser adsorvidas na
superficie aspera do condutor (ROMANOWSKI, S., WOJTCZAK, 1997).
Portanto, isso corrobora com a teoria de que o grafite mais espesso tem uma
maior area de superficie de contato e é capaz de adsorver maior quantidade de

amostra.

$3

Figura 4.7. Imagem de MEV (x 1500) da ponta do grafite.

Entdo, como o grafite de 1,6 mm forneceu o sinal de ion mais intenso, ele
foi selecionado para andlises por ESI grafite. Entretanto, nas andlises de
camundongo in-vivo utilizou-se o grafite 0,2 mm pois era a Unica espessura

capaz de entrar na canula inserida para realizar a coleta da amostra.

Apés a escolha da espessura do grafite, foram avaliados a voltagem
aplicada ao grafite, o angulo do grafite em relacdo a entrada do espectrémetro
de massas e o fluxo da amostra gotejada. Os experimentos foram realizados de
forma multivariada. As combina¢Bes dos fatores e niveis, bem como a

intensidade do ion de cada experimento podem ser observadas na Tabela 4.1.

Analisando a Figura 4.8, pode-se observar que os experimentos 11, 14 e
28 proporcionaram maior intensidade do ion dentre os outros experimentos.
Entretanto, como foi avaliada a melhor relacdo (estabilidade de
spray)/(intensidade do ion), o experimento 14 foi o que apresentou melhor
resultado. Isso pode ser visto na Figura 4.9, que apresenta o cromatograma de
ions totais (TIC) para os experimentos 11, 14 e 28 e demonstram a estabilidade
do spray, em 1 minuto, de cada experimento.
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Tabela 4.1. Dados dos experimentos realizados para avaliagdo dos parametros
do ESI grafite utilizando grafite 1,6 mm.

Experimento Voltagem (kV) Angulo (°) Fluxo (ML min-) Intensidade

1 2 90 5 6.25
2 2 90 10 1535.95

3 2 90 15 0

4 2 135 5 0

5 2 135 10 190842.9 9

6 2 135 15 125628.85 .

7 2 180 5 196285.4 S *

8 2 180 10 462399.2 X 7

9 2 180 15 40075.3 g ]

10 3 90 5 356156 3

11 3 90 10 695848.5 @2 s

12 3 90 15 544396.35 s

13 3 135 5 319247.35 5

14 3 135 10 728847.85 S s

15 3 135 15 391274.25 g )

16 3 180 5 328.85 o)

17 3 180 10 498076.1 £ 1

18 3 180 15 70908.35 0

19 4 90 5 592838.2 123 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
20 4 90 10 300490.45 Experimento

21 4 90 15 347140.7

22 4 135 5 597834.2 Figura 4.8. Gréfico de barras dos resultados dos experimentos realizados para
23 4 135 10 332986.2

24 4 135 15 412320.9 avaliacdo dos parametros do ESI grafite utilizando grafite 1,6 mm. Barras de erro
25 4 180 5 574666.3 ) ) )

2 4 180 10 151167.1 mostram o desvio padréo das medi¢des replicatas. (N=2)

27 4 180 15 175066.05

28 5 90 5 637053.6

29 5 90 10 172732.1

30 5 90 15 311436.7

31 5 135 5 313662.25

32 5 135 10 220203.95

33 5 135 15 0

34 5 180 5 94173.4

35 5 180 10 102696.6

36 5 180 15 16243.05
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Figura 4.9. TIC dos experimentos 11, 14 e 28, utilizando 1000 ug.L* de cristal violeta
(m/z 373), onde é possivel observar a estabilidade do spray.

Portanto, uma vez que sinais idnicos estaveis e alta quantidade de ions
do analito sdo desejados para andlises quantitativas e reprodutiveis (MATHUR
et al., 2019; URBAN, 2019), as condicdes do experimento 14, onde se utiliza a
voltagem 3 kV, o angulo do grafite de 135° e o fluxo da amostra gotejada de 10

uL mint, foram selecionadas paras as analises futuras.

