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RESUMO

Rodrigues, K.T Investigacio do refluxo vésico-ureteral por abordagens
metabolomicas alvo e global em urina utilizando como plataformas analiticas
CE-MS, CESI-MS, RPLC-MS e HILIC-MS. 2017. 146p. Tese (Doutorado) - Programa
de Pés-Graduagdo em Ciéncias. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo.

O refluxo vésico-ureteral (RVU) é uma das condigdes uroldgicas comumente
diagnosticada entre criangas. Altos graus dessa condicdo podem causar cicatrizagdo
renal, insuficiéncia renal e hipertensdo arterial. A uretrocistografia miccional é o
método mais comumente utilizado para o diagndstico, no entanto, esse
procedimento envolve sedacdo, cateterismo vesical e expde a crianga a uma
quantidade significativa de radiacdo. A investigagio metabolémica pode fornecer
novos entendimentos sobre a doenca e visa a descoberta de metabdlitos especificos
associados a ela. Assim, existe um potencial consideravel para a implementa¢do de
perfil metabolico em andlises clinicas. Dessa forma, buscou-se estabelecer uma
alternativa ndo invasiva para identificar criancas com o RVU através da
metabolomica.

Para a investigagdo metabolomica alvo um método por eletroforese capilar
acoplada ao espectrometro de massas (CE-MS) com analisador to tipo ion trap foi
desenvolvido e validado para a determinacdo de 27 aminodcidos em urina. Os
parametros experimentais relacionados as configuracdes da interface CE-MS,
eletrdlito (BGE) e espectrometro de de massas (MS) foram otimizados,
proporcionando uma boa separagdo dos 27 aminodcidos, incluindo os isémeros L-
leucina , L-isoleucina e L-alloisoleucina, em menos de 30 min. O liquido auxiliar
(SHL) foi composto de 0,5% (v/v) acido férmico em 60% (v/v) dgua/metanol a uma
vazdo de 5 pL min™. O BGE consistiu de 0,80 mol L de acido férmico e 15% (v/v) de

metanol. Um procedimento de stacking por pH foi implementado para aumentar a



detectabilidade (uma solu¢do de NH4OH a 12,5% (v/v) foi injetada a o,5 psi/9 s antes
das amostras). O método foi validado de acordo com os protocolos FDA e ICH,
exibindo parametros aceitaveis. A quantificacio bem sucedida dos aminoacidos em
amostras de urina de um estudo piloto do RVU foi alcangada. A avaliacdo estatistica
dos resultados mostrou que alguns dos aminodcidos avaliados podem carregar
informagdes que possibilitam discriminar as amostras de urina entre os grupos teste e
controle.

Para a andlise metabolomica global urindria, métodos por RPLC-MS e HILIC-
MS foram otimizados. Cinco colunas com diferentes propriedades foram investigadas
para RPLC e quatro colunas para HILIC; adicionalmente, foram investigados a
influéncia dos aditivos e pH da fase moével. As condi¢des dtimas foram determinadas
avaliando o formato de pico, a relagdo sinal-ruido, o tempo de reteng¢do, o numero de
molecular features detectados e sua distribuicdo durante o gradiente de elui¢do. A
melhor condigdo obtida para RPLC utiliza a coluna CSH C18 e fase movel composta
por 0,1% (v/v) acido féormico em agua (A) e 0,1% (v/v) acido férmico em acetonitrila
(B). Para HILIC, o melhor desempenho foi obtido com a coluna zwitterionica ZIC-
HILIC e fase mével composta por 10 mmol L™ acetato de aménio pH 6,8 (B) e 95%
(v/v) acetonitrila e 5% 200 mmol L™ acetato de aménio pH 6,8 (A).

As amostras de urina dos grupos controle e teste foram submetidas a andlise
metabolomica global por RPLC-MS usando o método otimizado e por CESI-MS. Os
resultados indicaram que diversas rotas metabolicas podem ter sido alteradas pelo
RVU. Alteracdo dos niveis de carnitinas e acilcarnitinas, aminodcidos e derivados,
purinas e outros foi observada. Ainda, a presenga de acilcarnitinas na urina podem
indicar danos mitocondriais e a diminuigdo de triptofano e aumento do 4acido
quinurénico indicam uma altera¢do no metabolismo do triptofano.

Palavras-chave: Refluxo vésico-ureteral, metaboldmica, aminoacidos, CE-MS, LC-MS



ABSTRACT

Rodrigues, K.T Investigation of vesicoureteral reflux by target and untargeted
metabolomic approaches in urine using CE-MS, CESI-MS, RPLC-MS and HILIC-
MS as analytical platforms. 2017. 146p. PhD Thesis - Graduate Program in
Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Vesicoureteral reflux (VUR) is one of the most commonly urologic conditions
diagnosed among children. A high degree of this condition can cause kidney scarring,
kidney failure and high blood pressure. Voiding cystourethrography is the standard
method for diagnosis; however, this procedure involves sedation, bladder
catheterization and exposes the child to a significant amount of radiation.
Metabolomics has provided new insights about the disease and aims to discover
specific metabolites associated with it. Thus, there is a considerable potential for the
implementation of metabolic profile in clinical analyses. Thus, we attempted to
establish a noninvasive alternative to identify children with VUR through
metabolomics approach.

For target metabolomics, a CE-MS method was developed and validated for
the separation and quantitative analysis of 27 amino acids in urine. Experimental
parameters related to the CE-MS interface (based on co-axial sheath liquid, SHL),
background electrolyte (BGE) and mass spectrometer (MS) settings were optimized
providing a good separation of 27 amino acids, including the isomers L-leucine, L-
isoleucine and L-alloisoleucine, in less than 30 min. The SHL was composed of 0.50%
(v/v) formic acid in 60% (v/v) methanol-water delivered at a flow rate of 5 uL. min™.
The BGE consisted of 0.80 mol L™ formic acid and 15% (v/v) methanol. A pH stacking
procedure was implemented to enhance sensitivity (a 12.5% (v/v) NH,OH solution
was injected at 0.5 psi/g s prior to samples). The proposed method was thoroughly

validated according to FDA and ICH protocols exhibiting acceptable parameters. A



successful quantification of amino acids in urine samples from the VUR cohort was
achieved. The statistical evaluation of the results showed that some of the amino
acids may carry information for the discrimination of the urine samples between the
test and control groups.

For untargeted metabolomics analysis, methods by RPLC-MS and HILIC-MS
were optimized. Five columns with different properties were investigated for RPLC
and four columns for HILIC; additionally, the influence of additives and pH of the
mobile phase were investigated. The optimum conditions were determined assessing
the peak shape, signal-to-noise ratio, retention time, number of molecular features
detected and their distribution during the elution gradient. The best condition
obtained for RPLC uses CSH Ci18 column and mobile phase composed by 0.1% (v/v)
formic acid in water (A) and 0.1% (v/v) formic acid in acetonitrile (B). For HILIC, the
best performance was obtained with the zwitterionic ZIC-HILIC column and mobile
phase composed by 10 mmol L" ammonium acetate pH 6.8 (B) and 95% (v/v)
acetonitrile and 5% (v/v) 200 mmol L " ammonium acetate pH 6.8 (A).

Urine samples from the control and test groups were submitted to global
metabolomics analysis by RPLC-MS using the optimized method and by CESI-MS.
The results indicated that several metabolic pathways may have been altered by VUR.
Changes of carnitine and acylcarnitine levels, amino acids and derivatives, purines
and others was observed. Furthermore, the presence of acylcarnitines in the urine
may indicate mitochondrial damage and the decrease of tryptophan and increase of

the kynurenic acid indicate a change in the metabolism of tryptophan.

Keywords: vesicoureteral reflux, metabolomics, amino acids, CE-MS, LC-MS
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1  Refluxo Vésico Ureteral

O refluxo vésico-ureteral (RVU) é uma das doencas urologicas mais comumente
diagnosticada em criancas. E definida como o retrocesso do fluxo urinario da bexiga
para o trato urindrio superior, e em alguns casos para os rins e estd frequentemente
associada a infec¢do do trato urindrio (ITU) (1-3). O RVU pode ser causado por uma
insuficiéncia anatomica da jun¢do ureterovesical ou devido a uma obstrucdo
infravesical. Estima-se que de 0,4% a 1,8% da populagdo infantil sofre de RVU sem a
apresentacdo de sintomas. Porém, a prevaléncia da doenca cresce para 16% em criangas
com hidronefrose pré-natal detectada, de 27-46% em irmdos de criangas anteriormente
diagnosticadas com RVU, e para 30-40% em crian¢as que apresentam infec¢do no trato
urindrio, sendo que, entre os recém-nascidos, é mais recorrente nos meninos; no
entanto, apos o primeiro ano de vida, meninas apresentam mais o problema que os
meninos (4-7).

A importancia da doenca se deve ao fato de que o retrocesso do fluxo da urina
da bexiga para o trato urinario pode transportar bactérias para o trato urinario
superior, possivelmente predispondo essas criancas a ITU febril, a qual pode resultar
em parénquima renal permanente. Por fim, o dano renal resulta em nefropatia de
refluxo, que pode vir a causar hipertensido e decréscimo da fung¢do renal. O RVU é
considerada uma das trés condigdes mais importantes relacionadas a danos aos rins,
juntamente com ITU e incontinéncia urindria (8-10) .

Quanto a sua classificagdo, o refluxo se divide em RVU primario e secundario. O
RVU primadrio é caracterizado por uma anomalia congénita do orificio urético e da

juncdo vésico ureteral, decorrente do comprimento curto do ureter, levando a um
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mecanismo valvular incompetente. O RVU secundario é consequente de patologias da
bexiga, na qual a anormalidade causa uma elevacdo da pressdo de saida da bexiga, cuja
doenga pode estar associada a obstrugdo ureteral ou doenga neuromuscular, como
bexiga neurogénica e disfungdo vesical (1,3,8).

Devido a alta incidéncia de RVU em crianc¢as com ITU, a sua detec¢do torna-se
necessaria assim que haja ocorréncia de febres e infec¢des. Além disso, a severidade do
RVU é dependente do grau da condi¢do (Figura 1.1). Para isso, a imagem do trato
urindrio é considerada essencial, dada a necessidade de diagnostico rapidos. Os
métodos padrdes de imagens utilizados para o diagnosticos incluem ultrassonografia
do sistema renal e bexiga, uretrocistografia miccional (UCM), cistografia (CI) de

medicina nuclear ou isotépica do sistema renal, além de métodos ultrassonicos (2,3).
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Figura 1.1. Esquema apresentando os graus do refluxo vésico-ureteral. Grau I: refluxo somente para o
ureter; Grau II: refluxo até o rim, sem causar dilatagdo renal ou ureteral; Grau III: refluxo até o rim,
causando pouca dilatagdo renal; Grau IV: refluxo até o rim, causando moderada dilatacdo renal; Grau V:
refluxo até o rim, causando intensa dilatac¢do renal e tortuosidade dos ureteres.
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A UCM ¢ a escolha padrdo como técnica para a detecg¢do de refluxo e estudos de
acompanhamento, especialmente em casos iniciais. A UCM fornece a anatomia com
precisdo e possibilita a identificacdo do grau da doenga. Embora o desenvolvimento de
meios de contraste estabilizados tenha colocado os métodos ultrassonograficos em
nivel compardvel de desempenho, esses métodos sdo raramente usados na pratica
clinica. Contudo, os diagndsticos utilizando UCM trazem varias preocupacgdes, visto
que o procedimento envolve sedagdo, cateterismo vesical, além de expor a crianca a
uma quantidade significativa de radia¢do, pois monitora o refluxo da urina da bexiga
para os rins por raio-X ou imagens de cintilagdo (9,11,12). Além disso, este diagndstico
expde 100 vezes mais a radiacdo do que o diagnostico por CI, e necessita de ser
realizado fora do periodo infeccioso e em vigéncia com antibioticos, além de obrigar o
paciente a permanecer numa posi¢do desfavoravel (posi¢do de supino). Assim, este é
considerado um procedimento muito invasivo e incomodo (13). O diagndstico
realizado por CI reduz apreciavelmente a exposicdo a radiagdo, mas ndo permite a
graduacdo adequada do refluxo, ndo é tdo sensivel e ndo permite a avaliagio de
detalhes anatomicos da bexiga e da uretra (14). Newman (15) demandou que parassem
de utilizar UCM como exame de rotina para diagnosticos, apds a primeira ocorréncia
de ITU, visto que, das 76 criancas submetidas a diagnodstico por UCM, apenas uma foi
identificada com a necessidade de corre¢do cirargica para tratamento de RVU.

Diversos estudos realizados mostraram que o RVU foi observado apenas entre
30% e 40% das criancas que apresentavam ITU, e adicionalmente, apenas 1,3% a 21,0%
das criangas que sofriam pela primeira vez de ITU foram diagnosticadas com alto grau
de RVU (15-17). Assim, a maioria das criangas foi examinada utilizando métodos

invasivos sem a real necessidade. Porém, existem grandes consequéncias do ndo
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diagndstico de RVU em pacientes com graus mais severos da doenc¢a, de maneira que
se torna importante a realizagdo de testes para diagndstico de RVU sempre que haja
ocorréncia de ITU. Com isso, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos nido
invasivo para um pré-diagnostico de RVU, sem a necessidade do uso de métodos

invasivos.

2 Metabolomica

E de amplo conhecimento que diagnésticos clinicos, progndsticos e selecio de
tratamento estio demandando mais e mais de ferramentas capazes de ajudar na
determinagdo e classificacdo de doencas, e no entendimento de altera¢des individuais
(18). Com isso, nos ultimos anos, estudos movidos pela ciéncias “O6micas” vém
fornecendo uma nova légica para explicar as inimeras causas de uma determinada
doenca e as possiveis conexdes entre os estados de uma doenca (19). A metabolémica, a
area das ciéncias “Omicas” mais jovem, tornou-se uma ferramenta bastante poderosa
para estudos relacionados a diagndsticos clinicos, e vem sendo extensivamente
estudada nos ultimos anos.

A metaboldmica fornece uma estrutura revoluciondria para a caracteriza¢do de
um individuo em nivel molecular, muitas vezes necessdrio para descobertas que
podem ser importantes para o desenvolvimento de uma medicina personalizada.
Adicionalmente, a metabolémica pode fornecer uma visdo unica sobre o impacto

funcional ocasionado pela expressdo génica (Figura 1.2) (20,21).
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Transcriptémica
ProteGmica

GenOmica

Figura 1.2. Conexdo da metabolémica com as demais 6micas. O metaboloma interage e reflete a
atividade do genoma, transcriptoma, e proteoma.

O metaboloma pode ser definido pela colecdo de todos os metabolitos
encontrados numa célula ou organismo que participam de reagdes metabolicas
essenciais para o crescimento, manutenc¢do e correto funcionamento deste organismo
(22). Os metabolitos sdo fundamentais para o sistema bioldgico. Eles sdo
intermedidrios e produtos do metabolismo e podem ser considerados como assinaturas
diretas de uma atividade bioquimica, além de constituirem outras espécies e
estruturas bioquimicas, como proteinas (aminoacidos), DNA e RNA (nucleotideos) e
paredes celulares (lipideos) (23,24). Os metabdlitos possuem diversas fung¢oes
bioldgicas e estdo envolvidos em muitos processos bioquimicos: glicolise, metabolismo
de aminodcidos, ciclo da ureia e metabolismo de lipidio sdo alguns exemplos (25).
Adicionalmente, eles também sdo responsaveis pelo fornecimento de diversas fun¢ées
necessarias para a vida humana, como ATP para liberacdo de energia. Visto que os
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metabolitos representam o produto molecular final de qualquer processo bioldgico,
todas as alteragbes que possam contribuir para o fenotipo de um organismo serdo
provavelmente reveladas por eles (26). Enquanto a gendmica tem habilidade de
fornecer informacdes sobre a genética de uma pessoa, a metabolémica é capaz de
fornecer uma leitura completa da satide de um individuo, através da capacidade de
revelar como um gene interage com o meio ambiente (27). Além disso, a analise
metabolémica apresenta a possibilidade de identificar possiveis biomarcadores para a
deteccdo e prognostico de doencas, além da determinacdo da eficacia e seguranca de
intervengdes farmacéuticas. Os metabdlitos exercem uma fungdo vital no sistema
bioldgico para o entendimento de func¢des genéticas e enzimaticas desconhecidas
podendo, ainda, revelar mecanismos moleculares ocultos na a¢do de farmacos, nas
mudancas alimentares, nas intervengdes através de atividades fisicas e também pelos
impactos psicossociais ocasionados pelo ambiente no qual o individuo vive (27).

Os metabdlitos podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica,
possuem massa molecular < 1500 Da, e variam entre compostos hidrofilicos e
hidrofébicos, como por exemplo metabolitos de maior polaridade e baixa massa
molecular (como alguns aminoacidos) e compostos apolares e de alta massa molecular
(assim como lipidios) (28).

Diferentes termos relacionados ao estudo do metaboloma sdo encontrados na
literatura. Fiehn definiu que metabolémica é a andlise global, com identificacdo e
quantificagdo, de todos os metabdlitos presentes em um sistema bioldgico (29); ja
metabondmica foi definida por Nicholson como a andlise quantitativa da resposta
metabolica de um sistema biologico a estimulos patofisioldgicos ou modificacdo

genética (30). No entanto, atualmente esses termos sdo indistintamente utilizados,
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sendo que os procedimentos analiticos e de modelamento sdo os mesmos (31). Existem
ainda outros termos, comumente empregados para descrever os diversos tipos de
estudos dentro da 4rea de metabolomica. Perfil metabdlico (do inglés metabolic
profiling) é voltado para identificagdo e quantificagio de um grupo pré-definido de
metabolitos em uma amostra bioldgica, que podem pertencer a mesma classe quimica
ou a uma rota metabdlica especifica. A Impressio digital metabolica (do inglés
metabolic fingerprinting) foca na rapida analise global através de técnicas de alta
performance com o objetivo de classificar a amostra por reconhecimento de padrao
(26).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas em metabol6émica dependendo de
qual é o objetivo da investigacdo: andlise metabolomica alvo e anadlise metabolomica
global (do inglés targeted and untargeted metabolomics). A andlise metabolémica
global tem como objetivo a detec¢do da maior quantidade possivel de metabolitos em
um amostra bioldgica, enquanto que a andlise metabolémica alvo tem como foco a
anadlise de um ou alguns metabolito especificos que sejam bioquimicamente relevantes
a hipétese estudada (32,33).

Independente das diversas terminologias encontradas na literatura, neste
trabalho optou-se por abordar e utilizar o termo andlise metabolomica global
considerando que ela tem como objetivo a inspe¢do qualitativa do maior niimero
possivel de metabdlitos de diferentes classes, avaliados por plataformas analiticas
multiplas, ortogonais e complementares, visando a classificagio das amostras e
identificacdo dos metabolitos discriminadores. Também serda abordado e estudado o
perfil metabolico, para andlise de um grupo pré-definido de metabolitos, com base

numa classe de compostos (nesse caso, aminoacidos).
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Usualmente, o estudo metabolomico segue um fluxo de trabalho que vai desde
as relevantes questdes biologicas, design de experimentos, coleta, armazenamento e
tratamento de amostra, sele¢do, otimizagdo das técnicas de andlise e aquisicdo de
dados, e pré-processamento desses dados, seguido pela andlise via métodos
quimiométricos dos dados pré-processados, identificagdio de compostos significativos,
interpretagdo biologica, validacdo de resultados e elabora¢do de novas hipdteses (34).
Um diagrama de um tipico fluxo de trabalho em metabolémica é brevemente descrito

na figura 1.3
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Questdo biologica:
> * Definicdo de hipdtese
* Objetivo do estudo e relevancia
* Escolha do sistema modelo (humano,
modelo animal, cultura celular)

Aquisicdo de dados:

* Andlise das amostras e controle de qualidade
(QQ) através da(s) técnica(s) analitica(s)
selecionada(s)

(GC-MS, LC-MS, CE-MS, NMR).

!

Pré-processamento de dados:

* Detecgdo dos picos
* Agrupamento
* Alinhamento
» Normalizagdo e transformagdo de dados

Desenho experimental:
*Tipo de amostra e tamanho da amostragem
ﬁ * Grupos (doentes e sadios, ou tratados e ndo tratados)
* Varidveis (sexo, idade, medicamentos, alimenta¢ao)
* Escolha das técnicas de anélise

!

Amostragem:

* Coleta da amostra
g * Pré-processamento
* Fracionamento
* Armazenamento

Avaliacao estatistica dos dados:
» Analise estatistica (PCA, PLS-DA, HCA, teste t
de Student, etc)
+ Identificagdo de molecular features
significativos

l » Validac¢do do modelo obtido

Novas questdes e estudo Identificacdo e interpretacao biologica:
para confirmagdo e validacio * Identificacdo dos metabdlitos significativos em
da interpretacio biologica banco de dados (HMDB, Metlin, etc)

+ Confirmacdo da identidade (spiking e/ou MS/MS)

* Conexao entre os metabolitos identificados, rotas

metabolicas e questdo bioldgica

Figura 1.3. Diagrama de um tipico fluxo de trabalho em metabolémica
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3 Metabolomica e técnicas analiticas

Apesar do grande crescimento da metabolémica nos ultimos anos, ela ainda
enfrenta um grande desafio. A grande quantidade de metabodlitos presente no
organismo humano e as diferentes propriedades fisicas e quimicas e concentragdes
entre eles faz com que identificagio do completo metaboloma seja uma tarefa muito
dificil (35). A estimativa mais recente reporta a presenca de 40153 metabdlitos no
metabolismo humano (36). Embora diferentes técnicas possam ser empregadas para a
analise de metabdlitos, as plataformas analiticas mais comumente utilizadas para
andlises metabolémica sdo espectrometria de massas (MS, do inglés mass
spectrometry), usualmente acoplada a cromatografia gasosa (GC, do inglés gas
chromatography), cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography),
eletroforese capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis), e ressonancia magnética
nuclear de prétons (‘"H NMR, do inglés proton nuclear magnetic ressonance) a uma
dimensdo (1D) (37). Porém, é importante citar que ndo é possivel determinar todos os
metabolitos presentes no metaboloma humano usando apenas uma plataforma
analitica, e mesmo a combinagdo de vdarias técnicas analiticas ndo possibilita a
cobertura de todo o metaboloma (38). Todas as plataformas empregadas em
metabol6mica apresentam vantagens e desvantagens e, uma vez que ndo existe uma
técnica perfeita para a andlise de todos os metabolitos, o ideal é o uso de um conjunto
de técnicas para obter uma maior abrangéncia de metabdlitos. Uma breve descrigdo
sobre NMR e MS acoplada a diferentes técnicas de separagdo na anadlise metabolémica

é apresentada na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Plataformas analiticas usadas em andlises metabolémicas

Técnica
. Vantagens
analitica

Desvantagens

* Diversos softwares de livre acesso para
processamento de dados
* Disponibilidade de banco de dados
* Alta sensibilidade
GC-MS
* Repetibilidade
* Resolugdo

* Andlise de compostos volateis

* Diversos softwares de livre acesso para
processamento de dados
* Sensibilidade
* Resolugdo
LC-MS
* Repetibilidade
* Preparo de amostra mais simplificado

* Diversas possibilidades de separagdo

(colunas, fases movel) e detecgdo

* Grande cobertura de metabdlitos
* Alta resolucdo
* Rapidez
CE-MS * Simplificado preparo de amostra
* Determinag¢do de metabolitos mais polares
(como aminodcidos) de forma mais

simplificada.

* Na&o necessita de métodos de separagdo ou
purificagdo
* Detecta tanto compostos hidrofilicos como
'H NMR lipofilicos
* Reprodutivel
* Rapido e robusto

* N3o destrutiva

* Destrutiva

Complicado e extensivo preparo de

amostra/derivatizacdo

N&o apropriada para moléculas ndo

voldteis ou termicamente instaveis

Baixa frequéncia analitica

* Destrutiva

Identificagdo depende de uso de

padrdes ou analise por MS/MS

Baixa frequéncia analitica

* Destrutiva

Poucos softwares de livre acesso

para o processamento de dados

acoplamento CE-MS, causando

Processamento dos dados mais

Uso de liquido auxiliar para

Menor sensibilidade

e Baixa robustez

dilui¢do da amostra.

Baixa sensibilidade

complicado

Complexidade espectral
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3.1 NMR

A NMR é uma das técnicas de determinacdo estrutural mais utilizadas em
muitas dreas da ciéncia, e ha mais de duas décadas vem sendo amplamente aplicada
em diversas dreas para estudos metaboloémicos (35). Ela pode ser utilizada para a
analise de qualquer amostra que contenha nucleos que possuam spin, sendo 'H NMR a
mais aplicada em analise de fluidos biologicos (39).

A NMR tem como vantagem a rapidez de andlise, um grande ntmero de
compostos que pode ser por detectado em curto tempo de andlise. Ao contrario de MS,
a NMR ndo requer prévia separagdo ou derivatizacdo para analisar amostras complexas.
(20,39,40). A NMR apresenta ainda a vantagem de ser uma técnica nido destrutiva, o
que significa que a mesma amostra pode ser posteriormente utilizada para analises
usando outras técnicas (35). Devido a alta abundancia de nucleos 'H em metabolitos,
'H-NMR vem sendo amplamente usada para a metabolémica de fluidos biolodgicos,
como urina e plasma. Em um espectro de 'H-NMR, cada sinal corresponde a um
composto em particular (41). Entretanto, a técnica apresenta algumas desvantagens
como baixa sensibilidade, baixa resolucdo espectral e a necessidade de um grande
volume de amostra, além de ser uma técnica de alto custo (25).

Apesar de todas as vantagens oferecidas por NMR, a cobertura metabolica e

limite de detec¢do oferecidos por MS sdo superiores (42,43).
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3.2 GC-MS

A GC se destaca por ser a primeira técnica de separacdo usada em
metabolémica, e se mantém atualmente como uma das técnicas mais amplamente
utilizadas (44). A separac¢do por GC ocorre pela vaporizagao dos analitos presentes na
amostra injetada, geralmente através da aplicagdo de um gradiente de temperatura
enquanto a fase mdvel, um gas inerte (usualmente hélio), percorre a fase estaciondria
(coluna) transportando os analitos. A separa¢do ocorre devido as diferencas nos pontos
de ebuligdo e polaridade (45,46).

Comparada a outras técnicas acopladas a MS, a GC apresenta como vantagens a
alta sensibilidade e um excelente poder de resolucdo, sendo que o uso de GC
bidimensional oferece a possibilidade de uma resolu¢do ainda maior (20).
Adicionalmente, o extenso e reprodutivel perfil de fragmentagdo gerado por GC faz
com que a identificacdo de metabolitos seja mais simplificada. Uma outra facilidade e
beneficio de GC-MS ¢é a existéncia de bibliotecas espectrais para a identificagdo de
metabdlitos de uma forma mais rdpida e simples (47). No entanto, a técnica também
apresenta algumas limitacGes. Apenas compostos termicamente estaveis e com alta
pressdo de vapor pode ser analisados por GC-MS. Caso as amostras em estudos
contenham uma complexa mistura de compostos, um extensivo e complicado preparo
de amostra se torna necessdrio para garantir que os compostos sejam propriamente
volatilizados e analisados por GC. Adicionalmente, uma maior variabilidade é
observada em andlises metabolomicas por GC se comparada com LC, principalmente

devido ao processo de derivatizagdo (23,47).
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3.3 LC-MS

A LC-MS é uma técnica analitica de alta eficicia em metabolémica pois,
diferentemente de GC, LC apresenta a capacidade de analisar um maior namero de
compostos sem a necessidade de derivatiza¢do ou longos preparos de amostra (46,47).
Métodos de LC para metabol6mica geralmente requerem tempos de andlises curtos e
sdo capazes de detectar uma ampla faixa de compostos, tornando-se uma técnica ideal
para analises metabolomicas global (48).

Devido as diversas possibilidades de métodos, a LC é capaz de separar diferentes
classes de compostos e com diferentes propriedades, desde compostos hidrofilicos a
hidrofébicos, por exemplo (49). O método empregado por LC é dependente do tipo de
amostra analisada e dos compostos presentes nessa mistura. As propriedades quimicas
desses compostos irdo determinar o tipo de coluna e de fase movel que deve ser
empregado (47). No entanto, LC-MS também apresenta algumas desvantagens, como a
supressdo iOnica, que ocorre devido a coeluicdio de compostos, o que ocorre
principalmente devido a elui¢do de muitos metabolitos no volume morto (49).

Os estudos metabolémicos por LC-MS inicialmente reportados eram baseados
em fase reversa (RP, do inglés reversed phase) usando colunas Ci8 com particulas de
3,5 um (50). Atualmente, colunas com particulas menores que 2 pm tém sido as mais
utilizadas. O uso de RP oferece diversas vantagens: alto poder de separagdo,
sensibilidade, disponibilidade de diversos tipos de colunas, sdo algumas delas (51,52).
Ainda que a RP possibilite a determinacdo de um amplo numero de metabolitos,
compostos mais polares ou idnicos sdo dificilmente retidos e, na maioria dos casos
eluem juntamente com o volume morto. Entretanto, métodos empregando
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pareamento idnico foram desenvolvidos possibilitando a andlise desses compostos (53—
55). Além disso, o surgimento da cromatografia liquida de interac¢ao hidrofilica (HILIC,
do inglés hydrophilic interaction liquid cromatography) aumentou ainda mais a
possibilidade de analisar metabolitos hidrofilicos, e vem sendo bastante aplicada em
metabolémica (56-58).

As diversas vantagens, como preparo de amostra mais simplificado para analise
de fluidos biolégicos, além de maior acessibilidade (visto que equipamentos de LC sdo
bastante comuns em laboratdério bioanaliticos), faz de LC-MS uma técnica mais
atrativa e, por isso, ela vem sendo extensivamente utilizada em metabolomica.
Atualmente, é uma das técnicas mais importantes e de principal escolha para analise

global e de perfil metabdlico (45).

3.4 CE-MS

O acoplamento de CE a MS ja provou ser uma poderosa técnica devido a alta
eficiéncia e seletividade de separa¢do da CE e a detecgdo seletiva do MS, possibilitando
a determinacdo de inimeros metabolitos, muitos do quais, no organismo humano sdo
polares e i6nicos (59). A analise desses composto por CE é mais favoravel se comparada
com as demais técnicas, pois a separacdo desses compostos se baseia intrinsicamente
na mobilidade eletroforética do analitos, a qual é dependente da razdo massa/carga,
enquanto nos outros casos uma interacdo com as fases estacionarias e/ou movel é

necessaria (51,60).
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Outras vantagens de CE sdo a rapidez de andlise, alta eficiéncia, versatilidade,
custo relativamente menor se comparado com as demais técnicas, além de requerer
menores volumes de amostras e reagentes (59). Assim como LC, CE requer um
simplificado preparo de amostra ou nenhum preparo de amostra, como em urina. O
modo de separagdo mais utilizado em metaboldémica é a eletroforese capilar de zona,
qual é normalmente referida apenas como CE .

Apesar das inimeras vantagens, CE ndo estd entre as técnicas mais utilizadas
em metabolémica (27). A baixa sensibilidade, problemas de repetibilidade devido a
varia¢do nos tempos de migra¢do, robustez e o emprego de um liquido auxiliar (SHL,
do inglés sheath liquid) para um adequado acoplamento de CE-MS, podem ser
atribuidos como principais motivos (61). Solu¢des para alguns desses problemas vem
sendo estudadas ao longo dos ultimos anos. O desenvolvimento da interface sem
liquido auxiliar (sheathless) pode ser citado como um dos avangos relacionados ao
problema de sensibilidade, fornecendo uma melhora na sensibilidade na magnitude de
duas ordens quando comparada com a interface classica usada em CE-MS (62).
Melhoras referente a robustez de CE-MS ainda precisam ser investigadas, aumentando
assim a viabilidade e o valor da técnica em metabolémica (60). Apesar das
desvantagens citadas, o uso de CE-MS como uma alternativa ou como técnica
completar para a anadlise de metabélitos continua sendo importante para o aumento da

cobertura de metabdlitos (63).
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4 Tratamento de Dados

O tratamento de dados é um grande desafio em investigagbes metabolomicas.
As técnicas analiticas utilizadas em andlises metabolémicas geram uma grande
quantidade de dados complexos, os quais dificilmente podem ser analisados sem que
um pré-processamento seja realizado. A qualidade do processamento dos dados é um
passo crucial e exerce um grande impacto na qualidade da andlise estatistica, e
consequentemente na identificacdo e quantificagdo dos metabdélitos, podendo resultar
em interpretagdes bioldgicas equivocadas (64,65). Por isso, torna-se necessario e de
extrema importancia o uso de ferramentas que possibilitem o apropriado
processamento desses dados.

No geral, o tratamento de dados em metabolémica pode ser dividido em dois
passos principais: pré-processamento e analise de dados, o que inclui a andlise

estatistica.

4.1 Pré-processamento

O pré-processamento de dados é o primeiro passo para o tratamento dos dados
obtidos por andlise metabol6micas, e tem como objetivo a extracdo de todas as
informacoes importantes dos dados brutos e resumi-los em um tnica tabela, a matriz
de dados (66). O pré-processamento é um passo muito importante em estudos
metabolémicos e deve ser minuciosamente executado, uma vez que pode afetar a

precisdo e reprodutibilidade dos resultados obtidos, comprometendo a integridade do
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estudo realizado. O passo é realizado em algumas etapas e tem como objetivo preparar
os dados brutos obtidos para a etapa de analise de dados (tratamento estatistico) (65).

Diferentes processos constituem o pré-processamento de dados, como detecc¢do
de pico, alinhamento, agrupamento e normalizacio (67). O objetivo do pré-
processamento é diminuir a quantidade de dados inicialmente gerados para um
formato no qual a andlise estatistica seja mais facil, eficiente e robusta, além de
otimizar a matriz resultante dos picos identificados. Existem diversos softwares e
ferramentas para o pré-processamento de dados provenientes de andlises por técnicas
de separacdo acopladas a espectrometria de massas, com diferentes métodos de
analises e algoritmos. Existem uma série de softwares, como: XCMS (68), XCMS online
(69), MetaboAnalyst (70), Mass Profiler Professional (Agilent Technologies), Mzmine
(71), Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Waters Corporation), MetAlign (72)
Compound Discoverer (Thermo Fisher Scientific), entre outros. Nesse trabalho,
optou-se por utilizar o XCMS, um dos métodos mais utilizados em metabolémica.

O XCMS é um software de livre acesso, que pode ser executado na plataforma R
ou online (68,69). O XCMS foi inicialmente desenvolvido para o pré-processamento de
dados de LC-MS, mas com adequadas modificagbes nos comandos utilizados, é
possivel utiliza-lo para o pré-processamento de dados provenientes de outras técnicas
analiticas, como GC-MS e CE-MS. O pré-processamento através do XCMS ¢é realizado
aplicando-se diferentes algoritmos e ¢é basicamente realizado em trés importantes
passos: (1) deteccdo de picos: identificacdo de picos em cada uma das amostras
analisadas; (2) alinhamento do tempo de reten¢do: combinacdo de picos que
apresentam tempos de retengdes similares entre as diversas amostras analisadas, e

utilizacdo dessas combinagdes para o alinhamento do tempo de retencdo; (3)

38



preenchimento de picos: preenchimento dos picos ndo identificados inicialmente pelo
peak detection, esse passo é executado através da integracdo dos dados brutos em um
tempo de retengdo apropriado. Por ultimo é realizado normalizacdo e escalonamento

dos dados, as quais tém como objetivo a corre¢do de variagdes nas intensidades dos

picos (34,65,73).

4.2 Analise de dados

A andlise dos dados é o passo seguinte a obtencdo da matriz de dados, a qual
inclui diferentes tipos de andlise estatistica e exploracdo dos dados. Os métodos e
termos frequentemente utilizados incluem: andlise dos componentes principais (PCA,
do inglés, Principal Component Analysis), um método ndo supervisionado, que
converte dados de alta dimensdo em menores dimensdes através da projecdo desses
dados em um subespago dimensional, mantendo a0 mesmo tempo a maior varidncia
possivel em relagdo aos dados originais; andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares Discriminant Analysis), um método
supervisionado usado para otimizar a separa¢do entre diferentes grupos, através da
conexdao das matrizes de dados X (intensidades) e Y (grupos, classes), e a analise
discriminante ortogonal por minimos quadrados parciais (OPLS-DA, do inglés
orthogonal partial least squares discriminant analysis) que é uma extensdo do PLS e
usa informag¢bes na matriz Y para decompor a matriz X em blocos de variacdo
estruturada correlacionada a ortogonal Y (73-75). Adicionalmente, testes estatisticos

univariados também sdo empregados para a discrimina¢do de metabdlitos individuais.
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ANOVA (analise de variancia) e Kruskal-Wallis para multiplas classes (= 3), e Mann-
Whitney U e t de Student para duas classes, sdo alguns exemplos de testes usualmente
aplicados em metabolomica (73).

Existem diversas ferramentas disponiveis para a analise de dados de
metabolémica. Nos udltimos anos novas ferramentas vem sendo constantemente
desenvolvidas devido ao crescimento de metabolémica e a necessidade de ferramentas

que auxiliem na geragdo de resultados mais confidveis e de qualidade (76).

5 RVU e as ciéncias 6micas

O RVU é uma doenca que ndo foi muito investigada através das ciéncias 6micas.
O primeiro estudo reportado em 2008, investigou a relacdo de mapas peptidicos
urindrios e RVU usando CE-MS com o objetivo de desenvolver um novo método
diagnostico ndo-invasivo. Usando diferentes ferramentas para tratamento dos dados, o
autor reportou a identificacdo de imunoglobulina G como possivel candidato a
biomarcador para RVU. Ele ainda relatou que foram encontradas correlagdes entre os
mapas peptidicos de RVU e controles. No entanto, ele cita que a existéncia de um
biomarcador ainda é incerta, e recomenda que maiores investiga¢des sejam realizadas
(77). Em 2012, Mischak et al reportaram um estudo usando a proteémica e CE-MS
como ferramenta para a identificacdo de possiveis biomarcadores para RVU. Urina de
18 pacientes com RVU primdrio (grau IV ou V) e 19 pacientes sem RVU foram
analisadas. Nove peptideos urinarios foram identificados, os quais estavam regulados

diferentemente, e um classificador para RVU foi gerado com base nesses peptideos.
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Uma subsequente avaliagdo cega foi realizada em 17 pacientes com RVU grau IV ou Ve
19 pacientes sem RVU com 88% de sensibilidade e 79% de especificidade, sendo que
cinco dos nove biomarcadores urindrios foram sequenciados com sucesso. Esse estudo
comprova que existem possiveis biomarcadores capazes de discriminar RVU, no
entanto, esses resultados ndo foram validados até o presente momento (78). O tnico
estudo em metabolomica foi reportado em 2012, em que se estudou o perfil metabdlico
de RVU através da determinagdo quantitativa de aminoacidos via CE com detecc¢do
UV/vis. O objetivo foi de buscar uma via alternativa aos exames diagndsticos invasivos,
os quais sdo empregados para diagnostico de RVU. Foi possivel a quantificacdo de
apenas quatro dos vinte aminodcidos investigados, que foram usados para a andlise
estatistica. Apesar de os resultados apresentarem valores estatisticos satisfatorios e
poder de predicdo, a separagdo dos grupos controles e RVU ndo foi obtida. A autora
sugere que isso se deve a baixa quantidade de aminodcidos quantificados, e sugere que
um estudo mais aprofundado poderd ser capaz de identificar um biomarcador para a
doenca (79). Esses estudos reforcaram a ideia de uma possivel correlagio entre
proteinas e metabolitos com RVU, e estimularam investigar a metabolémica como uma
nova abordagem para identificagio de possiveis metabdlitos que caracterizem RVU,

como para a alternativa aos exames de diagnosticos invasivos.

6 Anadlise de aminoacidos em urina

Os aminodcidos constituem uma importante classe de compostos quimicos
desempenhando papéis essenciais em diversas areas da ciéncia, incluindo nutrigdo
humana, alimentos, sintese de medicamentos e cosméticos, e metabolémica para citar
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alguns. Em andlises clinicas, a determinagdo de aminoacidos em urina, plasma ou
outro fluido biolégico pode ajudar no diagndstico e no monitoramento de doencgas
(80-82). Aminodcidos possuem uma grande relevancia em sintese molecular, pois eles
sdo precursores de diversas reagdes. Adicionalmente, eles sdo responsaveis pelo
regulamento de rotas metabodlicas chave e processos que sdo essenciais para a sadde,
desenvolvimento, reprodu¢dio e homeostase de qualquer organismo (83). Varios
estudos na literatura ja mostraram possiveis correlagdes entre aminodacidos e
determinada doenga, destacando a importancia desses compostos para aumentar o
conhecimento bioquimico e resolver diferentes problemas na medicina (84-87).

Os rins estdo constantemente filtrando, degradando e reabsorvendo pequenas
moléculas, e a urina é um dos principais transportadores de compostos hidrofilicos
residuais, incluindo aminodacidos. A faixa de reabsor¢do de aminodcidos pelos tubos
renais é de 97% a 99%. Adicionalmente, o rim é o 6rgdo de maior responsabilidade
para a eliminagdo de glutamina e prolina provenientes do sangue arterial (88). Visto
que a urina pode carregar muita informagdo sobre aminoacidos, o uso de urina como
amostra para um estudo clinico parece bastante adequado. Além disso, a urina possui
algumas vantagens em relagdo a outros fluidos bioldgicos. Pode ser coletada facilmente
de forma ndo invasiva, ndo requer um complexo preparo de amostra, além de poder ser
coletada a qualquer hora do dia.