CECH; ENKE, (2001) em seus estudos sobre as implica¢cfes praticas dos
fundamentos de ionizacdo por ESI tradicional, observaram que voltagens
medianas proporciona um cone de Taylor estavel e uma geragédo ordenada de
gotas carregadas. Na regido de voltagem mais alta, varios cones e jatos
aparecem e a ejecao de gotas muda rapidamente para direcdes fora do eixo. Na
baixa voltagem, o cone de Taylor se forma brevemente, ejeta um fluxo de
goticulas e colapsa em ciclos. Isso foi exatamente o que se observou nos

experimentos realizados com ESI grafite.

Constatou-se ainda, que quando se utilizou o fluxo de 5 yL min* ocorria
quedas do sinal i6nico e o fluxo de 15 pyL min* resultou no desperdicio da
amostra devido ao derramamento da amostra. RESCHKE; TIMPERMAN, (2011)
estudaram a influéncia da interacdo do fluxo e da voltagem do ESI tradicional e
chegaram a concluséo de que a intensidade do ion aumenta conforme as taxas
de fluxo aumentam, mas o aumento na intensidade do sinal € menos do que
diretamente proporcional & quantidade de amostra consumida. Portanto, fluxos

intermediarios permitem boas intensidades do ion sem desperdicio de amostra.
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Com o objetivo de comparar a eficiéncia de ionizagao de ESI grafite com
técnicas convencionais, o ESI utilizando agulha de aco inoxidavel e o ESI
tradicional que utiliza capilar foram empregados para analise de uma solucao de

cristal violeta (1000 ug L). A Figura 4.10 mostra os TICs obtidos com as trés

técnicas.
100 - ESl tradicional

e
= 0
% 100 - ESIcom agulha
© \rr/\
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Figura 4.10. TIC para 1000 pg.L* de cristal violeta (m/z 373) utilizando ESI tradicional,
ESI com agulha e ESI grafite.

Embora todas as técnicas tenham demonstrado resultados semelhantes,
foram observadas variagbes na estabilidade do spray e diminuicdo da
intensidade dos ions no ESI com agulha de aco inoxidavel. Assim, o ESI grafite
pode ser utilizado em andlises que sao normalmente realizadas por ESI

tradicional evitando os seus problemas inerentes, ja mencionados anteriormente.
4.4.2 Anélises com ESI grafite de amostras em solucao

Foi utilizada uma variedade de analitos para testar a capacidade de
ionizacdo do ESI grafite. A Figura 4.11 apresenta 0s espectros de massas
adquiridos em uma faixa de massa de 50-2000 obtidos a partir de solucdes
metandlicas de cinco moléculas pequenas, uma proteina e da creatinina em

urina sintética.

80



14 [M+H]* e
100-IJ" (M Creatinina Oﬁ(‘”‘“ A

0

154[M+H]* Ho
1
007 \ Dopamina HomHZ B
<
O\ + /o= a
< 1007 205 [M+H] Tri G g,
< riptofano ~¢ C
2 0
B 304 [M+H]* K e
10
& O-I Cocaina M}_@ D
S0 -
o 313[M+H]* T
(_czs 100] f Levonorgestrel E
c O || NV -
S 1805
< Lisozima 1313 (+8) F
0 | E | LﬁlO) Lu(+9) Al
1007 §7 [M-HI" - , i
O-IT | Jl Acido Butirico H3C/\)I\OH G
O i (W] M § " shanth T ]
50 1000 2000
m/z

Figura 4.11. Espectros de massas de ESI grafite full scan obtidos a partir de (a)
creatinina em urina sintética a 1400 pg L, solugdes metandlicas de (b) dopamina a
1000 pg L (m/z 154 [M+H]*), (c) triptofano a 1000 pg L (m/z 205 [M+H]"), (d) cocaina
a 100 pg Lt (m/z 304 [M+H]*), (e) levonorgestrel a 1000 ug Lt (m/z 313 [M+H]"), (f)
lisozima a 1000 ug L ([M+H]*) e (g) acido butirico a 1000 ug L* (m/z 87 [M-H]).

No modo positivo, foram detectados como picos predominantes os ions
na forma protonada e, em intensidades menores, foram detectados os adutos de
sédio([M+Na]*) e potassio ([M+K]*), o que € comum em técnicas ambiente. Isso
também é observado no espectro da creatinina em urina sintética (Figura 4.11a),

onde 0 meio é rico em sais, e mesmo assim ndo houve supresséo ionica.