A LC-MS tem sido frequentemente aplicada para a determinagdo de
aminodcidos, no entanto, métodos reportando a determinacdo quantitativa de
aminodcidos em urina ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Métodos usando
colunas com diferentes composi¢des quimicas, derivatizacdo e pareamento i6nico tém

sido empregados; no entanto, alguns desses métodos cromatograficos ndo fornecem
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apropriada retencdo para todos os aminoacidos, e efeitos de supressdo i6nica podem
afetar a precisio da quantificagdo e a sensibilidade do método. (89-91). A GC-MS ¢é
uma técnica alternativa para a analise de aminodcidos, mas visto que esses compostos
ndo sdo volateis, métodos de GC-MS requerem extensos procedimentos de
derivatizagdo, os quais podem causar perdas da amostra, comprometendo a
informagdo adquirida (44). A eletroforese capilar (CE) provou ser um técnica analitica
muito util e de grande valor para andlise clinica (92). Como ja citado, a eletroforese
capilar acoplada ao espectrémetro de massa com ionizagdo por electrospray (CE-MS) é
uma ferramenta bastante atrativa para a determinac¢do de pequenos compostos i6nicos
ou ionizdveis em amostras bioldgicas. (93). Visto que a CE oferece um alto poder de
separacdo e a MS possui a habilidade de fornecer a informacdo estrutural de um
composto, o acoplamento melhora a confiabilidade da analise sem a necessidade de
pré-tratamento de amostra complicados e extensos, derivatizacdo ou o uso de um
analisador especifico para aminoacidos. A possibilidade de analisar aminoacidos em
urina ja foi demonstrada por diversos autores (81,94-97). No geral, boas separag¢des e
solidos desenvolvimentos de método tém sido reportados. No entanto, nesse trabalho,
tem-se como objetivo melhorar a resolu¢do da separagdo dos isdmeros L-leucina, L-
isoleucina, e L-alloisoleucina, além da investigacdo de aminodcidos adicionais e ainda
demonstrar a possibilidade da quantificacdo desses aminoacidos em urina usando um

MS do tipo Ion Trap como sistema de deteccdo.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS



1 Objetivos Gerais

Investigacdo do refluxo vésico-ureteral, por meio de abordagens metabolomicas
alvo e global por CE-MS, CESI-MS, RPLC-MS e HILIC-MS, visando um diagndstico

alternativo.

2 Objetivos Especificos

» Desenvolver e otimizar um método para determinagdo quantitativa de
aminodcidos em urina de criangas, usando CE-IT-MS.

» Analisar quantitativamente, por CE-IT-MS, uma série de aminoacidos em
amostras. de urina de crianc¢as saudaveis e de criangas com RVU, e comparar as
diferengas através de tratamento estatisticos.

» Andlise das amostras de urina dos grupos controle e teste (RVU) por RPLC-MS.

» Andlise das amostras de urina dos grupos controle e teste (RVU) por CESI-TOF-
MS.

» Tratamento dos dados da andlise metabolémica global com a finalidade de
encontrar e identificar possiveis metabdlitos discriminantes para o diagnostico

precoce de RVU.
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CAPITULO 3

PARTE
EXPERIMENTAL



1 Reagentes e materiais

Reagentes de grau LC-MS foram empregados no preparo dos eletrolitos (BGE) e
liquido auxiliar (SHL), exceto solu¢do 25% hidroxido de aménio obtido da Acros
Organics (Geel, Belgium). Metanol e isopropanol foram obtidas da Biosolve BV (The
Netherlands) para experimentos de CE-MS e de Sigma-Aldrich (U.S.A.) para
experimentos de LC-MS. A acetonitrila, acido férmico, acido acético, formiato de
amonio, acetato de amonio foram obtidas da Sigma-Aldrich (U.S.A.). Todas as solu¢oes
padrdo aquosas, assim como fase movel, eletrélito e liquido auxiliar foram preparados
utilizando 4gua ultrapura (sistema de purificacdo, Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
US.A)

Os padroes utilizados foram todos de grau analitico e as respectivas solugdes
empregadas foram preparadas na concentra¢do de 50 mmol L™ contendo 0,10 ou 0,20
mol L™ HCI para as andlises e filtradas com seringa com filtro de membrana 0,2 pm
(Dassel, Germany) por CE-MS na concentra¢do de 10 mmol L™ contendo mmol L™ HCI

ou 0,50 mmol L™ NaOH para andlises por LC-MS.

Vortex 3 (Ika Works, U.S.A), Vortex Genie 2T (VWR, The Netherlands), banho
de ultrassom Elmasonic P (Germany), pHmetro Metrohm 691 e 827 (Herisau,
Switzerland) microcentrifugas Mini Spin plus, 5424 e 5702 (Eppendorf™, U.S.A) foram

utilizados neste trabalho.
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2 Otimizacdo de método para a determinacdo aminoacidos por

eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas

2.1 Instrumentacdo e condi¢oes

Os experimentos de CE-MS foram conduzidos em um sistema de eletroforese
capilar (Beckman P/ACE MDQ) acoplado a um espectrémetro de massas com
analisador do tipo ion trap (Bruker HCT esquire 3000 plus) através de uma interface
com liquido auxiliar (SHL) coaxial (Agilent) configurada para uma fonte de ionizagdao
por electrospray (ESI). O controle do equipamento de CE foi feito pelo software 32
Karat 8,0 (Beckman), enquanto o controle do espectrometro de massas e aquisi¢ao de
dados foi adquirido pelo Esquire Control™ e a avaliacdo dos dados com ESI Compass
DataAnalysis 4,1 (Bruker) e Skyline 3,7 (98), software de livre acesso
(http://proteome.gs.washington.edu/software/skyline).

O SHL composto por 0,5% (v/v) acido féormico em 60% (v/v) metanol-agua foi
introduzido através de um bomba-seringa (KD Scientific) a uma vazdo de 5 pL. min™. O
ESI foi operado no modo positivo aplicando-se uma tensdo no capilar de 4,5 kV.
Outros parametros de MS incluem faixa de scan de 50-275 m/z, gis secante a uma
vazdo de 5 L min™, temperatura de 200 °C e um tempo de acumulagdo de ions de 15 ms.
Capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, U.S.A.) com um didmetro interno
de 50 pm e comprimento total de 85 cm foram usados em todos os experimentos.
Novos capilares foram condicionados por pelo menos 20 min através da aplicagdo de

pressdo de 20 psi com 1 mol L™ NaOH, seguido de 20 min com dgua deionizada e 20
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min com o BGE (0,80 mol L* acido férmico contendo 15% metanol). O
condicionamento do capilar foi sempre conduzido com a extremidade do capilar fora
da fonte do MS. Antes de iniciar os trabalhos didrios, o capilar foi condicionado por
pressdo (20 psi) com o,1 mol L NaOH por 3 minutos, agua deionizada por 4 min e BGE
por 5 min. Entre cada andlise, o capilar foi lavado com BGE por 3 minutos e no final
dos dia, o capilar foi lavado por pressdo (20 psi) com dgua deionizada por 3 min e ar
por 4 min. As amostras foram introduzidas no sistema por inje¢do hidrodindmica,
primeiramente pela inje¢do de uma solugdo de 12,5% (v/v) NH,OH por 9 s a 0,5 psi,
seguido pela injecdo da amostra por 20s a 0,6 psi. Os seguintes pardmetros de CE

foram avaliados na otimiza¢do do método: tensdo aplicada e temperatura do capilar.

2.2 Preparo da amostra de urina

Para otimizagdo do método, foi preparada uma mistura de cinco amostras de
urina coletadas de criangas saudaveis a partir da adi¢do de 1 mL de cada amostra de
urina em um tubo falcon. Essa mistura foi separada em aliquotas de 2 mL e mantida a -
8o °C. Previamente ao uso, uma aliquota foi descongelada e centrifugada a 14000 g por
15 min. Uma mistura dos padroes dos 27 aminoacidos em estudos (allo-isoleucina
(alle), alanina (Ala), arginina (Arg), aspartato (Asp), asparagina (Asn), beta-alanina
(Bala), carnosina (Carn), citrulina (Cit), cisteina (Cys), GABA, glutamato (Glu), glutamina
(Gln), glicina (Gly), 4-Hidroxiprolina (Hyp), histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu),
lisina (Lys), metionina (Met), ornitina (Orn), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina

(Ser), treonina (Thr), triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e valina (Val)) foi adicionada na
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faixa de concentragdo de 40 pmol L' a 400 pmol L7, assim como metionina sulfona,
usada como padrdo interno, na concentracio de 50 pmol L" As concentrag¢des
detalhadas de cada aminoacido adicionado a mistura de urina estd descrita na Tabela

3.1. A dilui¢do final da mistura de urina usada na otimiza¢do do método foi de 3:1 (v/v).

Tabela 3.1. Concentracdes das solugdes estoques dos aminodcidos e concentragdo final adicionada a
mistura de urina para a otimizagdo do método

Concentragao Concentracao final na mistura
Aminoacido
(pmol L) de urina (pmol L™)

Ala 2856 600,0
alle 286,0 60,00
Arg 286,0 60,00
Asn 714,0 150,0
Asp 1428 300,0
BAla 2856 600,0
Car 286,0 60,00
Cit 714,0 150,0
Cys 2856 600,0
GABA 1428 300,0
Glu 714,0 150,0
Gln 714,0 150,0
Gly 2856 600,0
4Hyp 714,0 150,0
His 286,0 60,00
Ile 286,0 60,00
Leu 286,0 60,00
Lys 286,0 60,00
Met 714,0 150,0
Orn 714,0 150,0
Phe 714,0 150,0
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Pro 286,0 60,00

Ser 1428 300,0
Thr 1428 300,0
Trp 286,0 60,00
Tyr 286,0 60,00
Val 714,0 150,0

2.3 Otimizacdo do método

A otimizagdo da interface, composicio do BGE e pardmetros de MS foram
realizados usando a mistura de urina descrita na se¢do 2.2, O método foi otimizado na
seguinte ordem: interface de CE-MS interface, parimetros de CE comegando pela
otimizagdo do eletrélito de corrida (BGE) e por dltimo os parametros de MS foram
otimizados. Condi¢oes otimas de separacdo foram obtidas usando um SHL composto
de 0,5% (v/v) acido férmico em 60% (v/v) metanol-dgua entregues a uma vazao de 5 pL
min”. Nitrogénio foi usado como gas nebulizador e inicialmente estabelecido a 8 psi.
Os seguintes parametros de MS foram aplicados: gas secante a uma vazdo de 5 L min™
e temperatura a 200 °C. Os parametros de CE foram: tensdo de 25 kV, temperatura do
capilar 20 °C, injecdo hidrodindmica a 0,6 psi por 20 s com prévio stacking mediado
por pH através da injegdo NH,OH a 12,5% (v/v) a 0,5 psi por 9 s. A composi¢do do BGE

foi 0,8 mol L™ acido férmico com 15% (v/v) metanol.
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2.4 Validagao

A linearidade foi estabelecida usando uma série de padrdes de calibracdo (5

niveis de concentragdo) por analito. A tabela 3.2. mostra a concentra¢do detalhada das

cinco solug¢bes padrbes de calibragdo para cada aminoacido estudado. O LD foi

calculado baseado no erro padrdo do sinal (o) e na inclinagdo (S) da curva analitica

para cada analito, como sendo 3,3 x ¢/S. O LQ foi calculado como sendo 10 x 6/S, de

acordo com a ICH (99). A precisdo foi avaliada através da andlise repetida da mistura

da amostras de urina dos cinco voluntarios com a adi¢do de uma mistura das solugdes

padrdes de aminodcidos no nivel de concentra¢do intermedidrio.

Tabela 3.2. Concentragdes detalhadas (umol L) de cada aminoécido empregado na constru¢do da curva

analitica
Aminoacido Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Ala 200 400 600 800 1000
alle 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Arg 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Asn 50,0 100 150 200 250
Asp 100 200 300 400 500
pAla 200 400 600 800 1000
Car 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Cit 50,0 100 150 200 250
Cys 200 400 600 800 1000
GABA 100 200 300 400 500
Glu 50,0 100 150 200 250
Gln 50,0 100 150 200 250
Gly 200 400 600 800 1000
4Hyp 50,0 100 150 200 250
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Aminoacido Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5

His 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Ile 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Leu 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Lys 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Met 50,0 100 150 200 250
Orn 50,0 100 150 200 250
Phe 50,0 100 150 200 250
Pro 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Ser 100 200 300 400 500
Thr 100 200 300 400 500
Trp 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Tyr 20,0 40,0 60,0 80,0 100
Val 50,0 100 150 200 250

3 Andlise quantitativa de aminoacidos em urina e avaliacao

estatistica

Para a andlise quantitativa dos aminodcidos, amostras de urina de criangas com
e sem RVU (testes e controles) foram coletadas no Departamento de Pediatria
Nefroldgica do Hospital Universitario de Leuven (UZ Leuven) em colaboragdo com a
Profa. Dra. Djalila Mekahli. As informac¢des detalhadas de cada amostra estdo descritas
na Tabela 3.3. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do UZ Leuven, Bélgica
(referéncia: S57431 (Mn389)). Imediatamente apods a coleta, cada amostra foi
centrifugada a 14000 g por 15 min para remover quaisquer “‘debris” (particulas)
celulares presentes na amostras. O sobrenadante de cada amostra foi entdo dividido

em aliquotas e armazenados a -8o °C até o momento do uso. Antes da injecdo e andlise
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no equipamento de CE-MS, uma aliquota de 2 mL cada amostra foi descongelada e
diluida em agua ultrapura contendo 0,1% (v/v) 4cido férmico. A adigdo de acido nas
amostras tem como finalidade garantir que procedimento de pré-concentracdo
(stacking mediado por pH) seja efetivo. Além disso, em todas as amostras, metionina

sulfona foi adicionada como padrdo interno. A dilui¢do final das amostras foi de 3:1.

Tabela 3.3. Informac¢des das amostras de urina coletadas na Bélgica

Identificacao Tipo Género Idade (meses) Grau RVU
1 Controle F 129 -
2 Controle F 40 -
3 Controle M 65 -
4 Teste F 55 |
5 Controle M 120 -
6 Controle M 183 -
7 Controle F 103 -
8 Controle F 92 -
9 Controle M 89 -
10 Controle M 8o -
1 Controle M 168 -
12 Controle F 159 -
13 Controle M 20 -
14 Controle F 94 -
15 Controle M 150 -

16 Controle F 34 -
17 Teste F 76 II
18 Controle M 83 -
19 Controle F 120 -
20 Teste M 8 \Y
21 Teste M 7 \Y%
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Identificacdo Tipo Género Idade (meses) Grau RVU

22 Controle M 3 -
23 Controle M 142 -
24 Teste M 15 II
25 Teste M 31 I
26 Teste M faltante [-11IT
27 Teste F 42 I
28 Teste F 8o II
29 Teste F 4 [-v
30 Teste M 172 II1
31 Teste M 18 \Y
32 Teste M 9 \Y
33 Controle M 24 -
34 Teste F 22 III
35 Teste F 60 II
36 Teste M 123 V-V
37 Teste M 49 \Y
38 Teste F 128 II-v
39 Teste F 94 I1
40 Teste M 93 [1-111
41 Teste M 59 \Y
42 Teste F 58 II-111
43 Teste M 35 \Y
44 Controle F 9 -

A tabela dos resultados das concentragdes de aminoacidos encontrados nas
amostras de urina foram estatisticamente avaliados a fim de visualizar e descobrir
correlagdes entre as concentragdes obtidas e os grupos em estudo. Ferramentas

estatisticas, tais como analise de componentes principais (PCA), andlise discriminante
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com método de minimos quadrados parciais (PLS-DA) e teste t, foram empregadas

usando a plataforma online de livre acesso, MetaboAnalyst (70).

4 Otimizacao de colunas e fase mdvel para RPLC e HILIC-MS

4.1 Instrumentacdo e condi¢oes

Para a otimizagdo dos métodos cromatograficos, foi utilizado RP-MS e HILIC-
MS. Todos os experimentos de LC-MS foram realizados no laboratorio de pesquisa e
desenvolvimento do Grupo Fleury em parceria com o Dr. Valdemir M. Carvalho, Dra.
Karina H. M. Cardozo e MSc. Jéssica S. Salgueiro. A otimizacdo dos métodos foi feita
utilizando um sistema cromatografico a liquido de ultra performance (UPLC, do inglés
Ultra Performance Liquid Chromatography) (ACQUITY UPLC I-Class, Waters
Corporation), equipado com uma bomba binaria e injetor automatico, contendo uma
interface ortogonal do tipo electrospray, utilizada para acoplar o sistema ao
espectrometro de massas do tipo quadrupolo time-of-flight (QTOF) (Synapt G1, Waters
Corporation). O QTOF-MS foi operado em ambos os modos, positivo e negativo. As
condi¢Ges 6timas de andlise foram: temperatura da fonte 120 °C, temperatura do gas de
dessolvatag¢do 350 °C, fluxo do gas do cone 50 L h™ e do gas de dessolvatagdo 750 L h;
a tensdo do capilar foi de 3 kV ESI+, tensdo do cone de amostragem e extracdo 17 V e
4,0V, respectivamente. Os dados foram adquiridos no modo continuo e faixa de scan
70 a 750 Da. Para garantir maior precisio de massas durante a aquisi¢do dos dados no
MS, um “lock-mass” (padrao de referéncia) de leucina enkephalin (m/z 556,2767 no

modo positivo) na concentragdo de 50 ng L™ foi utilizado através de uma interface

56



lockspray a uma vazdo de 100 pl min™ As amostras e padrdes em estudo foram
mantidas no amostrador a 4° C e injetadas em triplicatas. Um volume de 10 pL de cada
solugdo foi injetado nas colunas em estudo. As condi¢des cromatograficas foram
otimizadas com o objetivo de obter a maior cobertura de metabolitos, melhor
seletividade, separacdo e eficiéncia. Diversas colunas de RP e HILIC foram estudadas
em conjunto com diversas composi¢oes de fase movel, as quais estdo detalhadas na
secdo 4.2. Ambos espectrometro de massas e o cromatografo sdo controlados pelo

software MassLynx™ (Waters Corporation).

4.2 Colunas e composicao da fase movel

Colunas de RP e HILIC com diferentes composi¢oes quimicas foram avaliadas;
complementarmente, a composicio e o pH das fases-mdveis (condi¢gdes dacidas e
bésicas) também foram testadas. As colunas e condi¢des estudadas estdo descritas nas

Tabelas 3.4. e 3.5.