Em cada analise, foram detectadas as moléculas da dopamina (m/z 154
[M+H]*; m/z 176 [M+Na]*; m/z 192 [M+K]*) (Figura 4.11b), triptofano (m/z 205
[M+H]*; m/z 227 [M+Na]*; m/z 243 [M+K]") (Figura 4.11c), da cocaina (m/z 304
[M+H]*; m/z 326 [M+Na]*; m/z 342 [M+K]* (Figura 4.11d) e do levonorgestrel
(m/z 313 [M+H]*; m/z 335 [M+Na]*, m/z 351 [M+K]*) (Figura 4.11e).

A andlise da lisozima (Figura 4.11f) apresentou ions com um estado de
carga centrada em +8, com uma distribuicdo de carga estreita, indicando a
manutencao da estrutura nativa da proteina durante o processo de ionizacao.
Este resultado revela a suavidade da ionizacdo do ESI grafite e sua

aplicabilidade para andlise de macromoléculas como proteina. Além disso, o
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perfil da proteina analisada é consistente com estudos anteriores sobre a analise
da solucéo de lisozima preparada com acido formico por ESI-MS (DUARTE et
al., 2016; LEE; KIM, 2015).

Existe uma tendéncia para a ocorréncia de descarga corona quando se
utiliza o ESI tradicional no modo negativo, tornando a anélise nesse modo mais
desafiadora do que no modo positivo. A descarga corona, que é uma descarga
elétrica da ponta capilar, resulta na ionizacdo quimica do analito gasoso e das
moléculas de solvente que estdo presentes ao redor do capilar ESI. O espectro
de massas obtido durante a descarga corona é frequentemente caracterizado
por quantidades significativas de ruidos (devido as moléculas de solvente
ionizadas) e pouca estabilidade (CECH; ENKE, 2001). Portanto, no ESI
tradicional, analises do modo negativo requerem componentes especiais (como
0 uso de diferentes solventes) que suprimam a descarga corona e facilitem a

producdo de ions negativos estaveis.

O espectro de massas no modo negativo do acido butirico (m/z 87 [M-H]
) (Figura 4.11g) por ESI grafite demonstrou a molécula desprotonada como pico
de maior intensidade, apresentando pouco ruido. Demonstrando que o ESI
grafite possibilita analises no modo negativo de solucbes metandlicas sem

problemas e sem usar nenhum outro artificio.

A caracteristica de MS em série (MS/MS ou MS?®) de um espectrometro
de massas desempenha um papel essencial na analise direta de amostras
complexas sem pré-tratamento ou separacdo cromatografica. Padrdes
caracteristicos de fragmentagéo correspondentes as informacdes estruturais do
analito sdo Uteis para confirmar sua identidade quimica. Como o ESI grafite é
uma técnica de MS ambiente simples e barata, ele tende a ser usado fora de
laboratérios para permitir analises MS em ambientes externos, acoplando a
técnica de ionizacdo a espectrdmetros de massas portateis. Esses instrumentos
geralmente tém analisadores de massas de baixa resolucdo, o que torna a
analise de MS/MS desejavel para obter uma analise de alta especificidade sem
a necessidade de um equipamento de ultra-alta ou alta resolugédo de massas.
(DA SILVA et al., 2019)
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Como o ESI grafite foi usado para analise quantitativa, MS/MS do analito
€ muito importante para melhorar a sensibilidade pela eliminacdo do ruido
quimico na andlise direta de misturas complexas (COOKS; BUSCH; GLISH,
1983). Aqui, utilizamos o método ESI grafite para andlises de MS/MS e MS? da
dopamina, cocaina, levonorgestrel, triptofano e creatinina. A Figura 4.12
apresenta os espectros de massas dos experimentos MS/MS e MS® da
creatinina. No experimento de MS/MS (Figura 4.12a), houve uma perda de CO,
entretanto, apenas por essa perda ndo seria possivel comprovar com certeza
que seja a creatinina. Com a realizacdo de MS?2 (Figura 4.12b) observa-se a
perda de CH2Nz, caracteristico da creatinina, comprovando sua identidade (HOU
et al., 2012).