Tabela 3.4. Especificacdes das colunas avaliadas

Nome Marca Com(;::;imm)ento P:::,i:i:(();;) Faixa de pH

BEH Ci18 Waters 50 X 2,1 1,7 1-12
CSH C18 Waters 100 X 2,1 1,7 1-11
Kinetex EVO C18 Phenomenex 100 X 2,1 1,7 1-12

Kinetex PFP Phenomenex 100 X 2,1 1,7 1,5- 8,5
Zorbax Bonus RP RRHD Agilent 100 X 2,1 1,8 2-9
BEH Amida Waters 100 X 2,1 1,7 2-11
BEH HILIC Waters 50 X 2,1 1,7 1-9
ZIC-HILIC Merck 100 X 2,1 3,5 3-8
Z1C-cHILIC Merck 100 X 2,1 3 3-8




Tabela 3.5. Composi¢des das fases moveis avaliadas

Fase Fase Tempo de Temp.
Condica Modo
ondicao movel A movel B analise (min) (°C)
% H20, 95%
10 mmol L™ Acetato 57 T2 9'5 (,) (viv)
. acetonitrila
de Amonio Fase
I . 10 mmol/L Acetato 12 45
pH 8,2 (ajustado .. Reversa
de Amoénio
com NH,OH)
. tonitril
0,10% Acido ace o’n'1 " alcorr‘1 Fase
11 L 0,10% acido férmico 12 45
férmico (v/v) Reversa
(v/v)
0:50% (v/v
95:5 (V/v), 0050 ( )
_ acetonitrila:i0o
acetonitrila: i
111 4 mmol L™ acetato de 21 40 HILIC
200 mmol L .
. amonio
acetato de amonio
pH =68
95:5 (V/V), 50% (v/v)
acetonitrila: acetonitrila, 50% 100
1A% HILIC
200 mmol L™ mmol L™ formiato de 2 40
formiato de amonio amonio, pH 3,2

4.3 Padroées de metabolitos

Para a otimizagdo do método, solugdes estoque dos padrdes de metabdlitos

usados foram preparados na concentra¢do de 1 mmol L™ em dgua ultrapura contendo

0.1 mmol/L de HCl ou NaOH, e armazenados a -20 °C. A partir das solu¢des padrao,

preparou-se duas misturas, contendo 40 metabolitos em cada. Para a otimizagdo da

fase reversa, 50 pL de cada solu¢do estoque foram adicionados a um tubo falcon e

entdo completou-se com dgua ultrapura até o volume de 5 mL. Para a HILIC, a mesma

dilui¢do foi utilizada, porém completou-se o volume usando uma mistura contendo

80% (v/v) acetonitrila em dagua. A lista dos padrdes utilizados estio detalhados na

tabela 3.6.
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Tabela 3.6. Lista de padrées utilizados na otimiza¢do dos métodos cromatograficos

Massa molecular

Nome do composto Férmula monoisotopica
molecular

(g mol™)

4-Hidroxiprolina CsHyNO, 131,0582
Adenosina difosfato (ADP) CioHisNsO,0P, 427,0294
AMP Ciclica CioHi.N;O6P 320,0525
Arginina CeH\,N,O, 174,1168
Asparagina C,HsN,O, 132,0535
Acido aspértico C,H,NO, 133,0375
Biotina CioHisN.O;S 244,0882
Acido célico C,,H,004 408,2876
Acido citrico CsHsO, 192,0270
Creatinina C,H,N;0 113,0589
Cistina Ce¢H,.N,O,S 240,0239
Epinefrina CyoHsNO, 183,0895
Acido félico CioHioN-Os6 441,1397
Glicose Ce¢H1,06 180,0634
Glicose-6-fosfato CeH,,O,P 258,0152
Acido glutamico C,H,NO, 147,0532
Glutamina CsH,oN,O; 146,0601
Guanina CsH;N;O 151,0494
Guanosina CioHi3N5O5 283,0017
Hipoxantina CH,N,O 136,0385
Inosina monofosfato (IMP) CoHiN,OgP 348,0471
Inositol Ce¢H1,06 180,0634
Carnitina C,HsNO; 161,1052
Citrulina CsHisN;04 175,0957
Leucina CeH;sNO, 131,0946

Acido lipdico CsH,,0.S, 206,0435
Acido malico C,HeOq 134,0215
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Massa molecular

Nome do composto Formula monoisotopica
molecular

(g mol™)
Maltose C.H,.0, 342,1162
ornitina CsHLN,O, 132,0899
Acido oxalico C.H.O, 89,9953
Fenilalanina CoHuNO, 165,0790
Fenilefrina C,H1;NO, 167,0946
Prolina C,HNO, 115,0633
Acido succinico C,HeO, 18,0266
Sacarose C.H,.0, 342,162
Taurina C.H,NO;S 125,0147
Teofilina C,HsN,O, 180,0647
Tirosina CoH,uNO; 181,0739
Acido Urico C;H,N,O; 168,0283
Valina CH.NO, 117,0790
Xantina CH,N,O, 152,0334

4.4 Avaliacdo dos dados

Os dados obtidos a partir das analises em triplicata das misturas de padrdes
usando diferentes colunas e fases moveis foram processadas usando Skyline 3.5
(http://proteome.gs.washington.edu/software/skyline) e. MassLynx 4.1 (Waters
Corporation) aplicando-se um erro de massas de + 10 ppm. Os cromatogramas dos ions
extraidos foram avaliados visualmente em relacdo ao formato de pico, tempo de
retencdo e sinal no MS. Baseados nessas observacdes, um sistema de qualitativo de
classificacdo foi criado para estabelecer uma nota de avalia¢do para os metabolitos em

cada uma das condig¢bes estudadas.
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Os dados brutos obtidos a partir das andlises da amostra de urina foram pré-
tratados usando o pacote XCMS através do software de livre acesso R versdo 3.2.5. Os
arquivos dos dados obtidos em equipamentos da Waters Corporation possuem
extensdo “raw”; porém, para andlise no XCMS, é necessario a converter os dados brutos
para a extensdo .mzXML. Para essa conversdo, usou-se o software de livre acesso
MSconvert (parte do ProteoWizard tools) (100,101). Primeiramente, os dados de cada
uma das replicatas analisadas foram processadas no software livre de acesso R por
meio do algoritmo “matchedFilter” do XCMS. Uma tabela contendo todos os molecular
features “identificados nas analises foi obtida e exportada para o Excel. Na sequéncia,
os dados foram novamente processados pelo XCMS, processando-se simultaneamente
os dados da triplicata. Esse processo foi realizado para todas as replicatas das
condicbes e colunas estudadas. A extragdo dos molecular features foi realizada
utilizando o algoritmo matchedFilter e agrupamento dos features. A corre¢do do tempo
de retencdo foi realizado usando o método peakgroups (family = symmetric, plottype =
mdevden), e posteriormente reagrupados (bw = 5, mzwid=0,025). No final, o comando
fillPeaks foi utilizado para criar valores de intensidades de picos que ndo foram
previamente identificados em algumas amostras, eliminando assim os missing values
ou zeros. A tabela de dados foi analisada, contabilizando-se os molecular features
detectados em todas as amostras da triplicata, e a média do coeficiente de variagdo
(CV) da intensidade dos molecular features detectados foi calculada. Os resultados
obtidos para as analises da amostra de urina também foram contabilizados no sistema

de classificag¢do acima mencionado.

" Os molecular features sio definidos por um determinado intervalo de m/z relacionado a um intervalo
de tempo de retengdo/migragdo definido.
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5 Analises metabolémicas por RPLC-MS E CESI-MS

5.1 Método e condi¢coes

As amostras de urina foram preparadas de acordo com o procedimento descrito
no item 4.4 desse capitulo. As amostras foram analisadas de forma randdmica.
Adicionalmente, a qualidade das andlises foi monitorada utilizando uma amostra
controle de qualidade (QC), preparada a partir da mistura de volumes iguais (10 pL) de
cada amostra de urina em estudo (controles e testes) (102). Para a fase reversa, a
amostra QC foi injetada trés vezes antes da inje¢do da primeira amostra dos grupos
controle ou teste e uma vez apos cada cinco amostras. Ao final da sequéncia de
amostras, o QC foi novamente analisado. A andlise da reprodutibilidade dos dados
obtidos dos QCs é realizado para “validar” os dados adquiridos em relagdo a
estabilidade do sinal, tempo de reteng¢do e massa. Para a andlise por RPLC-MS,
utilizou-se as condi¢des cromatograficas otimizadas e descritas no item 4.1.

Os dados de MS foram adquiridos usando um espectrometro de massas Q-
Exactive™ do tipo Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) controlado pelo
software Xcalibur 2.3. O ESI foi operado no modo positivo aplicando-se uma tensdo de
3,0 kV. Nitrogénio foi empregado como gas auxiliar e gas de bainha com pressdo de 10
e 50 psi, respectivamente; a temperatura do capilar foi de 300°C. Os dados foram
adquiridos no modo profile usando os seguintes parametros: resolu¢io de 70000
FWHM (full width half maximum), automatic gain control (AGC) 1.10°, tempo maximo

de injegdo 100 ms e full scan na faixa m/z 50-750.
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As andlises referentes ao estudo metabolémico por CESI-MS foram realizadas
em colaboragdo com o Prof. Dr. Oleg Mayboroda (LUMC, Leiden, the Netherlands) e
Prof. Dr. Rawi Ramautar (Leiden University, Leiden, the Netherlands). Para esse
estudo, utilizou-se as amostras coletados no Hospital Universitario em Leuven. As
amostras foram transportadas em gelo seco e mantidas congeladas até a realiza¢do das
andlises. Previamente a injecdo no CESI-MS, elas foram diluidas 10 vezes em &4gua
ultrapura. O QC foi preparado a partir da mistura de 10 uL. de cada amostra de urina
em estudo. Além do QC, uma mistura de padrdes de metabdlitos foi injetada durante a
sequéncia, com a finalidade de controlar a performance analitica do equipamento e
método utilizado. Todas as informagdes referente a parte experimental desse estudo

estdo descritos em trabalhos previamente publicados pelo Dr. Rawi Ramautar (62,103).

5.2 Tratamento dos dados

Assim como os dados gerados no LC-MS da Waters, os dados brutos gerados
pelo LC-MS da Thermo possuem extensdo .raw e precisam ser convertidos para
.mzXML. Para essa conversdo, utilizou-se o mesmo procedimento ja citado no item 4.3.
O pré-processamento no XCMS dos dados provenientes dos experimentos de RPLC
seguiu as seguintes etapas: extracdo dos molecular features utilizando o algoritmo
centWave (104) (ppm = 5, peakwidth = c(5,20), noise = 50000, prefilter=c(3,75000),
snthresh=10, mzCenterFun = wMean, integrate = 2, mzdiff = -0.001) e agrupamento dos
features (bw = 5, minfrac = 1, minsamp = 8). Na sequéncia, as diferencas de tempo de

retencdo entre as foram corrigidas usando o método peakgroups (family = symmetric,
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plottype = mdevden); a seguir os molecular features foram agrupados novamente (bw =
5, minfrac = 1, minsamp = 8). No final, o comando fillPeaks ¢é utilizado para criar
valores de intensidades de picos que ndo foram previamente identificados em algumas
amostras, eliminando assim os missing values. Os dados foram normalizados pela
mediana através de um algoritmo desenvolvido no proprio R (105,106).

Todos os dados do MS provenientes das andlises por CESI-MS foram recalibrados

baseado na m/z de clusters de formiato de sédio. Esses dados foram entido convertidos

para a extensdo .mzXML e em seguida alinhados usando o MS-Align2 (http://www.ms-

utils.org/msalign2/), algoritmo para alinhamento eletroferogramas e/ou

cromatogramas desenvolvido pelo grupo do Prof. Dr. Oleg Mayboroda (107). As demais
de etapas do pré-processamento foram realizadas com auxilio do pacote XCMS. Os
comandos utilizados foram similares aos mencionados no texto acima, com exce¢do da
etapa de alinhamento dos tempos de migragdo. Nesse caso, o alinhamento foi realizado
anteriormente usando o MS-Align2 e ndo precisa ser repetido no XCMS. Assim como
para RPLC, os dados de CESI gerados através do alinhamento e pré-processamento
também foram normalizados pela mediana usando o mesmo algoritmo ja mencionado.
Para ambos, CESI e RPLC, os dados normalizados foram submetidos a analise
estatistica usando o programa SIMCAP+12 (Umetrics, Umea, Suécia). Ferramentas de
estatistica multivariada, como PCA, PLS-DA (com predi¢do de QCs) e OPLS-DA foram
aplicadas com a finalidade de visualizar e descobrir correlagdes entre os dados obtidos
e os grupos em estudo. Os dados foram log-transformados e escalonados por Pareto.
A validade e robustez dos modelos estatisticos gerados foram baseadas nos parametros
R*(Y) eQ*(Y), teste de permutagdes e analise de varidncia dos residuos da validagao

cruzada (CV-ANOVA, do inglés cross-validation analysis of variance)(108). A sele¢dao
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dos molecular features discriminantes foi feita baseando-se nos valores de Variable
Importance in Projection (VIP) gerados no PLS-DA. Molecular features com valores de
VIP > 1 foram selecionados para a proxima etapa da andlise metabol6mica. Esses
valores descrevem a estimativa quantitativa do poder de discriminagdo de cada
variavel. Com a finalidade de obter uma maior significincia estatistica, os dados
normalizados também foram estatisticamente avaliados usando a plataforma online de
livre acesso MetaboAnalyst (70).

A identificacdo dos molecular features discriminantes foi realizada através da
busca dos m/z nos seguintes banco de dados: HMDB, http://www.hmdb.ca/; KEGG,
http://www.genome.jp/kegg/; METLIN, http://metlin.scripps.edu/; = MassBank,
http://www.massbank.jp/; Scripps Center for Mass Spectrometry
(http://masspec.scripps.edu/index.php). O critério de busca aplicado foi: erro de massa
maximo de 5 ppm, e [M+H]" e [M+Na]® como possiveis adutos. As informag¢oes

bioldgicas referente aos metabolitos identificados foram pesquisadas em banco de

dados.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E
DISCUSSOES



1 Determinacao de aminoacidos em urina por CE-MS

1.1 Otimizacdao do método

Um método por CE-MS com a capacidade de oferecer separagdo dos
componentes de uma amostra com resolugdo em linha de base diminui o efeito de
supressdo i0nica, representando assim uma vantagem qualitativa e quantitativa. Para
satisfazer certa demanda, o método analitico precisa ser otimizado para operar em
condicbes com a capacidade de oferecer a melhor separacdo, seletividade e
sensibilidade capazes de determinar baixas concentracdes de aminodcidos em
amostras bioldgicas. Nesse trabalho, um método para a separagdo de 27 aminodacidos
por CE-MS foi otimizado em trés blocos instrumentais: interface do CE-MS,
parametros do CE e MS (109). A otimizac¢do foi realizada sequencialmente para cada
bloco instrumental. As condi¢des testadas, assim como, as condi¢des 6timas obtidas
estdo detalhadas na Tabela 4.1. No inicio da otimiza¢do, o SHL era composto de 1,0%
acido formico em 50% metanol fornecido a uma vazdo de 6,0 pL min™. Nitrogénio foi
usado como gas de nebulizagdo e configurado a 10 psi. Para os parametros de MS, a
vazdo do gas secante foi ajustada para 10 L min” e a temperatura do aquecedor
configurada a 300 °C. Os pardametros iniciais de CE foram: tensdo aplicada 30 kV,
temperatura do capilar a 25 °C, injecdo hidrodindmica a 0,50 psi por 10 s sem o uso de

método de pré-concentragdo e 1 mol L™ dcido férmico foi usada como BGE.
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Tabela 4.1. Otimiza¢do dos parametros de CE-MS, faixas testadas e valores 6timos

Bloco Parametros Faixa Testada Otimo
Interface SHL componente organico Metanol, isopropanol Metanol
SHL concentragdo do
Interface 50-80% (v/V) 60% (v/v)
componente organico
ac. férmico, ac. acético,
Interface Aditivo do SHL ac. férmico
formiato de amonio
Concentragdo do aditivo do ac. formico
Interface ac. férmico 0,1-1,0% (v/v)
SHL 0,50% (v/v)
Interface Fluxo do SHL 2,0-10 pL min™ 5,0 pL min™
Interface  Pressdo do gas nebulizante 8,0-12 psi 8,0 psi
0,25-2,0 mol L™ ac. 0,80 mol L™ ac.
CE Concentracdo do BGE
férmico férmico
10-20% (v/v) acetonitrila e 15% (v/v)
CE Aditivo organico
10-20% (v/v) metanol metanol
CE Tensao 20-30 kV 30 kV
Pressdo aplicada na ) )
CE 0-0,60 psi o psi
separagao
CE Temperatura 15-25 °C 20 °C
CE Tempo de injecdo 7,0 2 255S a 0,6 psi 20 sa 0,6 psi
MS Vazdo do gas secante 5,0-10 L min™ 5,0 L min™
Temperatura do gas
MS 150-300 °C 200 °C
secante
MS Tempo de acumulagdo 10-300 mMs 15 ms
111 Parametros da interface

EM CE-MS, a composicdo do SHL é um pardmetro muito importante a ser

otimizado, pois apresenta direta influéncia na magnitude da razdo sinal-ruido (S/N),
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afetando assim o limite de deteccio do método. Além disso, é muito importante
certificar-se de uma apropriada conexdo entre o CE e MS, garantindo assim que ambos
spray e corrente sejam mantidos estaveis e constantes. A composi¢do do SHL também
pode influenciar a eficiéncia da ionizagdo em CE-MS. Solu¢bes metanol-agua com
adicdo de sais volateis, acidos ou bases, como acido féormico, acetato de amonio, acido
acético e formiato de amonio tém sido usados em estudos reportados na literatura e
tém provado serem eficientes e apropriados SHL. (110-113). Nesse trabalho, usando uma
concentracdo constante de 1,0% (v/v) acido férmico, o componente organico do SHL e
sua concentracao pdde ser selecionada e otimizada (Tabela 4.1.). A melhor razdo sinal-
ruido para os aminodcidos em estudo (amostra de urina fortificada) e melhor
estabilidade do spray foram obtidos usando 60% (v/v) metanol-dgua contendo 1,0%
(v/v) a&cido formico como SHL. Outras melhorias foram realizadas testando trés
diferentes aditivos volateis em diferentes intervalos de concentra¢do. Foram testados
5,0 mmol L” formiato de aménio, 0,10-1,0% (v/v) acido férmico, e 0,50% (v/v) como
aditivos no SHL composto por 60% (v/v) metanol-agua. Com a adi¢do de 0,50% (v/v)
acido formico, foi observada uma melhor relacdo S/N, e este aditivo e concentragdo
foram entdo selecionados. A vazdo do SHL também exerce certa influéncia na
magnitude da razdo sinal-ruido, uma vez que uma vazdo do fluxo maior pode levar a
uma diluicdo de amostra maior na extremidade capilar, causando uma perda de
sensibilidade (114). O efeito da vazdo de SHL foi investigado no intervalo de 2,0 a 10 pL
min”. Embora um aumento na sensibilidade tenha sido obtida usando baixas vazdes,
foi frequentemente observada uma queda na corrente e, adicionalmente, constatou-se
que o spray ndo se mantinha estavel. Além disso, diferentes perfis de separacdo entre

analises sequenciais também foram observados. Uma vazdo intermediaria foi capaz de
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fornecer uma condi¢cdo mais estdvel sem queda de corrente, com spray estavel e com
um perfil de separacdo reprodutivel. Baseado nas discussbes acima apresentadas
anteriormente, 0,5% acido férmico em 60% (v/v) metanol-dgua a uma vazdo de fluxo
de 5 pL min™ foram considerados como as condi¢es 6timas do SHL para a separa¢ao e
determinag¢do dos aminoacidos em estudo.

Um estudo sobre os efeitos da vazdo do gas nebulizador ja foi reportado na
literatura (115). Nesse trabalho, também foram investigados os efeitos da vazdo do gas
nebulizador na separagdo dos aminodcidos. Semelhante aos estudos previamente
reportados, nenhuma mudan¢a foi observada para pressdes abaixo de 6 psi; no
entanto, de 7 a 13 psi (pressio maxima testada) um acentuado aumento na mobilidade
eletroforética foi observado para todos os aminoacidos, afetando assim a resolugdo da
separacdo. Este efeito é provavelmente uma consequéncia de um efeito de sucgdo.
Sendo assim, 8 psi foi determinado como valor &timo, apresentando uma boa

separagdo e bons tempos de separacdo.

1.1.2 Parametros de CE

Apoés o estabelecimento das condi¢des Otimas para a interface e SHL, as
condi¢bes de CE foram entdo otimizadas, comec¢ando pela otimizagdo da composi¢do
do BGE. Em CE, a escolha do BGE afeta substancialmente o sistema de separa¢do. Com
a finalidade de obter a separagdo simultdnea de todos os aminodcidos em investiga¢do
por CE-MS, tanto valores de pH baixos ou altos devem ser testados, uma vez que os
pontos isoelétricos dos aminoacidos investigados variam entre 2,77 a 10,76. Estudos

reportados na literatura para a separacdo de aminoacidos por CE-MS geralmente usam
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0,80 mol L™ a 2,0 mol L 4cido féormico como BGE (81,94,95,16). Apesar de boas
separacdes e eficientes ionizagdes serem reportadas, apenas um desses estudos
apresentou separacdo em linha de base para o par de isémeros estruturais isoleucina e
leucina. Para o método aqui apresentado, a composicdo do BGE foi investigada em
termos de concentragdo de acido formico e solvente orgdnico, com a finalidade de
promover uma adequada separagdo e eficiéncia de ionizacdo para a maioria dos
aminodcidos. Na sequéncia, as ateng¢des foram concentradas na separagdo do trio de
isdbmeros isoleucina, leucina e allo-isoleucina. Para BGEs com concentracdo de acido
formico abaixo de 0,50 mol L7, observou-se uma diminuigio na mobilidade
eletroforética de todos os aminodcidos, resultando numa separagdo insatisfatoria.
Foram obtidas boas separagées, incluindo uma resolu¢do parcial dos isdmeros
estruturais isoleucina, leucina e allo-isoleucina, com 0,80 mol L™ dcido féormico como
BGE. Para melhorar a resolu¢do, modificadores organicos (acetonitrila e metanol)
foram testados, com uma separa¢do bem sucedida de 22 aminoacidos, incluindo uma
separagao em linha de base do trio de isémeros, quando 15% (v/v) de metanol foi
utilizado como aditivo no BGE. A composi¢do 6tima do BGE foi entdo estabelecida
como 0,80 mol L™ dcido férmico contendo 15% (v/v) de metanol. Uma separac¢do por

CE-MS de uma mistura de padrdes de aminoacido é representada na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Eletroferograma do pico base (BPE, do inglés base peak electropherogram) da analise de uma
mistura de padroes de aminodcidos e eletroferograma de ion extraido (EIE, do inglés extracted ion
electropherogram) de cada um dos aminoacidos com o método de CE-MS. Condigdes: capilar de silica
fundida (85 cm comprimento total, 50 pm didmetro interno); BGE composto por 0,80 mol L 4cido
férmico contendo 15% (v/v) MeOH; tensdo aplicada de +30 kV; inje¢do hidrodinamica da amostra: 0,6
psi por 20 s com stacking mediado por pH (inje¢do de 12,5% (v/v)NH,OH a o,5 psi por g s antes da
injecdo da amostra); temperatura do capilar 20 °C. Concentrag¢des: aminodacidos foram injetados em um
intervalo de 60 a 600 pmol L. Metionina sulfona na concentragdo de 50 pmol L foi usado como padrao
interno. SHL composto por 0,5% (v/v) acido féormico em 60% (v/v) metanol-dgua e entregue a uma
vazdo de fluxo de 5,0 uL. min™. No espectrémetro de massas, a vazdo do gas secante foi ajustada a 5,0 L
min” e a temperatura a 200 °C, com um tempo de acumulagio de 15 ms. Legendas: 1, fragmento de Orn;
2, fragmento de Phe; 3, isobaros Ile/Leu/alle; 4, fragmento de Met; 5, fragmento de 4Hyp. As
intensidades dos sinais sdo descritas no lado esquerdo de cada EIE e BPE.
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E de conhecimento geral que uma das razdes pelas quais CE nido possui boa
sensibilidade esta relacionada ao pequeno volume da amostra injetada, geralmente
menos de um por cento do comprimento capilar pode ser preenchido com a amostra.
Para compensar essa limitagdo, uma estratégia de pré-concentragdo foi testada,
denominada stacking (empilhamento) mediado por pH, a qual ja foi relatada como um
método adequado para amostras de baixa concentracdo e alta for¢a idnica, como a
urina (117). Esta abordagem foi aplicada para todas as amostras analisadas pelo método
proposto, na qual a injecdo hidrodindmica de uma solu¢io de NH40H a 12,5% (v/v)
(0,5 psi por 9 s) foi realizada antes de cada inje¢do da amostra. Eventualmente, para
obter uma melhor focalizacdo da zona da amostra, as amostras de urina foram
acidificadas com 0,10% (v/v) de acido férmico.

A tensdo aplicada e a temperatura do capilar também foram otimizadas. No
entanto, ndo foram observadas alteracGes no perfil de separagdo ao estudar a
temperatura capilar; sendo assim, foi decidido manter o sistema a temperatura
ambiente, 20 °C. Ao aplicar diferentes tensdes de separacdo, observaram-se minimas
mudancas nas mobilidades eletroforéticas; porém, ndo houve melhora significativa no

perfil de separagdo, assim, foi selecionada +30 kV como a tensdo de separagdo.

1.1.3 Parametros de MS

Para MS, a vazdo e temperatura do gds secante, assim como o tempo de
acumulag¢do (ICC count time) foram estudados. Apesar de ndo terem sido encontrados
muitos estudos detalhando a influéncia da vazdo e temperatura do gas de secagem

para separa¢des por CE-MS, Huikko e colaboradores publicaram um estudo discutindo
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o efeito desses parametros (115). Eles relataram nenhum efeito na qualidade de
separac¢do ou no sinal de MS enquanto investigavam a vazdo ou a temperatura do gas
secante. Nesse estudo aqui apresentado, comprovou-se a evidéncia apresentada por
Huikko e colaboradores, uma vez que ndo foram observadas grandes mudangas no
perfil de separagdo ou nas relagdes S/N e, desta forma, os parametros do gas secante foi
estabelecido seguindo as recomendac¢ées do fabricante. O tempo de acumulagdo
também foi otimizado para evitar a sobrecarga do detector de MS e, ao mesmo tempo,
ndo comprometer a sensibilidade. Observou-se que um tempo de acumulagdo de 15 ms
foi capaz de fornecer a melhor sensibilidade e formato de pico sem sobrecarregar o
detector. Assim, as configuracdes finais para MS foram: vazdo de gas secante a 5,0 L

min~ e uma temperatura de 200 °C, com um tempo de acumulagdo de 15 ms.

1.2 Validacdao do método

A validagdo do método foi realizada conforme requerimentos definidos pelo
guia da FDA (118). O guia de instrugdes para validagdo de métodos analiticos da ICH
(99) também foi utilizado apesar do fato desse guia focar mais em métodos analiticos
para produtos farmacéuticos ao invés de bioanalises. Linearidade, repetibilidade, em
termos de tempo de migracdo e razdo de area de pico, e limites de deteccdo e

quantificagdo (LD e LQ) foram avaliados (Tabelas 4.2. e 4.3).
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Tabela 4.2. Resultados de linearidade, LD e LQ para o método de CE-MS proposto.

Faixa Lineari-
Amino Erro de LD LQ
m/z  concentracao dade Inclinacao Intercepto F p-valor
acidos regressao pmol/L  pmol/L
(pmol L) (R?, n=5)

Ala 90,2 200-1000 0,999 0,0004 0,300,001  -0,002+0,0005 Q4922 0,16 5,7 17
alle 132,2 20-100 0,999 0,003 5,0£0,07 -0,005+0,004  4941,0 0,39 2,5 7,5
Arg 175,0 20-100 0,999 0,004 8,6+0,08 -0,01+0,004 11182 0,26 1,7 5,0
Asp 134,0 50-250 0,996 0,004 1,2+0,02 -0,003+0,005  3146,0 0,65 16 47
Asn 133,0 100-500 0,991 0,006 1,8+0,009 0,006+0,007 391,00 0,55 13 40
pAla 90,2 200-1000 0,993 0,003 0,38+0,006 0,0001+0,003  4467,0 0,98 27 8o
Car 227,1 20-100 0,999 0,01 7,1£0,1 -0,01+0,01 4549,0 0,50 6,7 20
Cit 176,0 50-250 0,999 0,007 3,5+0,06 0,007+0,008  3224,0 0,52 7,7 23
Cys 122,0 200-1000 0,999 0,004 0,51+0,008 -0,02+0,004 3756,0 0,18 29 86
GABA 1042 100-500 0,996 0,001 1,3+0,007 -0,004+0,001 28833 0,25 4,0 12
Glu 148,0 50-250 0,998 0,004 2,4+0,04 0,0008+0,005  3483,0 0,91 7,3 22
Gln 147,0 50-250 0,998 0,002 2,1+0,02 -0,005+0,002 19813 0,26 3,1 9,4
Gly 76,2 200-1000 0,998 0,0005 0,13£0,0009  -0,001+0,0006 21963 0,33 15 45
4Hyp  132,2 50-250 0,999 0,002 2,6+0,03 -0,01+0,003 9910,0 0,16 3,7 u
His 156,1 20-100 0,998 0,0008 4,9+0,02 0,005+0,0009 76690 o,11 0,63 1,9
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Faixa Lineari-

Amino Erro de LD LQ
m/z  concentragao dade Inclinacao Intercepto F p-valor
acidos regressao pmol/L  pmol/L
(umol L) (R’ n=5)

Ile 132,2 20-100 0,997 0,004 3,7+0,1 0,004%0,005 1342,0 0,57 4,7 14
Leu 132,2 20-100 0,996 0,007 4,9+0,2 0,005+0,009 790,00 0,70 6,3 19
Lys 147,0 20-100 0,999 0,002 3,8+0,04 0,001+0,003 8252,0 0,76 2,4 7,3
Met 150,1 50-250 0,999 0,005 3,1+0,05 -0,005+0,007  3754,0 0,60 7,3 22
Orn 133,0 50-250 0,999 0,002 1,9+0,04 -0,002+0,003 2980,0 0,64 4,8 15
Phe 166,1 50-250 0,996 0,001 7,310,01 -0,02+0,002 30682 0,074 0,6 2,4
Pro 16,0 20-100 0,999 0,008 5,0+0,04 0,01+0,01 16965 0,41 6,7 20
Ser 106,1 100-500 0,999 0,003 0,90+0,01 -0,004+0,003  5332,0 0,41 12 36
Thr 120,1 100-500 0,996 0,002 0,91+0,01 -0,001+0,003  7859,0 0,78 10 30
Trp 205,1 20-100 0,998 0,002 5,5+0,05 0,001+0,002 14975 0,66 1,4 4,3
Tyr 182,2 20-100 0,998 0,002 4,1+0,03 -0,007+0,002 14869 0,19 1,8 5,4
Val 1u8,1 50-250 0,997 0,004 3,8+0,04 -0,005+0,005 10523 0,51 4,3 13
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As curvas analiticas para todos os AA foram lineares nas faixas de concentragdo
testadas, com coeficientes de determinac¢do (R*) entre 0,9960 e 0,9997, Os limites de
detecg¢do para todos os AA variaram de 0,63 a 29 pmol L™ e os limites de quantifica¢do
variaram de 1,9 a 86 pmol L. Repetibilidade foi obtida para todos os aminoacidos com
valores de coeficiente de varia¢do (CV) (n = 7) para tempos de migra¢do entre 0,55 e
1,7% CV e melhor que 5% de CV para razdes de area do pico. Adicionalmente, para
investigar a precisdio do método proposto, concentracées em uma faixa de 60 a 600
pumol L™ (dependendo de cada aminoacido) foram adicionadas em uma mistura das 44
amostras de urina do estudo do RVU, e as recuperagdes foram determinadas. As
recuperagdes para quase todos os AA variaram de 92,0 a 123%, com exce¢do da Asn e

Pro (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Resultados dos testes de recuperagdo e repetibilidade para o método de CE-MS proposto

Concentracao %CV do tempo de %CV da razao de
Amino- Recuperacao
adicionada migracao area do pico
acidos (%)
(pmol L) (n=7) (n=7)
Ala 600 13 1,3 4,4
alle 60 93,6 1,0 4,1
Arg 60 104 0,61 4,6
Asp 150 110 1,6 4,5
Asn 300 139 1,2 4,0
bAla 600 107 0,65 4,7
Car 60 92,0 0,59 4,3
Cit 150 19 1,5 4,5
Cys 600 108 1,5 5,0
GABA 300 1m 0,74 4,6
Glu 150 95,6 1,4 4,9
Gln 150 19 1,4 4,4
Gly 600 92,2 0,84 3,5
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Concentracao %CV do tempo de %CV da razao de

Amino- Recuperacao
adicionada migracao area do pico
acidos (%)
(umol L) (n=7) (n=7)
4Hyp 150 108 1,7 2,2
His 60 110 0,55 4,9
Ile 60 122 1,3 4,4
Leu 60 108 1,2 3,3
Lys 60 104 0,57 4,8
Met 150 96,8 1,3 4,6
Orn 150 112 0,64 4,8
Phe 150 92,0 1,4 4,9
Pro 60 127 1,4 4,7
Ser 300 101 1,1 4,2
Thr 300 123 1,2 4,3
Trp 60 m 1,4 3,4
Tyr 60 114 1,5 4,0
Val 150 108 1,4 3,6

1.3 Andlise quantitativa de aminoacidos nas amostras de urina

Apos validacdo do método desenvolvido por CE-MS para a andlise de
aminodcidos em urina, o mesmo foi aplicado para a andlise de aminoacidos urinarios
como parte do estudo metabolémico piloto de refluxo vésico ureteral (RVU). Todas as
44 amostras coletadas foram analisadas, sendo 22 amostras controles (coletadas de
crianca sem RVU) e 22 amostras testes (coletadas de criancas com RVU), usando o
método proposto. Na Figura 4.2, é possivel visualizar os eletroferogramas de pico base
e de ion extraido para duas das amostras do grupo estudado, uma controle (Figura

4.2A) e uma teste (Figura 4.2B).
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Figura 4.2. Eletroferograma do pico base (BPE) de uma amostra de urina controle (A) uma amostra
teste (com RVU) (B) e eletroferogramas dos ions extraidos (EIE) para cada um dos aminodcidos
detectados nessas amostras usando o método de CE-MS otimizado. Condig¢des: idem em Figura 4.1.

Foi possivel quantificar nas amostras analisadas 20 dos 27 aminodcidos
estudados, com excec¢do da alle, BAla, Ala, Asp, Cit, Cys e Gly. As concentragdes dos
aminodcidos nas amostras estudadas foram determinadas com o auxilio de metionina
sulfona como padrdo interno. As concentragdes obtidas para cada aminoacido estdo
listadas na Tabela 4.4. Em geral, obteve-se uma boa precisdo para a maioria dos
aminodcidos, como podde ser observado na Tabela 3.3, indicando que o método
proposto, que usa um simples espectrémetro de massas do tipo Ion Trap, pode gerar
resultados confidveis na quantificagdo de aminoacidos em urina. Maiores discussoes e
a andlise estatistica dos dados obtidos focando um estudo metabolomico, estdo

descritos e detalhados no préximo item desse capitulo.
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Tabela 4.4. Concentra¢gdes dos aminodcidos nas amostras de urina (umol L)

Amostra GABA Ser Pro Val Thr Orn Asn Lys Gln Glu Met His Phe Arg Trp Thr Car 4HPro Ile Leu
1 28,7 186,4 n.d 7,58 94,5 n.d 62,7 245,07 129,79 9,22 2,6 403,0 17,88 23,01 66,4 14,2 7,47 n.d 1,39 4,5
2 406,0 383,091 4.10' 2063 33,1 18723 373,85 71,29 1948 17350 1924 81,859 1885 7572 76,6 71,98 73,53 189,0 67,79 73,65
3 205,71 n.d 21,09 15,88 143,32 n.d 79,72 31,4 583,08 34,3 7,9 542,2 77,41 91,56 209,87 61,87 16,2 11,07 10,1 25,41
4 86,3 165,85 14,9 15,04 20,91 n.d 31,20 12,3 8.10' 14,0 n.d 125,30 15,37 23,79 304,3 7,74 40,92 n.d 2,4 4,8
5 11,51 86,7 3,96 7,89 52,5 n.d 34,5 12,5 11,59 6,5 314,2 23,55 42,8 31,0 57,89 549 10,7 L10' 3,16 7,45
6 179,0 96,93 n.d 6,2 294,7 7,82 224,4 48,1 110" 54,3 n.d 1513,02 209,92 16,0 529,29 138,6 276,8 2.10" 16,5 31,57
7 165,58 386,3 17,61 37,28 106,1 n.d 79,63 29,52 379,09 49,76 5,53 576,7 86,5 86,2 226,0 38,8 6,6 n.d 81 24,1
8 32,5 55,21 nd 6,8 28,4 n.d 22,2 13,43 85,29 9,81 n.d 202,3 30,6 11,40 70,5 1,77 7,23 n.d 2,2 6,7
9 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 13,20 25,12 n.d n.d 59,85 7,24 110" 23,84 4,3 110" n.d 0,743 1,69
10 13,31 124,8 nd 6,6 46,7 n.d 46,5 12,7 102,2 7,83 n.d 231,89 16,8 14,5 53,42 9,0 28,8 n.d 2,7 6,5
1 66,1 64,5 n.d 3,84 10,4 7,8 n.d 2,3 38,7 5,75 n.d 73,88 4,5 2,9 9,92 3,29 7,83 n.d 0,81 1,55
12 7,10 22,1 2,2 2,5 5,14 n.d 3,82 1,27 110" 1,50 n.d 6,9 1,94 2,9 5,71 0,388 4,8 n.d 0,375 0,745
13 203,52 192,1 5,81 27,33 10.10' n.d 85,16 33,84 293,78 14,4 4,2 529,17 97,89 37,36 263,60 38,4 74,8 83 9,86 25,092
14 37,0 409,68 35,34 21,35 184,2 n.d 13,12 58,2 475,48 35,56 110" 805,60 62,5 100,4 205,88 34,0 30,9 5,80 11,81 31,59
15 125,28 180 18,8 11,29 56,3 11,26 32,41 31,42 183,74 14,3 41 361,170 383 38,2 94,4 15,71 49,19 5,13 4,0 9,86
16 96,3 306,9 32,2 21,04 65,7 n.d 52,8 24,9 168,5 14,9 1,95 227,71 20,6 26,1 47,30 11,32 n.d 4,2 2,7 6,8
17 18,3 4 nd 3,80 12,3 n.d 16,87 4,0 38,2 8,1 n.d 40,6 5,96 110" 10,91 2,9 3,78 n.d 0,750 2,1
18 47975 87125 1909 485 49573 nd 997,8 567  1209,41 89,05 9,60 21585 15301 149,28 489,59 90,2 13,48 37,85 18,5 34,9
19 28,7 93,44 569 5,90 23,75 n.d 18,6 6,5 66,6 9,62 nd 97,69 733 545 17,49 325 6,9 nd 2,1 384

20 43,94 35381 3555 19,20 88,76 12,1 7.10 249 26583 1717 2,4 274,2 21,15 54,4 59,54 14,1 109,83 24,5 335 7,72
21 n.d 56,6 6,5 3,08 22,78 n.d n.d 94,8 146,0 11,24 n.d 245,83 56,0 47,60 163,22 30,9 74,6 4,3 4,7 11,35
22 36,2 268,5 79,27 14,2 128,1 5,43 45,45 19,36 165,91 16,3 3,33 186,3 18,2 30,8 81,61 13,0 68,8 82,2 4,9 8,8
23 32,1 41,92 n.d 4,3 2.10' n.d 157,04 8,2 6.10" 46,8 n.d 141,92 110" 7,62 29,76 4,7 17,59 n.d 2,6 7,0
24 n.d 3716,1 81 19,70 1139,3 n.d 2185,8 673,65 2166,0 55,94 14,7 2450,0 274,9 114,5 189,31 176,2 807,47 n.d 17,13 71,33
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Amostra GABA Ser Pro Val Thr Orn Asn Lys GIn Glu Met His Phe Arg Trp Thr Car 4HPro Ile Leu

25 19,65 69,23 11,95 7,06 35,20 n.d 55,73 17,79 99,17 13,15 n.d 199,61 25,10 23,60 58,9 12,6 13,36 n.d 2,2 5,42
26 n.d 6.10' nd n.d 71,83 n.d 77,29 768,8 444,6 32,1 n.d 2302,6 18,0 195,8 703,28 132,34 n.d 6,0 9,41 26,8
27 8,6 71,86 n.d 7,99 20,7 n.d 20,8 11,52 101,4 7,16 3,91 110° 17,71 14,2 29,84 8,77 3,20 n.d 2,5 7,65
28 n.d 56,2 n.d 4,7 18,5 n.d 22,0 33,20 182,4 14,5 4,5 260,2 55,93 113,54 144,4 29,0 1u8,1 4,5 5,48 13,81
29 2.10' 214,9 26,5 87 60,1 7,20 36,9 30,2 334,54 28,2 n.d 392,36 47,03 44,8 147,97 34,5 151,37 41,39 4,6 1,69
30 48,4 166,4 81 8,9 81,06 n.d 34,9 12,2 191,17 5,94 2,5 31,23 246 30,5 95,79 19,68 31,39 4,34 4.3 9,59
31 19,52 42,5 15,12 5,26 15,49 n.d 15,21 4,4 38,9 2,8 n.d 56,8 6,80 9,92 22,8 5,08 3,53 2,077 0,95 2,0
32 30,5 22.10' 19,53 15,24 58,8 11,39 47,70 25,62 105,72 14,8 2,6 171,68 25,71 11,44 64,7 13,97 15,64 9,09 3,90 6,9
33 n.d 124,3 9,78 21,05 88,3 n.d 64,2 12,6 226,5 12,1 4,4 445,52 86,6 20,4 224,1 41,44 7,37 n.d 7,20 23,29
34 507,00 361,85 195,21 34,4 904 nd 71,54 22,7 463,05 1280 7,80 377,49 94,4 207,28 2883 46,1 86,4 35,76 19,92 27,84
35 n.d 59,35 n.d 2,2 12,8 n.d 21,27 4,9 28,5 9,96 n.d 37,17 5,38 5,65 19,0 4,1 2,3 n.d 1,16 2,8
36 n.d 62,2 n.d 3,86 9,56 n.d 19,68 29,02 105,37 12,8 n.d 124,3 31,44 207,50 121,78 37,53 15,63 2,9 3,24 5,91
37 n.d 82,0 55,88 13,61 57,39 n.d 72,3 23,40 80,5 56,4 2,7 157,81 21,58 86,4 57,56 11,26 15,53 23,35 10,9 21,50
38 nd 49,44 10,3 4,9 61,19 n.d 47,42 16,5 206,1 24,5 9,15 193,45 31,79 36,1 79,58 18,6 27,73 9,13 6,5 13,74
39 21,24 71,18 n.d 8,9 23,13 n.d 15,86 14,1 35,86 6,8 n.d 92,8 8,1 7,03 24,8 3,11 1,71 n.d 1,85 320
40 n.d 8.10" nd 4,8 27,11 7,90 24,9 7,14 63,27 4,2 n.d 107,12 8,5 6,6 23,7 4,901 1,83 1,82 1,40 3,56
41 n.d n.d 10,5 n.d n.d n.d n.d 54,9 151,24 38,2 n.d 135,15 43,26 121,78 129,74 27,98 173,81 7,81 1,48 4,35
42 2.10' 76,6 9,57 4,759 52,0 n.d 68,7 57,85 211,46 12,7 n.d 73551 64,03 99,58 174,25 46,4 1069,8 3,43 7,96 15,0
43 665,92 325,8 115,97 35,33 101,83 n.d 75,76 42,6 280,5 39,17 4,6 240,1 410" 74,6 151,91 22,9 14,8 22,6 7,97 19,0
44 9,40 8140 nd 4,2 16,9 nd 15,52 4,9 47,15 5,51 n.d 36,7 3,76 598 9,36 2,377 9,57 n.d 0,875 1,85
Legenda: nd = ndo detectado (abaixo do LD, os quais estdo descritos na parte de validacgdio do  método)
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1.4 Analise estatistica e interpretacao dos resultados

A avaliacdo estatistica das concentragdes encontradas teve como objetivo a
classificacdo das amostras em dois diferentes grupos, um de crian¢as sem RUV e outro
de criancas com RVU. Para o tratamento estatistico considerou-se apenas aqueles
aminodcidos que apresentaram medidas em mais de 60% das amostras analisadas.
Previamente a andlise estatistica, os resultados das concentra¢des dos aminoacidos
foram normalizados pela mediana. O propdsito da normalizagdo é assegurar uma
comparagdo mais confidvel entre os diferentes grupos estudados, pois os resultados da
andlise estatistica estdo diretamente relacionados com as concentracdes dos
aminodcidos quantificados nas amostras (19). No caso de urina, a normaliza¢do por
creatinina é normalmente utilizada, pois a sua taxa de produgdo é constante e é
excretada primeiramente por filtracdo glomerular sem ser reabsorvido no tabulo renal.
No entanto, optou-se por ndo aplicar esse tipo de normaliza¢do, visto que a
concentracdo de creatinina na urina pode ser influenciada por diversos fatores, como
idade, género, massa muscular, dieta, funcdo renal, e excrecio de agua (120). Apos
normalizados, os dados foram primeiramente inseridos no software SIMCA para
analise estatistica multivariada (PCA e PLS-DA) e posteriormente univariada (teste t de
Student, teste de distribui¢do e normalidade).