Os espectros de massas dos experimentos MS/MS e MS? da dopamina,
cocaina, levonorgestrel, triptofano podem ser encontrados nas Figura A 1 a
Figura A 4 do Apéndice, apresentando resultados detalhados sobre as perdas
de cadeia e vias de fragmentacdo caracteristicas de cada molécula. Nao foi
possivel realizar esses experimentos para o acido butirico, devido a sua massa

baixa e nem para a lisozima, devido a sua complexidade.
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Figura 4.12. a) espectros MS/MS e (b) MS? obtidos a partir da andlise ESI grafite de

creatinina a 1000 pg L1, com as fragmentacGes caracteristicas deste analito.

Isso mostra que o ESI grafite consegue analisar analitos de diferentes
caracteristicas, nos diferentes modos de ionizacdo. Todos esses resultados
fornecem evidéncias de que o meéetodo ESI grafite tem ampla aplicabilidade

analitica.
4.4.3 Analise quantitativa com ESI grafite

O desempenho quantitativo do ESI grafite foi avaliado pela analise da
creatinina em urina artificial. A curva analitica (Figura 4.13a) foi construida pelo
monitoramento da intensidade do ion de maior intensidade na transicdo de m/z
114 — 86 (perda de CO) de acordo com a concentragao de creatinina na amostra

de urina sintética, como mostrado na Figura 4.13b.

84



100
] y =0.0278x + 2.4167 o 11;1 m/z
5 R?=0.9911 100 -co
2 g )
g g .
3 g !
[
i _
g s 50 |
© -
£ & (M+H]*
- E 114
0 2 o A
0 1500 3000 < a4 100 T8
Concentragédo (ug L) o

Figura 4.13. (a)Curva analitica variando de 100 - 3000 pg L* para creatinina em urina
artificial usando ESI grafite. Barra de erros n=3. (b) Espectro ESI grafite - MS/MS em

modo positivo de creatinina (100 pg L™?) em amostra de urina artificial.

Obteve-se uma curva de calibracdo com concentracdes que variaram de
100 a 3000 pg L, com um coeficiente de correlagédo (R?) de 0,9911 (Figura
4.13a). O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram 6,1
hg Lt e 20,5 ug L1, respectivamente.

Apesar dos resultados analiticos serem satisfatorios, néo foi utilizado um
padrao interno (IS). DEVENPORT et al., (2014) utilizaram IS deuterado na
determinacao de creatinina em urina por espectrometria de massas ambiente e
obtiveram linearidade de R? = 0,986. A linearidade obtida por ESI grafite, sem o
uso de IS, foi de R? = 0,9911. Esse dado colabora com os esforcos para
encontrar resultados analiticos satisfatérios sem o uso de IS utilizando técnicas
de MS ambiente (WANG et al., 2019a; ZHANG et al., 2015; ZHOU et al., 2016).
Além disso, como o método ESI grafite tem o potencial de ser utilizado para
analises em campo devido a sua simplicidade e baixo custo, a introducdo de um

IS aumentara a complexidade da operacao.

Como a creatinina € um biomarcador para o diagnostico clinico, ela tem
sido amplamente analisada na urina por técnicas analiticas tradicionais e nao
tradicionais. FERNANDES et al., (2019) analisaram os niveis de creatinina na
urina humana por LC-UV e detectaram valores variando de 3900 a 18200
ug mL-t. ZUO et al., (2011) em seus estudos utilizando cromatografia de
interagdo hidrofilica encontraram valores de 728-1480 ug.mL* de creatinina em
urina humana. Além disso, o grupo de Hiraoka utilizou ESI-MS com uma sonda
de agulha de metal para deteccao direta de creatinina em amostras de urina
(CHEN et al., 2008; YOSHIMURA et al., 2009). Portanto, empregou-se o método
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ESI grafite para a determinagéo de creatinina em amostras de urina humana,
fornecidas por voluntarios. Trés amostras diferentes foram analisadas e as
concentrages de creatinina encontradas foram de 841, 979 e 1149 ug mL™2.
Esses dados mostram que o método ESI grafite tem potencial para ser
empregado no diagnostico clinico através da determinacdo de creatinina em

urina.
4.4.4 Analises com ESI grafite de amostras soélidas

O cérebro contém uma incrivel mistura de lipidios e tem sido um foco para
0s quimicos lipidicos desde que o colesterol cerebral se tornou o primeiro
composto organico a ser purificado (cristalizado) em 1834. Ele continuou a atrair
atencdo, ja que tanto doencas genéticas quanto doencas neurodegenerativas
comuns como esclerose, leucodistrofias, Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica, glioblastomas e doenca de Alzheimer tém sido associados a
distarbios no conteudo lipidico cerebral. (DAWSON, 2015)

Tendo em vista a importancia da distribuicéo lipidica no cérebro, o método
atual, ESI grafite, foi empregado para a determinacéo direta do perfil lipidico do
tecido do cérebro de camundongos. A Figura 4.14 mostra um espectro de
massas obtido a partir da analise ESI grafite no modo positivo da regido do lobo
parietal esquerdo de um cérebro de camundongo. O espectro de massas
apresentou sinais idnicos fortes na regido m/z 700-900, o que é consistente com
um perfil lipidico. A analise MS/MS dos ions mais intensos revelou as transi¢coes
de m/z 756 — 697, 772 — 713, 782 — 723 e 798 — 739 que correspondem a
uma perda neutra de trimetilamina [N(CHz)3] (59 Da), que é um ion do fragmento
de diagnostico para fosfatidilcolina (PC), uma classe de fosfolipidios contendo
colina como um grupo de cabeca. (SHANTA et al., 2012) Os ions de m/z 756 e
m/z 772 foram identificados como PC(32:0) com adutos de sodio [M+Na]* e
potassio [M+K]*, respectivamente, e os m/z 782 e m/z 798 como PC(34:1)
sodiado e potassiado, respectivamente. (JACKSON; WANG; WOODS, 2005a;
SHANTA et al., 2012) Assim, estes resultados demonstram a capacidade do
meétodo ESI grafite para detectar com sucesso um perfil lipidico numa amostra

complexa sem qualquer pré-tratamento da amostra.
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Figura 4.14. Espectro de massas de ESI grafite no modo positivo a partir da andlise do

cérebro de camundongo.

Além disso, o ESI grafite possibilitou a analise in-vivo da regido ventricular
do cérebro de rato. Essa regido € responsavel por produzir o chamado fluido
cefalorraquidiano (CSF). (OLSTAD et al., 2019) Altera¢cfes no conteudo do CSF
ocorrem na maioria das condicfes patoldgicas do sistema nervoso central. Em
uma viséo classica, a funcédo do liquido cefalorraquidiano € drenar residuos e
fatores prejudiciais derivados de doencas do parénquima cerebral. (ILLES, 2017)
Por isso, esse monitoramento in-vivo que o ESI grafite foi capaz de realizar é de
extrema importancia, uma vez que podem ser observadas mudancas em tempo

real, a partir da ingestdo de algum medicamento ou droga, por exemplo.

Apés a verificacdo da capacidade de analisar o perfil lipidico do cérebro,
o método ESI grafite foi utilizado para verificar a capacidade de diferenciacao de
regides do cérebro a partir do perfil lipidico. As regides do cortex e cerebelo
foram claramente separadas da regido ventricular, como pode ser observado na
Figura 4.15, mostrando que apresentam perfis lipidicos diferentes Isto é bem
condizente, uma vez que a regido do cortex e do cerebelo € composta de tecido

e a regido ventricular € composta apenas por um liquido, o CSF.
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Figura 4.15. Resultados da analise por PCA para amostras de cértex, cerebelo e

ventriculo de 5 camundongos fémeas e 5 machos, com valores acima de 90% de
variancia explicada. Onde a cor azul representa o ventriculo, a cor verde representa o

cortex e a cor vermelha representa o cerebelo.

Os valores de m/z que mais contribuiram para a separacéo por PCA foram
0os de m/z 782 e m/z 798, identificados como o lipidio PC (34:1) sodiado e
potassiado. Martinez-Gardeazabal et al.,, (2017), estudaram a distribuicdo
lipidica em cérebro de ratos por imageamento utilizando MALDI e observaram
que esse lipidio estava distribuido em todo o cérebro de ratos, indicando sua
presenca significativa na maioria dos tipos de membranas celulares. Além, disso
Jackson; Wang; Woods, (2005a) realizaram uma caracterizacao estrutural in situ
da regido do cértex e detectaram esse lipidio como o mais abundante nessa
regido. E os mesmos pesquisadores, em outro estudo, observaram que esse
lipidio também é o mais abundante no cerebelo. (JACKSON; WANG; WOODS,
2005b) Isso justifica a separacgéo entre cerebelo e cértex ndo ser tédo eficiente,

uma vez que esse lipidio € comum as duas regides.