A PCA é um algoritmo matematico ndo supervisionado que reduz a
dimensionalidade dos dados, mantendo a maior parte da varidncia no conjunto de
dados. A PCA permite modelar os dados e determinar quais os metabolitos que mais

contribuem para a varidncia observada. Também permite a identificacdo de outliers
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que possam contribuir para a distor¢do da varidncia de um componente especifico.
Devido a sua aplicabilidade na redu¢do de dimensionalidade, visualizagdo de dados,
agrupamento e discriminagdo em grupo de amostra, a PCA é frequentemente usada
como ponto de partida para a andlise de dados, especialmente em estudos
exploratdrios (121). Assim, construiu-se um grafico de scores de PCA para visualizar a
existéncia de possiveis diferencas entres os grupos teste e controle, baseando-se nas
concentracoes dos aminodacidos investigados e quais sdo as varidveis que influenciam
essas diferengas. Como pode ser visualizado na Figura 4.3, o grafico de scores gerado

ndo possibilitou a visualiza¢do da distin¢do entre os grupos investigados.
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R2X[1] = 0.296525 R2X[2] =0.132443 Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

Figura 4.3. Gréfico de scores do modelo de PCA das concentra¢cdes de aminodcidos quantificados em
urina do grupo controle e teste com valores de R* = 0,429 e Q* = -0,0747. Legenda: m amostras do grupo
teste e A amostras do grupo controle.

Para a obtencdo de maiores informacgdes, construiu-se um grafico de loading em
PCA, o qual pode ser visualizado na Figura 4.4. com o intuito de verificar qual das

variaveis apresenta maior influéncia para a pequena separagdo entre os grupos controle

e teste. Observa-se nesse grafico que a Car apresenta a maior influéncia na varidncia
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dos dados, com valor de loading em 0,8 na p2, seguida por Gaba com 0,7 na p1, A Ser
também apresentou valores de loadings positivos em ambas p1 e p2, 0,21 e 0,23
respectivamente, assim como a valina com 0,41 na p1, Pode-se considerar que as
demais variaveis possuem influéncia praticamente nula na varidncia dos dados, pois os

valores de loadings sdo bem préximos ou menores que zero.
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Figura. 4.4. Grafico de loadings de PCA das concentra¢des de aminodcidos quantificadas nas amostras
de urina dos grupos teste e controle.

Em seguida, um grafico de PLS-DA foi construido com o objetivo de obter uma
melhor avaliacdo e compreensdo dos resultados. PLS-DA é uma analise estatistica
supervisionada e é realizada para melhorar a separacdo entre os grupos de observagoes
através da rotacdo dos componentes de PCA, de modo que se obtenha uma separacdo
maxima entre classes e ainda, para entender quais varidveis carregam a informacdo
relacionada a separagdo das classes. O grafico de scores do modelo de PLS-DA de todas

as amostras foi construido para todas as concentra¢des determinadas e pode ser
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visualizado na Figura 4.5. Assim como no modelo de PCA, observa-se que ha uma

separagao parcial dos grupos, porém, com de R* e Q* <o,5,

25 A

2.0
1.5
1.0

0.5

t[2]

30 25 -20 -15 -10 05 00 05 10 15 20 25 30
t[1]

R2X[1] =0.271484 R2X[2]=0.131338 Ellipse: Hotelling T2 (0.95)
Figura 4.5. Grédfico de scores PLS-DA concentra¢des de aminodcidos quantificadas nas amostras de
urina dos grupos teste e controle com valores de R2 = 0,363 e Q2 = 0,153. Legenda: m amostras do grupo
testes e A amostras do grupo controle.

A partir do modelo de PLS-DA pode-se visualizar que houve uma pequena
separagao entre os grupos controle e teste; porém, os parametros analiticos R* e Q*
foram bem abaixo do esperado, comprometendo assim a qualidade e robustez do
modelo.

Previamente a qualquer conclusdo referente aos resultados obtidos pela andlise
multivariada, é importante verificar se ndo hda o risco de rejeitar-se falsamente
resultados que sdo verdadeiramente positivos, como ndo significativos. Por isso,
decidiu-se testar o poder da andlise estatistica. O termo poder estatistico é a
probabilidade de um teste estatistico rejeitar corretamente a hipdtese nula e ndo tomar

uma decisdo falsa negativa. Uma hipo6tese nula é uma afirmagao falsa (122,123). Testes
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estatisticos podem ser feitos para decidir pela rejeicio de uma hipdtese nula a um
determinado nivel de confianca. Esses testes podem ser divididos em métodos
paramétricos, que assumem uma probabilidade de distribui¢do simétrica (normal) dos
dados e métodos ndo paramétricos, no qual os dados estdo distribuidos
assimetricamente. Esses dados sdo entdo tratados com uma perspectiva categorica (por
ordem ou classificagdo) (122).

Dessa forma, teste Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk foram realizados para
testar a normalidade e distribuicdo das varidveis com nivel de significancia definido em
0,05, Ambos testes foram executados no XLStat (https://www.xlIstat.com/), software
estatistico integrado ao excel. Em seguida, testes t foram realizados usando a

plataforma Metaboanalyst e XLStat. Os resultados desses testes estdo compilados na

tabela 4.5.

Tabela 4.5. Resultados para os testes Kolmogorov—-Smirnov e Shapiro-Wilk

Aminoacido Kolmogorov-Smirnov Shapiro- Wilk

GABA D = 0,450, p = 0,018 W = 0,666, p < 0,001
Ser D= 0,227, p = 0,546 W =0,963, p=0,185
Val D =0,314, p=0,199 W = 0,879, p = 0,004
Thr D= 0,427, p = 0,030 W= 0,971, p = 0,369
Asn D =0,318, p=0,184 W= 0,756, p < 0,001
Lys D = 0,395, p = 0,050 W = 0,380, p < 0,001
Gln D =0,177,p=0,820 W =0,983 p=0,779
Glu D =0,322,p=0,171 W = 0,792, p < 0,001
His D = 0,290, p=0,271 W = 0,859, p < 0,001
Phe D =0,987, p = 0,122 W =0,888, p < 0,001
Arg D = 0,577, p = 0,008 W = 0,529, p < 0,001
Trp D = 0,587, p =0,223 W = 0,689, p < 0,001
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Aminoacido Kolmogorov-Smirnov Shapiro- Wilk

Tyr D = 0,245, p = 0,469 W = 0,833, p < 0,001
Car D = 0,205, p = 0,697 W = 0,392, p < 0,001
Ile D =0,155, p = 0,926 W = 0,766, p < 0,001
Leu D =0,181, p = 0,793 W = 0,908, p < 0,001

A hipotese nula de ambos testes é que os dados sdo de uma populagio
normalmente distribuida. Assim, se o valor de p for menor que o nivel de confianca
escolhido, nesse caso 0,05, a hipdtese nula é rejeitada e ha evidéncias de que os dados
testados ndo sdo normalmente distribuidos. Porém, se o valor for maior do que 0,05, a
hipotese nula ndo pode ser rejeitada, ou seja, considera-se que os dados sdo
normalmente distribuidos (124). Contudo, o teste Shapiro-Wilk é tendencioso pelo
tamanho da amostra. Dessa forma, é necessdrio verificar graficos Q-Q para uma
interpretagdio dos resultados mais confidvel. De acordo com o teste
Kolmogorov-Smirnov, pode-se verificar que a distribuicdo foi significativamente
diferente de uma distribuicdo normal para os aminoacidos GABA, Thr, Lys e Arg, e
rejeita-se a hipotese nula. Os resultados do teste Shapiro-Wilk indicam que com
exce¢do dos aminodcidos GIn, Thr e Ser, todos os demais ndo sdo normalmente
distribuidos e por isso a hipotese nula é rejeitada. Porém, ao analisar os graficos Q-Q
(Figura 4.6.), verificou-se que ha evidéncia significativa de que os dados referente aos

aminoacidos Val, His, Ile, Tyr e Phe seguem um distribui¢do normal.
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Figura 4.6. Graficos Q-Q gerados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk.

A partir dos resultados dos testes de normalidade, considera-se os dados dos
aminodcidos GABA, Thr, Lys, Glu, Asp, Arg, Trp, Carn e Leu devem ser tratados como
dados ndo paramétricos. Entdo, para certificar se existem diferengas estatisticamente
significativas entre as concentragdes dos aminodcidos nas amostras controle e teste,
foram empregados o teste t de Student (dados paramétricos) e Mann-Whitney U
(dados ndo-paramétricos). Admitiu-se que ha diferencas significativas entre os grupos
quando os resultados gerados apresentaram p-valor <o,05 (probabilidade de

significancia). Os resultados podem ser verificados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. P-valores calculados pelo método Mann Whitney U e teste t de Student

Mann Whitney U/ teste t de Student

Aminoacidos
p-valor
GABA 0,010 (MW)
Ser 0,291 (St)
Val 0,090 (St)
Thr 0,006 (MW)
Asn 0,417 (MW)
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Mann Whitney U/ teste t de Student

Aminoacidos

p-valor
Lys 0,042 (MW)
Gln 0,156 (MW)
Glu 0,713 (St)
His 0,539 (St)
Phe 0,337 (St)
Arg 0,005 (MW)
Trp 0,417 (MW)
Tyr 0,311 (St)
Car 0,299 (MW)
Ile 0,950 (MW)
Leu 0,445 (St)

MW - calculado com teste Mann Whitney U, St - calculado com teste t de Student

Para comparar e confirmar os resultados acima reportados, o p-valor também
foi calculado usando a plataforma online MetaboAnalyst (Tabela 4.7.). Essa plataforma
reporta apenas os resultados para as varidveis com significancia estatistica,

determinados por ela. Os resultados podem ser conferidos abaixo.

Tabela 4.7. Variaveis identificadas através de testes t realizados no MetaboAnalyst

Aminodcidos estatistica t p-valor FDR
GABA 3,554 0,0010 0,016
Thr 2,921 0,0058 0,046

As andlises estatisticas multivariadas ndo apresentaram resultados significativos
para a discriminacdo dos grupos controle e teste baseando-se nas concentragdes de
aminodcidos. No entanto, pode ser que a diferenciacdo dos dados seja muito pequena

para ser visualizada por PCA ou PLS-DA. Baseando-se nos testes univariados, acredita-

89



se que existem diferencas entre os niveis de alguns aminodcidos entre os grupos
avaliadas, concluindo assim que esses dados carregam alguma informagdo para a
possivel discriminacdo de classes. O tamanho da amostragem pode ter influenciado
nos resultados da andlise multivariada, ou ainda as diferentes caracteristicas entre os
individuos de cada grupo, como idade, dieta e medicagao.

Em seguida, uma abordagem do tipo metabolomica global foi aplicado para
melhor avaliar a possibilidade de discriminar os grupo controle e teste, baseando-se

nos aminodcidos e outros metabalitos.

2 Otimizacdo do método RPLC e HILIC

O perfil metabolico de fluidos bioldgicos tornou-se fundamental para o
monitoramento e descoberta de biomarcadores em doencas e no fornecimento de
informacoes sobre a fisiologia humana. A escolha do tipo de fluido bioldgico para
investigag¢des clinicas ¢ amplamente dependente do tipo de patologia estudada. Urina é
frequentemente o fluido escolhido, especialmente para estudos que requerem grande
quantidade de amostra (125,126). No entanto, a urina contém uma grande diversidade
de metabolitos com diferentes caracteristicas quimicas e o uso de técnicas analiticas
complementares, incluindo diferentes abordagens dentro de uma mesma técnica
(como no caso de RPLC e HILIC), é recomendavel para obter uma cobertura mais
completa do metaboloma. A LC-MS vem sendo amplamente utilizada em estudos
metabolémicos devido a sua robustez, rapidez e preparo de amostra simplificado

(27,127). A RPLC tem sido comumente utilizada para andlise de urina e tem sido
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bastante aplicada para estudo metabolémico urinario (51,52). HILIC vem sendo muito
aplicada em metabolémica, pois oferece informa¢des complementares para a RPLC
através da retencdo dos metabolitos mais polares. Deste modo, é recomendado o uso
de ambas as abordagens em investiga¢des metabolémicas por LC. Contudo, um ponto
de extrema importdncia é a escolha da composicdo quimica da fase estaciondria de
uma coluna. Quando uma coluna ndo é capaz de reter determinados metabolitos,
diversos efeitos negativos como supressdo i6nica podem comprometer a robustez da
andlise. Adicionalmente, existe uma grande probabilidade desses metabolitos ndo
serem identificados durante o processamento dos dados, influenciando
significativamente a interpretacdo de toda a investigacdo realizada (128). Dessa forma,
a otimizacdo das condi¢des cromatogrificas é de extrema importdncia em andlise
metabolémica. Diversos trabalhos ja foram reportados na literatura avaliando e
comparando separagdes em HILIC e RPLC, e demonstrando a importancia desse tipo
de estudo para andlise metabolémica (56,128-132). Com o objetivo de encontrar a
melhor condigdo cromatografica para a investigacdo do perfil metabolémico de urina,
o desempenho de cinco colunas para HILIC e cinco colunas para RPLC, com diferentes

substancias quimicas operadas a dois niveis diferentes de pH foi investigado.

2.1 RPLC

Embora a maioria das colunas disponiveis no mercado seja C18 com base de
silica, a seletividade de compostos mais polares pode variar extensivamente
dependendo da densidade das cadeias alquil (Ci8), a acessibilidade do silanol, ou a

presenca de grupos ligantes entre a silica e o grupo alquil. A presenca de grupos
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ligantes pode oferecer melhor retencdo de compostos polares e ao mesmo tempo
preservar as vantagens oferecidas por RPLC (133). Desenvolvimentos recentes na
tecnologia RP Ci8 oferecem oportunidades para melhorar a retencdo de moléculas
polares e, portanto, aumentar a cobertura de metabdlitos na analise metabolomica.
Analisamos a capacidade de cinco colunas para RPLC com propriedades diferenciadas,
para melhor reten¢do de compostos polares: Kinetex EVO C18, com tecnologia Core-
Shell é caracterizada por garantir estabilidade em uma ampla faixa de pH (pH 1-12) e
aumento da retengdo de compostos basicos polares; Pentafluorophenyl (PFP),
caracterizada por exibir interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio, dipolo-dipolo e
aromatica (n-rt); BEH Ci8 e CSH (18, as quais devido a estabilidade quimica da
tecnologia de particulas hibridas, possibilitam empregar uma faixa de pH mais ampla
(pH 1-12), permitindo assim uma separa¢do mais versdtil e robusta para o
desenvolvimento do método. A diferenca entre CSH e BEH é que a primeira possui
cargas de nivel baixo na superficie da particula, oferecendo maior eficiéncia em fases
moveis de forga i6nica baixa e Zorbax RRHD Bonus-RP promete uma maior retengdo e
melhor formato de picos para compostos polares. Dessas colunas, a BEH é uma das
mais utilizadas em andlises metabolomicas urindrias (125,134,135). Todas as colunas
para RPLC avaliadas possuem particulas sub 2 pm, ou seja, sdo colunas para UHPLC.
Nesse estudo, o gradiente utilizado ndo foi inicialmente avaliado, sendo
selecionado um gradiente linear, comecando em 5% da fase B e chegando a 95% de B
em 12 minutos. Esse gradiente foi aplicado para todas as condi¢des e colunas
estudadas. As composi¢oes das fases moéveis foram mantidas o mais geral possivel,
usando acetato de amonio, formiato de amoénio e acido férmico como aditivos. O

objetivo é de desenvolver um sistema no qual uma ampla variedade de metabdlitos
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possa ser detectada e que ofereca boa relacdo S/N, formato de pico e tempos de
retencao adequados. As colunas foram testadas em duas condig¢bes: acida (pH 2,8) e
basica (pH 8,2). Para pH 2,8, a fase mével era composta por (A) dgua e (B) acetonitrila,
ambas contendo 0,1% (v/v) acido férmico como aditivo. Ja para pH 8,2, fase (A) era
composta por 10 mmol L™ acetato de amo6nio em agua e (B) 95% (v/v) acetonitrila e 5%
(v/v) 200 mmol L™ acetato de amodnio, com pH ajustado usando solugdo de hidréxido
de amonio. Acetonitrila foi escolhida como solvente organico ao invés de metanol, pois
apresenta menor viscosidade e consequentemente uma menor queda de pressdo ao
longo da coluna é obtida, além de ser o solvente orgdnico mais utilizado para andlises
metabolémicas por RPLC-MS.

As colunas foram avaliadas com uma mistura contendo 31 metaboélitos, todos
conhecidos por estarem presentes em urina (conforme relatado na parte
experimental); ainda, uma mistura de amostras de urina também foi utilizada. Para
avaliar a performance de cada coluna e da respectiva fase movel, foi criado um sistema
qualitativo de classificagdo para cada condicdo estudada. O uso de sistema de notas
para avaliacdo do método tem como objetivo simplificar a selegdo de condi¢des
cromatograficas, para a separacdo de um grande nimero de compostos, de uma
maneira reprodutivel e robusta. A otimiza¢do de métodos para andlise metabol6mica
recorrendo ao uso de notas como forma de avaliacdo ja foi reportada algumas vezes
(128,129,136).

O sistema de classificacdo aqui apresentado foi baseado no tempo de retencdo,
formato do pico e relacdo sinal/ruido, de maneira semelhante a reportada por
Contrepois (129). Trés categorias foram criadas: “6timo”, “aceitavel” e “ndo aceitavel®. O

metabdlito considerado como “6timo” deve apresentar boa retencdo na coluna,
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rejeitando assim compostos com elui¢do no volume morto; o pico cromatografico deve
possuir um perfil estreito, sem nenhuma distor¢do, facilitando assim sua integracdo; e
apresentar um sinal de MS intenso para ser extraido, possibilitando sua identificacdo
com melhor exatiddo. O metabolito foi considerado como “aceitavel” caso apenas um
dos parametros avaliados no critério do “6timo” ndo estivesse de acordo. O metabdlito
foi classificado como “ndo aceitavel”, quando mais de um parametro ndo estava de
acordo, geralmente devido a picos alargados (ou apresentando desdobramentos) e
baixa intensidade do sinal de MS. A avaliacdo dos parametros relacionados a mistura
de metabolitos foi realizada pelo software de livre acesso Skyline
(https://skyline.ms/project/home/begin.view?).

Em geral, a coluna CSH Ci8 e PFP operadas a pH 2.8 foram superiores para a
separac¢do dos 30 metabolitos testados para RPLC. Como pode ser observado na Figura
4.7., todos os metabolitos foram classificados como aceitaveis ou 6timos. No entanto, a
coluna CSH demonstrou ser superior, pois um maior numero de metabolitos foram
classificados como 6timos, ou seja, melhores tempos de reten¢do, formatos de pico e
S/N foram obtidos. A Figura 4.8 apresenta a compara¢do de formato de pico e/ou
tempo de retencdo de metabdlitos entre as colunas testadas em pH 2,8. Além disso, a
melhor resoluc¢do para os isébmeros Leu e Ile (verificada com amostra de urina) foi
obtida com essa coluna (Figura 4.8A), assim como resolugdo de linha de base entre os
aminodcidos de carater acido, Asp e Glu, e a cistina (Figura 4.8B). Com a Zorbax ¢é
possivel separar a cistina do par Asp e Glu; no entanto, esses dois aminoacidos ndo se

separam entre si.
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Colunas

BEH CSH PFP EVO Zorbax BEH CSH PFP EVO Zorbax
Metabolitos
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Asn
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Epinefrina
Acido Félico
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Gln
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Leu
Phe

Fenilefrina

Pro

Taurina

Teofilina
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Figura 4.7. Classificacdo individual de cada metabdlito testado para as diferentes condigGes e colunas
testadas por RPLC-MS. Legenda: verde: 6timo, amarelo: aceitdvel e vermelho: ndo aceitavel.
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Figura 4.8. Cromatogramas do ion extraido de A) separagdo dos isémeros isoleucina e leucina, B)
separagdo da cistina, Glu e Asp. Pico azul: cistina, rosa: Glu e marrom: Asp.
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Para a confirmag¢do e melhor visualizagdo dos resultados acima discutidos, um
sistema de pontuacdo foi criado, pontuando cada metabdlito estudado com notas de 4
a 10 nas categorias tempo de reten¢do, S/N e formato de pico. As notas individuais de
cada metabolito foram somadas para cada coluna testada e os resultados obtidos
podem ser visualizados na Figura 4.9. Como pode se observar, a coluna CSH
apresentou maior pontuagdo em compara¢gdo com a PFP e as demais colunas,
confirmando a sua superioridade para a separa¢do dos metabolitos testados. Embora a
BEH (18 seja uma das colunas mais utilizadas para analises metabolémicas por RPLC,
ela ofereceu o pior resultado, especialmente relacionado ao tempo de retencio. E de
amplo conhecimento que compostos mais polares, como aminoacidos e aminas, irdo
eluir no inicio da corrida em RP, muitos no volume morto ou bem prdéximos a ele.
Contudo, algumas das colunas testadas, como a CSH, Zorbax e PFP, apresentaram um
pequeno aumento na reten¢do desses compostos, quando comparadas com as colunas
EVO e BEH, sendo que a ultima apresentou a pior reten¢do para todos os compostos

testados.
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Figura 4.9. Soma da pontuac¢do total obtida para cada condigdo e coluna testada por RPLC. Pontos
atribuidos com base nos pardmetros: S/N, formato de pico e tempo de retencdo.