Também se utilizou o ESI grafite para diferenciacdo entre individuos
macho e fémea a partir do perfil lipidico das diferentes regides do cérebro. A
Figura 4.16, Figura 4.17 e Figura 4.18 apresentam os resultados da analise por
PCA para diferenciacdo entre individuos macho e fémea, observadas em cada

regido do cérebro estudada.
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Figura 4.16. Resultado da andlise por PCA para amostras de 5 fémeas e 5 machos da

regido do cerebelo (onde a cor azul representa as fémeas e a cor marrom representa
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;r _______________________ ; ¢ Cortex Fémea
- et ~--.._| ® Cortex Macho
02- 3 ---95% Ir‘lt‘ervab Confianga
3 ! o
x 01+ i pal
s ;
~ / i f |
) IS - S N—
5 ‘ } 8 /
P | e
= -0.1 i
g | .
» i
-0.2 " i 2
| i ---------------------- 1 |
-2 -1 0 1 2 3 4

Scores on PC 1 (97.21%)

Figura 4.17. Resultado da analise por PCA para amostras de 5 fémeas e 5 machos da

regido de coértex (onde a cor vermelha representa as fémeas e a cor preta representa

0s machos).
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Figura 4.18. Resultado da analise por PCA para amostras de 5 fémeas e 5 machos

regido do ventriculo (onde a cor amarela representa as fémeas e a cor lilas representa

0s machos).
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Observa-se que houve uma clara separacao entre os individuos quando
se analisou o cortex e o cerebelo. Entretanto, a analise do ventriculo ndo
forneceu uma boa separacao. Esses resultados podem colaborar com outros
pesquisadores que estudam a diferenca de funcionamento do cérebro em
individuos machos e fémeas frente a diversos estimulos, por exemplo, a
diferenca de comportamento de stress entre machos e fémeas (YIN et al., 2019)
ou a diferenca de efeitos de drogas em machos e fémeas (SHBIRO et al., 2019),
a diferenca dos efeitos de exercicios fisicos.(SALAMA; ATTIA; ABDELRAZEK,
2019). Esses dados também abrem caminho para diferenciagdo cerebral de
machos e fémeas em analises forenses, como por exemplo na identificacdo de

restos mortais.
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4.5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em resumo, esse capitulo descreveu o desenvolvimento de um novo
meétodo de ionizacdo, o ESI grafite, em que se utiliza o grafite como um gerador
de spray. O grafite usado no método é de baixo custo, disponivel
comercialmente, facil de manusear, possui alta condutividade elétrica, superficie
porosa que permite a adesao eficaz da solucdo da amostra e, assim, aquisicédo

de sinais ibnicos duraveis; renovavel e ecologicamente correto.

Alguns parametros importantes para o método ESI grafite foram
otimizados, como a espessura (1,6 mm), o angulo do grafite em relacdo a
entrada do espectrometro de massas (135°), a taxa de fluxo de amostra ou
solvente (10 yL min!) e a voltagem aplicada ao grafite (3 kV). A configuracédo
ESI grafite otimizada demonstrou desempenho em termos de estabilidade do

spray e intensidade de ions semelhante ao ESI convencional.

O ESI grafite foi utilizado para a anélise de uma ampla gama de moléculas
tais como acido butirico, cocaina, dopamina, levonorgestrel e triptofano. N&o
foram detectados picos de massa interferentes significativos e os ions analitos
predominantes foram verificados no espectro de massas. Além disso, 0 método
forneceu uma distribuicdo de estado de carga estreita para a andlise de
proteinas, o que indica uma conservacao da estrutura da biomolécula nativa

durante o processo de ionizagao.