Em relacdo a composigdo da fase movel, ainda que melhores resultados tenham
sido obtidos usando 0.1% (v/v) acido férmico como aditivo na fase movel (como pode
ser verificado na Figura 4.9, pH 2,8), o objetivo ao estudar o uso de fase mével em pH
alto e baixo era de encontrar uma tinica condi¢do dtima, que promovesse a deteccdo do
maior namero possivel de metabdlitos, para ambos os modos de ionizagdo: ESI* e EST".
Com isso, o uso do recurso de troca de polaridade poderia ser aplicado, possibilitando
a detec¢do em ambos os modos em um unica andlise. No entanto, o desempenho de
todas as colunas testadas, usando acetato de amoénio pH 8,2 como aditivo na fase
movel, foi consideravelmente inferior as condi¢des usando 0,1% (v/v) acido férmico.

Portanto, a condi¢do acida foi a que ofereceu o melhor desempenho para a separagdo
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dos 31 metabdlitos polares investigados. Com base nesses resultados, assume-se que
para obter a deteccdo do maior numero de metabdlitos em ambos os modos de
ionizagdo, existe possivelmente a necessidade de se usar diferentes condi¢des
cromatograficas; porém, maiores investigacoes devem ser feitas.

Adicionalmente, para testar o desempenho das colunas com uma matriz
bioldgica real, o namero de molecular features detectados pela analise em triplicata de
uma mistura de amostras de urina foi avaliado (Figura 4.10). Ainda, a distribui¢ao dos
molecular features ao longo da andlise cromatografica também foi investigada (Figura
411). O numero de molecular features detectados é considerado um pardmetro
importante, e o mais usualmente utilizado em desenvolvimentos de métodos para
metabolomica (56,128,129,132). O processamento dos dados das andlise das amostras de
urina foi realizado pelo XCMS, um software de acesso livre, executavel na plataforma
R. A tabela de dados contendo os dados de m/z, intensidade e tempo de retencdo
gerada no final de processamento foi utilizada para avaliar os parametros referentes as
amostras de urina, e os resultados foram incluidos na avaliacdo das condi¢des do

método.
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Figura 4.10. Numero de molecular features detectados na mistura de amostras de urina por RPLC

Entre todas as condig¢bes e colunas testadas, a coluna CSH operada na condig¢do
acida (pH 2,8) possibilitou a detec¢ao do maior numero de molecular features.
Curiosamente, um maior namero de molecular features foram detectados na condi¢do
basica para as colunas PFP, BEH e EVO. Nos cromatogramas das andlises de urina com
essas colunas em pH 8,2 é possivel verificar a presenca de bastante ruido. Assim sendo,
parte desses molecular features podem ter sido erroneamente detectados. Por esse
motivo, é bastante importante que a otimizacdo de método para metabolémica avalie
outros parametros, ao invés de unicamente o numero de molecular features
detectados. Nesse caso, os comandos do XMCS utilizados no processamento desses

dados foram os padrdes, ou seja, ndo foram otimizados especificamente para cada
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condic¢do, com isso 0 XMCS pode ter extraido erroneamente ruido.

Como ja citado, sabe-se que a eluicdo de compostos no volume morto ou muito
proximo dele, e/ou a coeluicdo de muitos compostos, pode causar supressdo idnica,
podendo resultar na perda de informacdo de certos metabolitos e, consequentemente,
comprometer toda a investigacdo metabolémica. Assim, a fragdo de molecular features
detectados a cada intervalo de 1 minuto durante a andlise cromatografica foi
investigada. De acordo com a Figura 4.11A, em todos os casos estudados uma fracdao
consideravel de molecular features sio eluidos no tempo do volume morto (t0) ou
muito proximo dele. Entretanto, as colunas CSH e PFP, ambas em condicdo 4cida,
apresentaram um desempenho um pouco melhor referente a distribuicdo dos
molecular features ao longo da andlise cromatografica, seguida da PFP na mesma
condicdo. Como pode ser visto, para ambas colunas, aproximadamente 20 a 21% dos
molecular features detectados sdo eluidos com um janela de tempo de retencdo de duas
vezes o t0, sendo que para as demais colunas mais de 26% dos molecular features
detectados sdo eluidos nesse intervalo. Na sequéncia, a distribui¢do dos molecular
features foi avaliada. Embora ndo seja possivel observar grandes diferencas entre essas
colunas (Figura 4.1B), a distribuigio dos molecular features para a coluna CSH
apresentou um comportamento um pouco mais linear do para a PFP, o que pode ser
confirmado com base nos valores do coeficiente de determinagdo da regressao linear,

sendo 0,92 para a coluna CSH e 0,88 para a PFP.
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Figura 4.11. A) Porcentagem de molecular features a cada intervalo de 1 minuto e B) Distribui¢io de

todos molecular features detectados durante a andlise cromatografica para as colunas PFP e CSH na

condic¢do 4cida.

Para qualquer coluna de RPLC aplicada para a andlise de compostos mais

polares, o problema da elui¢io de muitos desses compostos no tempo do volume

morto, ou muito préximo dele, sempre estara presente. No entanto, é importante usar

colunas e condi¢des que minimizem esse efeito o maximo possivel. Sendo assim, a
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partir da combinagdo dos resultados obtidos pelo testes com a mistura de 31 padrées de
metabolitos, e pela andlise da mistura de amostras de urina, pode-se concluir que das
colunas testadas, a CSH Ci8 foi a que apresentou melhor desempenho para andlise
metabolémica por RPLC-MS. Em RPLC, a retencdo de compostos ionizaveis ¢é
influenciada pelas propriedades i6nicas do empacotamento da coluna, causada pela
presenca na superficie de grupos silanol ndo-modificados, além de interagoes
hidrofobicas e interagbes por ligacdo de hidrogénio. Os compostos carregados
positivamente interagem com silanois livres da superficie através do mecanismo de
troca ibnica, o que resulta em uma melhora na retenc¢do. Por outro lado, os compostos
carregados negativamente sdo submetidos ao efeito de exclusio de ions (137). Com o
intuito de minimizar a influéncia dos grupos silandis na retencdo de compostos,
diversas empresas introduziram novas fases estaciondrias com redu¢do da atividade do
silanol. Uma das tecnologias mais conhecidas e usadas é a tecnologia de particulas
hibridas (BEH). Estes materiais contém porg¢des organicas tais como grupos metil ou
etil em suas estruturas, proporcionando maior resisténcia quimica e mecdnica, assim
como uma redugdo significativa do numero de grupos silanol disponivel (138). A CSH ¢é
uma nova geracao de colunas baseada também na tecnologia de particulas hibridas. As
particulas CSH incorporam uma carga de superficie de baixo nivel, que melhora a
capacidade de carga de amostra e a simetria de pico em fases moveis de baixa forga
ionica, mantendo a estabilidade mecdnica e quimica semelhante a tecnologia da BEH.
Devido as propriedades da CSH (que possuem superficie carregada positivamente,
além dos grupos alcanos), formatos de pico muito superiores podem ser obtidos,
especialmente para compostos basicos, além de oferecer melhores seletividades para a

anadlise de compostos acidos, basicos e neutros (139). De fato, pode-se verificar que a
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coluna CSH ofereceu perfil de picos superiores, se comparada com as demais colunas
testadas; ainda, a separagdo dos isdbmeros Leu e Ile, assim como dos aminoacidos Glu e
Asp, s6 foi obtida com essa coluna, com bons tempos de retenc¢do, considerando que
apenas 2 dos 31 metabolitos testados foram eluidos da coluna no volume morto. Para
finalizar, o maior niimero de molecular features detectados e melhor distribuicdo
desses features ao longo da corrida foi obtido com a coluna CSH. Dessa forma, a CSH
C18 foi a coluna selecionada para a andlise metabolémica por RPLC. A Figura 4.12.
mostra um cromatograma de pico base da andlise da amostra de urina e da mistura dos

31 padrdes de metabolitos pelo método otimizado.
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Figura 4.12. Cromatograma de pico base de (A) mistura da amostra de urina e (B) mistura dos 31
padrdes de metabolitos por RPLC-MS com a coluna CSH em pH 2,8. composta por (A) agua e (B)
acetonitrila, ambas contendo 0,1% (v/v) dcido férmico como aditivo. Gradiente linear, come¢ando em
5% da fase B e chegando a 95% de B em 12 minutos. Vazio de 0,4 mL min™ e coluna mantida a 45 °C.
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2.2 HILIC

Ao longo dos ultimos anos, HILIC vem se tornando muito popular e tem sido
cada vez mais aplicada para estudos metabolémicos em combinagdo com
espectrometria de massas (51,57,130,140). Isso se deve ao fato de HILIC oferecer uma
retencdo superior para compostos hidrofilicos em comparacio com RPLC. O
mecanismo geral de retengdo em HILIC é baseado no equilibrio de particio dos
analitos entre a fase mdvel organica e a camada aquosa formada na superficie da fase
estaciondria polar. Acredita-se também que podem ocorrer interagdes do tipo ligacdo
de hidrogénio entre os grupos funcionais polares dos analitos e da fase estacionaria,
além de interagbes eletrostdticas entre a fase estaciondria e grupos funcionais
ionizados dos analito. Ainda, podem ocorrer intera¢des do tipo forgas de van der Waals
entre a por¢do hidrofébica da fase estaciondria e grupos ndo polares dos analitos, e
adsor¢do dos analitos na superficie do adsorvente (141,142). Atualmente, diversas
colunas para HILIC com diferentes desempenhos cromatograficos podem ser
encontradas no mercado. Diversas investigagdes para comparagdo e caracteriza¢do do
mecanismos de reten¢do em HILIC ja foram reportadas (141,143). No entanto, esses
trabalhos oferecem um entendimento tedrico das interagdes cromatograficas em
HILIC, ndo sendo guias realmente adequados para a selecdo de colunas para estudos
metabolomicos. Um série de outros estudos avaliando diferentes colunas HILIC para
aplicacdo em estudos metabol6micos ja foi reportada (128,129,132,144). Entretanto, ndo
ha um consenso entre esses trabalhos sobre a coluna ideal para andlises metabolomicas
urinarias.

Atualmente, existem trés grupos de composicdo quimica de fases estacionarias
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para colunas HILIC: silica (modificada)/neutra, carregada e zwitterionica. Entre esses
grupos, acredita-se que a fase estaciondria zwitterionica apresente o maior potencial
para andlises metabolémicas, visto que, como ja demonstrado em alguns estudos,
dependendo da propriedades quimicas do analito e composi¢io da fase movel,
interagdes eletrostaticas com partes permanentemente carregadas e a adsor¢do de
ligacdo de hidrogénio no substrato da silica podem ocorrer na fase estaciondria
zwitteribnica (132). A primeira coluna HILIC zwitteridnica foi fabricada através da
ligacdo de por¢des de sulfobetaina na base de silica, criando uma superficie
negativamente carregada, devido a presenca dos grupos sulfénicos, e produzindo
atragdo eletrostdtica de analitos positivamente carregados em valores de pH baixo
(56,145). Essa coluna zwitteribnica, vem sendo amplamente utilizada para estudos
metabolomicos por HILIC-MS (146-148). Recentemente, foi introduzida uma nova fase
estaciondria zwitteri6nica ligada covalentemente com por¢des de fosforilcolina (149).
De acordo com o fabricante, o arranjo inverso dos grupos carregados da fosforilcolina,
em comparac¢do a sulfobetaina, deverd proporcionar uma diferente seletividade para
solutos carregados no modo HILIC. Até o momento, ndo ha aplicages reportadas na
literatura usando este novo tipo de fase estaciondria zwitteribnica na andlise
metabolémica urindria. Dessa forma, neste trabalho foram investigadas quatro colunas
para HILIC com diferentes composi¢des quimica na fase estaciondria e ainda o efeito
de duas composi¢oes de fase mdvel também foi avaliado.

As colunas selecionadas foram: BEH HILIC, BEH amida e duas zwitterionicas,
ZIC-HILIC e ZIC-cHILIC. Essas colunas foram selecionadas devido a sua
complementaridade de seletividade para uma ampla variedade de compostos (129). As

colunas testadas foram operadas em duas condi¢des: dacida (pH 3,2) e proxima da
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neutralidade (pH 6,8). Para pH 3,2, a fase mével era composta por (A) 95% (v/v)
acetonitrila e 5% (v/v) 200 mmol L™ formiato de amoénio e (B) 50% (v/v) acetonitrila,
50% 100 mmol L™ formiato de aménio. Para pH 6,8, composi¢do da fase (A) 95% (v/v)
acetonitrila e 5% (v/v) 200 mmol L™ de acetato de aménio e (B) 50% (v/v) acetonitrila,
50% 100 mmol L” formiato de aménio. O gradiente utilizado foi: 0-3 min, 1% (B), 3-17
min, 90% (B); 17,0-17,1, 1% (B), 17-21 min, 1% (B). Uma vazdo de 0,4 mL min™ foi
utilizada para todos os testes e todas colunas foram mantidas a 40°C. Os parametros
avaliados para os testes realizados para HILIC sdo os mesmos utilizados para RPLC.
Como pode ser observado na Figura 4.13, das quatro colunas testadas, a coluna
ZIC-HILIC em pH 6,8 e ZIC-HILIC em pH 3,2 apresentaram melhores resultados para
separacdo dos metabolitos testados. Ambas as colunas zwitteridnicas apresentaram
seis metabolitos com classificagdo “ndo aceitavel”, oito “6timo” e o restante “aceitavel.
No geral, o perfil dos picos, tempo de retengdo e S/N obtidos nessa condi¢do foram
superiores com a ZIC-HILIC do que com as demais condi¢bes testadas. Porém, alguns
metabolitos, como o acido coélico, apresentaram um perfil muito ruim com as colunas
zwitteriOnicas, com picos bastante alargados, e baixo valor de relagdo S/N e, tempos de
reten¢do proximos ao t, foram observados com a coluna ZIC-cHILIC. A BEH HILIC, em
os ambos pHs avaliados, foi a coluna que apresentou pior desempenho, sendo que
nenhum metabdlito foi classificado como “6timo” em pH 6,8, e apenas trés em pH 3,2.
Um grande problema observado com essa coluna em pH 6,8 foi que alguns
metabolitos, como a guanina, guanosina e IMP, apresentaram fraca retencdo, eluindo
da coluna préximo ao t,. Tal fenémeno ndo foi observado em nenhumas das demais

condi¢Ges testadas. Essa retengdo mais fraca pode ser atribuida ao fato da BEH HILIC

ser fabricada com silica hibrida ndo derivatizada (tecnologia BEH). Isso porque a
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retencdo em HILIC ndo estd apenas relacionada com a hidrofobicidade do composto
analisado, a capacidade de estabelecer interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio
também influencia na retencdo. Devido a tecnologia BEH, essa coluna apresenta
menor quantidade de silanol residual, resultando assim em menor capacidade de
ligagdo de hidrogénio e possivelmente menor tempo de retengdo (150). Outro
problema para essa coluna, em ambos os pHs testados, foi o perfil de pico ruim, visto
que a maioria dos metabolitos apresentaram longas caudas, perfil largo e em alguns
casos divisdo do pico. Problemas de baixa repetibilidade do tempo de retencdo
também foram observados entre réplicas de andlises, mesmo apos longo
condicionamento da coluna e uma série de inje¢cdes prévias. A separagdo dos isdmeros
Leu e Ile com resolugio em linha de base foi observada em diferentes colunas e
condic¢des, sendo elas: BEH Amida, ZIC-HILIC e ZIC-cHILIC em pH 6,8 e BEH HILIC e
ZIC-cHILIC em pH 3,2. No entanto, a melhor resolugdo foi obtida com a BEH em pH

3,2 e com a ZIC-HILIC em pH 6,8.
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O sistema de pontuacdo citado anteriormente foi utilizado para confirmar os

metabolitos avaliados.

Figura 4.13. Classificacdo individual de cada metabdlito testado para as diferentes condi¢ées e colunas
testadas por HILIC. Legenda: verde: 6timo, amarelo: aceitavel e vermelho: ndo aceitdvel.

resultados acima apresentados. As somas das notas individuais de cada metabolito
podem ser visualizadas na Figura 4.14. Baseado nesses dados, é possivel confirmar a
superioridade da ZIC-HILIC em pH 6,8 e ZIC-cHILIC em pH 3,2 para a separagdo dos
A ZIC-HILIC é uma das colunas mais utilizadas em
metabolémica para HILIC-MS, principalmente devido ao fato de ser uma coluna

zwitteridnica, possibilitando intera¢des eletrostdticas, adicionalmente as demais
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interac¢des ja conhecidas para colunas HILIC. Dependendo da composicdo quimica da
coluna zwitteribnica, esse tipo de interagdo pode favorecer ou piorar a separacao e
retencdo de compostos ionizados. Dependendo do pH empregado na fase-mavel, perfis
de pico ruins podem ocorrer devido a uma competi¢do entre a particdo hidrofilica e
interacOes eletrostdticas para compostos (parcialmente) ionizados. Essa é uma das
razoes pelas quais compostos acidos apresentam pior perfil de pico quando se
combinam ZIC-HILIC e pH baixo; o mesmo acontece com a ZIC-cHILIC e compostos
basicos (56). Ndo existem trabalhos na literatura reportando o uso da coluna ZIC-
cHILIC para estudos metabolémicos usando urina como amostra de estudo; porém,
baseado no desempenho dessa coluna para os metabdlitos avaliados, parece ser uma

boa alternativa para analise metabolomica.

900 - “BEH Amida
W BEH HILIC
860 -

“ ZIC-HILIC

820 MZIC-cHILIC

780 -

Pontuagao

pH Fase Movel

Figura 4.14. Soma da pontuacdo total obtida para cada condigdo e coluna testada por HILIC-MS. Pontos
atribuidos com base nos pardmetros: S/N, formato de pico e tempo de retencdo.

Assim como feito para RPLC-MS, para testar o desempenho das colunas com

uma amostra real, uma mistura de urinas foi utilizada para monitorar o niumero de
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molecular features e as distribuicdo ao longo do gradiente aplicado. Como pode ser
observado na Figura 4.15, com excecdo da BEH Amida, todas as demais colunas
testadas apresentaram numero de molecular features similares em ambas as condi¢des
(4cida e neutra) e a BEH amida em pH 6,8 foi a que detectou o maior numero de
features (2743), seguida pela ZIC-HILIC no mesmo pH (2735). O maior numero de
molecular features foram detectados na condi¢do neutra para as colunas BEH HILIC,
BEH Amida e ZIC-HILIC. Diferentemente dos resultados observados para os testes
com os padrdes de aminodcidos, a ZIC-cHILIC foi a coluna que apresentou o pior

desempenho em relagdo ao namero de molecular features.

2750
WBEH Amida

WBEH HILIC
2500 WZIC-HILIC
WZIC-cHILIC

2250

2000 A

1750 -

Numero de molecular features

1500 -

1250 -

1000 -

pH 3,2

pH Fase Moével pH 68
. J

Figura 4.15. Namero de molecular features detectados na mistura de amostras de urina analisadas por
HILIC.
O numero de molecular features ndo deve ser usado sozinho para avaliar o

desempenho de uma coluna ou condi¢do sem entender suas distribui¢do ao longo da
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analise cromatografica. Quanto maior o espalhamento dos analitos durante o
gradiente, menor supressdo de ionizacdo é esperada. Além disso, definir possiveis
agrupamentos de compostos por janelas de tempo de retengdo, pode auxiliar
posteriormente na identificacdo desses compostos. A Figura 4.16 mostra a fragdo de
molecular features detectados durante a analise cromatografica (semelhante a RP).
Pode-se observar que para todas as condi¢des e colunas avaliadas, mais de 25% dos
molecular features sdo eluidos com uma janela de tempo de reten¢do de duas vezes o
to. Ainda, em todas as condigGes, aproximadamente 90% dos molecular features sdo
eluidos da coluna em até 12 min, porém com coluna ZIC-HILIC em pH 6,8
aproximadamente 75% com o mesmo tempo de analise. No geral, a coluna ZIC-HILIC,
em condicdo neutra foi a que apresentou o melhor desempenho referente a
distribui¢do dos molecular features ao longo de toda analise, seguida pela BEH amida e
ZIC-cHILIC na condicdo acida. Embora as diferencas entre as colunas nio seja ampla, a
distribui¢do dos molecular features para a ZIC-HILIC pH 6,8 e a BEH Amida pH 3,2
apresentaram um comportamento um pouco mais linear do para as demais condigdes e

colunas, como pode ser observado na Figura 4.16.
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Figura 4.16. Distribuicdo de todos molecular features detectados durante a analise por HILIC para todas
as condig¢des avaliadas.