Analises quantitativas de creatinina em amostras de urina demonstraram
resultados concordantes com técnicas analiticas tradicionais, e foram
encontrados valores de LOD e LOQ em uma faixa de ppb. Nao é sugerido que o
meétodo ESI grafite substituira os métodos de cromatografia convencional para
analise quantitativa; em vez disso, espera-se simplesmente que a triagem

preliminar seja facilitada usando um método mais rapido e mais barato.

O método também foi utilizado na andlise in vitro e in vivo do cérebro de
camundongos, evidenciando que o ESI grafite pode ser usado para a rapida
analise de lipidios sem qualquer pré-tratamento da amostra. Devido as

propriedades finas e duras da ponta do grafite, é possivel a amostragem de
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locais especificos em amostras soélidas, como por exemplo, cantos e pequenas

aberturas.

Portanto, o método ESI grafite tem a vantagem de ndo exigir etapas
laboriosas de preparacdo de amostras antes da andlise instrumental e ainda

realizar analises de amostras solidas.

Como perspectivas futuras, sera investigado no LaCEM o uso do ESI
grafite para monitoramento em tempo real de analitos de interesse em cérebro

de camundongos vivos.

Como a aplicacdo pratica para analises de amostras biolégicas € viavel,
€ necessario em trabalhos futuros, estudos mais detalhados de quantificacéo de
analitos, realizando uma validacdo do método e comparando-o com métodos
tradicionais, como HPLC. Além disso, pode-se testar a eficiéncia de ionizacao
para uma gama maior de analitos, com massas maiores e com moléculas mais
complexas. Outra possibilidade, seria modificar a superficie do grafite a fim de

torna-lo mais seletivo e especifico para determinados analitos.
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5 CONCLUSAO GERAL

Diante da necessidade de desenvolver metodologias analiticas simples e
precisas, visando aplicagdes no point-of-care (locais de cuidados), neste
trabalho foram propostas técnicas que podem ser utilizadas como plataformas
alternativas em andlises clinicas, além de abrir possibilidades de encontrar

novos biomarcadores de doencas, facilitando o diagnéstico e tratamento.

A combinacédo de MIP e PSI-MS proporcionou a obtencdo de um novo
método, o MIP-CPS. As técnicas foram acopladas para fornecer uma superficie
quimicamente seletiva e permitir uma andlise especifica de metabolitos urinarios,
como o acido butirico, a dopamina e a sarcosina. Além disso, MIP-CPS foi um
meétodo relativamente rapido de ser preparado, pois a membrana MIP foi
produzida em algumas horas e a analise por PSI realizada em segundos. O
método apresentou um desempenho analitico satisfatério, uma vez que forneceu
curvas de calibracdo lineares e LODs e LOQs em baixas concentracdes, além

de apresentar valores de precisdo e exatiddo abaixo de 20%.

O PSiI foi utilizado em conjunto com a andlise multivariada na busca de
biomarcadores para o cancer cervical. A metodologia experimental foi avaliada
e encontrou-se as melhores condi¢cdes. As técnicas combinadas permitiram a
classificacdo de plasma sanguineo de mulheres NILM e SIL com base em uma
abordagem lipiddmica nao direcionada, auxiliando no diagnéstico precoce do
cancer do colo do utero e maior chance de cura para os individuos. O algoritmo
iISPA-LDA foi aplicado aos dados de espectros de massas, gerando uma
preciséo de classificacdo de 77% para o diagnostico de cancer. E encontrou-se
biomarcadores lipidicos associados a diferenciacao de classes, sendo que dois
lipidios ja foram relacionados na literatura a doencas no sistema reprodutor

feminino.

Por fim, desenvolveu-se um novo método de Substrate Electrospray
lonization, chamado ESI grafite. Sua capacidade de ionizacdo foi testada para
diversos analitos, incluindo analises em urina e cérebro de camundongo. O
método foi avaliado e encontrou-se as melhores condi¢des de operagéo. O ESI

grafite permitiu a quantificacdo de creatinina em urina. Além disso, 0 método
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permitiu uma analise de distribuicdo local do cérebro, separando regides
especificas, além de separar individuos fémea e macho. Portanto, 0 método se
mostrou vantajoso por nao exigir etapas laboriosas de preparacdo de amostras

antes da andlise instrumental e ainda realizar andlises de amostras sélidas.
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