Dessa forma, usando o sistema de pontuacdo e classificagio dos metabdlitos
para avaliar o desempenho das colunas e, adicionalmente a avaliacdo do numero de
molecular features detectados e a distribui¢do deles durante a andlise cromatografica,
concluiu-se que a coluna ZIC-HILIC em condi¢do neutra foi a que apresentou melhor
desempenho para a andlise metaboléomica de urina por HILIC-MS. A coluna ZIC-
cHILIC também apresentou um desempenho consideravelmente bom para a mistura
de metabolitos; no entanto, um niimero bem menor de molecular features pode ser
detectado, além de uma distribuicdo inferior se comparada com a ZIC-HILIC, e por isso
essa coluna ndo foi escolhida. Adicionalmente, além de possibilitar a detec¢do de um
maior namero de molecular features, os picos dos metabdlitos avaliados apresentaram
melhores perfis quando analisados com a coluna ZIC-HILIC em pH 6,8, possivelmente

devido ao mecanismo de separacdo dessa coluna zwitterionica. O formato de pico é
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um fator muito importante em metabolomica, pois sabe-se que a qualidade dos picos
cromatograficos gerados pode ter um grande efeito na qualidade do processamento
dos dados. Formatos de pico ruins podem interferir com a extragdo dos picos (peak
picking no XCMS) e alinhamento durante o processamento, e consequentemente
podem confundir na identificagdo dos metabolitos e produgdo de informacgdes
comparativas erradas, podendo resultar em uma falsa interpretacdo biologica. Um
cromatograma de pico base da amostra de urina e mistura de padrdes nas condigdes

otimizadas é apresentado na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Cromatograma de pico base de (A) mistura da amostra de urina e (B) mistura de padrées
dos 31 metabolitos por HILIC-MS com a coluna ZIC-HILIC, pH 6,8. Composi¢do da fase (A) 95% (v/v)
acetonitrila e 5% (v/v) 200 mmol L™ acetato de aménio e (B) 50% (v/v) acetonitrila, 50% 100 mmol L™
formiato de aménio. Gradiente: 0-3 min, 1% (B), 3-17 min, 90% (B); 17,0-17,1, 1% (B), 17-21 min, 1% (B).

Vazio 0,4 mL min”, coluna mantida a 40°C.
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3 Investigacio metabolomica por CESI-MS e RPLC-MS

Embora a urina seja amplamente considerada como um produto residual, ela
apresenta um valor consideravel como fluido bioldgico para diagnoésticos clinicos. Na
verdade, a andlise da urina para fins médicos vem sendo usada a mais de 6000 anos
(151). Como ja reportado anteriormente, sabe-se que a composi¢gdo metabdlica urindria
reflete o estado fisiologico de um organismo, e dessa forma pode ser uma leitura ttil de
multiplos processos fisiologicos/fisiopatoldgicos. Ainda, a urina contém a assinatura
metabolica de diversas vias bioquimicas e sendo assim, este fluido bioldgico é ideal
para andlises metabolomicas, especialmente quando relacionados a doengas renais e
do sistema urindrio (152,153). Além disso, urina pode ser coletada de maneira ndo
invasiva e normalmente ndo requer um extensivo preparo de amostra. Nesse estudo,
realizou-se uma investigagdo exploratoria usando RPLC-MS e CESI-MS como técnicas
analiticas para identificar perfis metabolicos urindrios que se correlacionem com o
refluxo vésico ureteral. A busca por diagndsticos alternativos aos convencionalmente
utilizados tem como objetivo a descoberta de métodos de diagndstico menos invasivos.

Para melhor cobertura de metabdlitos com diferentes caracteristicas quimicas, a
investigacdo metabolomica global foi realizada utilizando CESI-MS e RPLC-MS como
técnicas analiticas. Amostras de urina coletadas no UZ Leuven (Bélgica) dos grupos
controle (criangas saudaveis) e teste (criangas com RVU) foram utilizados na analise
metabolomica por CESI-MS e RPLC-MS. Amostras denominadas de controle de
qualidade (QC) foram preparadas a partir da mistura de volumes idénticos de todas as

amostras utilizadas no estudo. O QC foi analisado durante toda a sequéncia analitica,
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com a intenc¢do de verificar o comportamento e estabilidade instrumental durante as
analises.

Os dados brutos gerados foram convertidos pelo MSConvert e posteriormente
analisados no XCMS. Esses dados sdo processados para a obtengdo de uma matriz de
dados, a qual sera avaliada por ferramentas de andlise estatistica multivariada e
univariada. Todos os dados de CESI-MS e de RPLC-MS foram processados usando o
método centWave, os parametros de detec¢do de picos, agrupamento e alinhamento
utilizados no processamento final foram determinados com base em avaliages da
matriz de dados gerada. Para isso, o nimero de molecular features detectados, o
numero de missing values e zeros, e ainda o desvio padrdo nos tempos de retencdo
durante o alinhamento (para RPLC) foram avaliados. Para os dados de RPLC-MS, os
parametros escolhidos foram: snthresh 10, bw 5, mzwid 0,025, minfrac 1 e noise 50000; 0
comando fillPeaks foi aplicado para integrar missing values e a normalizacdo foi
realizada pela mediana. Ja para CESI-MS, o primeiro passo foi o alinhamento dos
eletroferogramas usando a ferramenta msalignz (107). Na sequéncia, os comandos
utilizados foram os mesmos descritos para RPLC. Os dados normalizados pela mediana
foram entdo inseridos no software SIMCA-P+ para avaliagdo multivariada.

Primeiramente, uma grafico de scores de PCA foi construido incluindo todas as
amostras de urina e os QCs com o objetivo de avaliar a qualidade dos dados gerado na
sequéncia analitica. E possivel verificar nos graficos da Figura 4.18 que as amostras
controle e teste apresentam-se parcialmente separadas, para ambas as técnicas
analiticas, comprovando que metabolitos carregam informagdes para discriminacdo
entre os grupos investigados. Pode-se observar que as amostras controles da analise

por RPLC-MS apresentam-se dispersas entre si; porém, a analise por PCA ndo é
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classificatoria e é feita para avaliar a qualidade dos dados e desempenho da analise. Os
QCs encontram-se agrupados no grafico, revelando que ndo houve problema
instrumental durante a andlise das amostras. A andlise de QC ¢é realizada para
controlar o desempenho e estabilidade do método analitico empregado, por isso o QC

¢ analisado no inicio, entre cada cinco amostras e novamente no final da sequéncia.
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Figura 4.18. Graficos de scores de PCA para as amostras de urina dos grupos testes e controle
analisadas por A) CESI-MS com R* = 0,764 e Q” = 0,804 € B) RPLC-MS com R’ = 0,748 e Q” = 0,0767.
Legenda: m amostras teste, A amostras controle e ¢ QC

Para confirmar a qualidade dos dados um modelo de PLS-DA com predicdo de
QCs foi construido. As amostras do grupo QC encontram-se novamente agrupadas,
demonstrando a estabilidade do sistema analitico e qualidade do modelo gerado, o
qual pode ser confirmado baseado nos valores de Q*, apresentando 76% de capacidade

de previsdo (Q*) para CESI-MS e 85% para os de RPLC-MS. Os modelos obtidos sdo

apresentados na Figura 4.19.
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Figura 4.19. Graficos de scores de PLS-DA com predi¢cio de QC para as amostras de urina dos

grupos testes e controle analisadas por A) CESI-MS com R* = 0,974 e Q* = 0,760 e B) RPLC-MS

com R*= 0,992 e Q* = 0,850. Legenda: m amostras teste, A amostras controle e ¢+ QC

Verificada a qualidade dos dados obtidos, somente as amostras, sem incluir os

QCs, foram submetidas a andlise estatistica, para buscar os metabolitos discriminantes

entre os grupos investigados. Um segundo grafico de scores de PLS-DA foi construido

(Figura 4.20), o qual mostra uma boa separagdo entre o grupos teste e controle com

um valor de Q* de 0,751 para CESI-MS e 0,858 para RPLC-MS. Contudo, modelos de

PLS-DA podem apresentar overfitting, e por esse motivo recomenda-se que o modelo

obtido seja validado.
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Figura 4.20. Graficos de scores de PLS-DA sem QC para as amostras de urina dos grupos testes e
controle analisadas por A) CESI-MS com R* = 0,977 € Q* = 0,751 e B) RPLC-MS com R* = 0,989 e Q*
= 0,858. Legenda: m amostras teste, A amostras controle

Dessa forma,

a validagdo cruzada desse modelo foi realizado por testes de
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permutagOes, para verificar, a partir dos valores de R* e Q?, se as diferengas entre
classificacdo das amostras no modelo gerado por PLS-DA sdo significativas. Neste
teste, a matriz de dados X é mantida fixa e a matriz de resposta Y é permutada por 100
vezes. A cada permuta¢do, um novo modelo de PLS-DA é gerado, assim como novos
valores de R* e Q*. No final do teste, esses valores estimados deverdo ser menores do
que o valores obtidos pelo modelo de PLS-DA. No grafico gerado, o eixo Y fornece os
valores de R* e Q* obtidos em cada uma das permutag¢des. Através desse grafico é
possivel determinar se os valores de R* e 0 Q* gerados a partir do teste de permutag¢do
fornecem valores inferiores ao valor de R* e Q* do modelo atual, validando o modelo
(108). Para ambos os modelos de CESI-MS e RPLC-MS, teste de 100 permuta¢oes foram
realizadas e, como pode ser observado pela Figura 4.21, os valores de R* e Q* sdo

inferiores, validando o modelo para ambos modelos.

R2 o

(A) * (B)

00 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 [ 08 09 10
100 permutations 6 componerts 100 permutations 9 components

Figura 4.21. Grafico da validacgao do modelo de PLS-DA pelo teste de permuta¢iao (100
permutac¢des) de R* e Q°.

CV-ANOVA é outro teste utilizado para validar e avaliar o modelo de PLS-DA. A
validagdo é baseada nos valores de F (o qual avalia se o modelo possui residuos
preditivos menores que a variagao global em torno da média), e no p-valor (que indica

a probabilidade de que um modelo com determinado valor de F seja resultado do
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acaso). Os valores para CESI-MS e RPLC-MS estdo descritos na Tabela 4.8 e Tabela 4.9,

respectivamente.

Tabela 4.8. CV-ANOVA para o modelo PLS-DA para andlises por CESI-MS

Soma dos .
Graus de on . Desvio
quadrados . Variancia F P .
, liberdade padrdo
dos residuos
Total 40 40 1 1
Regressao 32,8 12 2,73 10,6 1,74.10” 1,65
Residual 7,20 28 0,257 0,507
Tabela 4.9. CV-ANOVA para o modelo PLS-DA para analises por RPLC-MS
Soma dos
Graus de . Desvio
quadrados ) Variancia F P .
, liberdade padrao
dos residuos
Total 43 43 1 1
Regressio 36,1 16 2,26 8,89  5,35107 1,50
Residual 6,86 27 0,254 0,504

Também foi construido modelo de OPLS-DA para busca de metabdlitos

discriminantes entre os grupos investigados, por meio do grafico S-plot. Entretanto,

poucos metabolitos discriminantes com valores maiores que 0,8 foram encontrados a

partir da analise do S-plot. Desta forma, decidiu-se por ndo utilizar esse parametro

como forma de selecdo dos metabdlitos. Na Figura 4.22, os modelos de OPLS-DA

obtidos para CESI-MS e RPLC-MS podem ser visualizados, os quais apresentam 6timas

separagdes entre as amostras com R* de 0,995 e 0,989 e, Q* de 0,635 e 0,619, para CESI-

MS e RPLC-MS, respectivamente.
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Figura 4.22. Graficos de scores de OPLS-DA para as amostras de urina dos grupos testes e

controle analisadas por A) CESI-MS com R* = 0,995 e Q* = 0,635 e B) RPLC-MS com R” = 0,989 e Q*
= 0,619. Legenda: m amostras teste, A amostras controle.

Para a selecdo dos metabolitos discriminantes, optou-se por utilizar os valores
de VIP, que demonstram o quanto uma varidvel é importante dentro do modelo de
PLS-DA obtido. Metabélitos com valores de VIP maiores que 1,0 foram considerados
como significativos. Além disso, o teste ndo paramétrico Mann Whitney U também foi
utilizado para sele¢do e comparagdo de metabdlitos discriminantes.

A identificagdo dos metabolitos discriminantes e interpretacdo dos resultados
obtidos foram realizadas usando os banco de dados HMDB, KEGG e Metlin. Na
investigacdo por RPLC-MS, foram detectados 370 molecular features, e por CESI-MS
212 molecular features com significancia estatistica. Os valores de m/z desses
metabdlitos foram levados aos bancos de dados acima mencionados. Nessa busca
foram considerados [M+H]", e [M+Na]* como possiveis adutos, e foi estabelecido um
erro de massa de 5 ppm. Adicionalmente, a selecdo dos metabdlitos se deu por
avaliacdo da estrutura quimica do metabdlito (sua concordancia com a técnica de
separagao empregada), e possivel correlagio com rotas de doengas RVU e outras
urindrias. Essa busca identificou 37 metabolitos para as analises por RPLC-MS e 22

metabolitos com para as andlises por CESI-MS. Dos metabdélitos identificados, apenas
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trés foram identificados (hipoxantina, glutamina e 1/2/3-metilguanina) em ambas as
técnicas empregadas (Figura 4.23), reforcando a importancia de trabalhar com mais de

uma técnica analitica e comprovando a complementaridade das informacoes obtidas.

RPLC-MS CESI-MS

37 P2

Figura 4.23. Diagrama de Venn ilustrando o numero de metabdlitos identificados em cada
técnica analitica e em ambas.

A Tabela 4.0 apresenta o resultado dos metabolitos identificados com
significdncia estatistica por meio desta investigagdo, nessa tabela também estdo
descritos o p-valor, a classifica¢do e fold change, o qual foi calculado pela razdo entre a
média das intensidade do metabolito nas amostras testes e a média das amostras
controle, valores positivos indicam um aumento do metabdlito nas amostras teste em

referéncia as amostras controle e valores negativos indicam uma diminuigdo.
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Tabela 4.10. Metabolitos identificados com significancia estatistica e suas caracteristicas obtidas no estudo metabolémico global por CESI-MS e RPLC-MS para a

classificagdo de RVU

Formula Massa Técnica
Metabdlito p-valor Fold Change Classificaciao
Molecular isotdpica (Da) Analitica
L-Serine C3H7NO3 105.0426 <0.01 +119 RPLC-MS aminodcidos e derivados
Uracil C4H4N202 112.0273 <0.01 +1.32 RPLC-MS purinas e derivados
Valine/Glicine Betaine C5HuNO2 117.079 <0.01 +1.26 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
2,4-Dihydroxybutanoic acid C4H804 120.0423 <0.01 +1.77 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
Benzoic acid C7H602 122.0368 <0.01 +1.21 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
Pipecolic acid C6H1uNO2 129.079 <0.01 +116 CESI-MS acido carboxilicos e derivados
. <0.01 +1.53 RPLC-MS Purinas e derivados
Hypoxanthine C5H4N40 136.0385 - -
<0.01 +119 CESI-MS purinas e derivados
Phenylacetic acid/2-
enylacetic ?Cl /_2 C8HB802 136.0524 <0.05 +1.75 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
Methylbenzoic acid
N-Methylnicotinamide C7H8N20 136.0637 <0.01 +1.26 CESI-MS aminas e poliaminas
Proline betaine C7H13NO2 143.0946 <0.01 -0.78 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
4-Guanidinobutyric acid C5H1uN302 145.0851 <0.01 +117 CESI-MS acido carboxilicos e derivados
) <0.01 +119 RPLC-MS aminodcidos e derivados
L-Glutamine C5H10N203 146.0691 — - -
<0.01 + 113 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
L-Lysine C6H14N202 146.1055 <0.01 +118 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
1-Methyladenine/3-
C6H7N5 149.0701 <0.01 +1.24 CESI-MS purinas e derivados
Methyladenine
D-Ribose/Xylose C5H1005 150.0528 <0.01 +1.52 RPLC-MS carboidratos e conjugados/alcoois e poliodis
2-Phenylpropionate CoH1002 150.0681 <0.01 -0.61 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
3-Methylcrotonylglycine C7HuNO3 157.0739 <0.01 + 173 RPLC-MS acil-glicinas

122



Formula Massa Técnica
Metabdlito p-valor Fold Change Classificacao
Molecular isotdpica (Da) Analitica
-Methylbutyrylglyci -
2y PUTY g.y.C1ne/3 C7H13NO3 159.0895 <0.01 +1.46 RPLC-MS acil-glicinas/carnitinas e acil-carnitinas
Dehydrocarnitine
L-Carnitine C7H15NO3 161.1052 <0.01 +116 CESI-MS carnitinas e acil-carnitinas
1-Methylguanine/3- <0.01 +1.45 RPLC-MS purinas e derivados
Methylguanine/7- C6H7N50 165.0651
' . 7 75 2005 <0.01 +1.28 CESI-MS purinas e derivados
Methylguanine
L-Phenylalanine CoHuNO2 165.079 <0.01 - 0.79 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
1-Methylxanthine/3-
Methylxanthine/7- C6H6N402 166.0491 <0.01 -0.35 RPLC-MS purinas e derivados
Methylxanthine
3-Methoxytyramine C9H13NO2 167.0946 <0.05 +1.48 CESI-MS aminas e poliaminas
Pyridoxamine C8H12N202 168.0899 <0.01 -0.81 RPLC-MS piridina e derivados
2-Furoylglycine C7H7NO4 169.0375 <0.01 - 0.68 RPLC-MS acil-glicinas
-Methylhistidine/1-
3TYery 1.s 1 1.ne/1 C7HuN302 169.0851 <0.01 + 114 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
Methylhistidine
Citrulline C6H13N303 175.0957 <0.01 +138 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
Hippuric acid C9HgNO3 179.0582 <0.01 -0.87 RPLC-MS acil-glicinas
Nicotinuric acid C8H8N203 180.0535 <0.01 +1.46 RPLC-MS acil-glicinas
Myoinositol/D-Mannose C6H1206 180.0634 <0.01 -0.28 RPLC-MS alcoois e poliodis/carboidratos e derivados
L-Tyrosine C9HuNO3 181.0739 <0.01 -0.82 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
N-Acetylglutamine C7H12N204 188.0797 <0.01 +3.04 RPLC-MS aminodacidos e derivados
N6-Acetyl-L-lysine C8H16N203 188.1161 <0.01 -0.85 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
N6,N6,N6-Trimethyl-L-lysine C9H20N202 188.1525 <0.01 +117 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
Kynurenic acid CioH7NO3 189.0426 <0.01 + 114 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
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Formula Massa Técnica
Metabdlito p-valor Fold Change Classificacao
Molecular isotdpica (Da) Analitica
5-Hydroxyindoleacetic acid Ci10H9NO3 191.0582 <0.01 +1.47 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
4-Aminohippuric acid C9H10N203 194.0691 <0.01 +1.34 RPLC-MS acil-glicinas
(A)symmetric dimethylarginine C8H18N402 202.143 <0.01 + 112 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
L-Acetylcarnitine CoH17NO4 203.1158 <0.01 +2.07 CESI-MS carnitinas e acil-carnitinas
L-Tryptophan CuH12N202 204.0899 <0.01 +129 RPLC-MS aminodcidos e derivados
Xanthurenic acid CioH7NO4 205.0375 <0.01 +1.43 RPLC-MS acidos carboxilicos e derivados
Propionylcarnitine CioH19NO4 217.1314 <0.01 +2.38 RPLC-MS carnitinas e acil-carnitinas
Pantothenic acid C9H17NOs5 219.1107 <0.01 +2.47 RPLC-MS aminodcidos e derivados
Suberylglycine Ci1oH17NOs5 231.1107 <0.01 +1a17 RPLC-MS acil-glicinas
Butyrylcarnitine CuH21NO4 231.1471 <0.01 +1.35 CESI-MS carnitinas e acil-carnitinas
Spermic acid 2 C10H20N204 232.1423 <0.01 +1.61 RPLC-MS aminodcidos e derivados
Anserine C10H16N403 240.1222 <0.05 + 2.51 CESI-MS aminodcidos, peptideos e analogos
Tiglylcarnitine C12H21NO4 243.1471 <0.01 +1.37 RPLC-MS carnitinas e acil-carnitinas
Uridine/Pseudouridine CoH12N206 244.0695 <0.01 +133 RPLC-MS purinas e derivados
2-Methylbutyroylcarnitine C12H23NO4 245.1627 <0.01 +1.49 RPLC-MS carnitinas e acil-carnitinas
Thiamine C12H17N40S 265.1123 <0.01 + 115 RPLC-MS aminas e poliaminas
1-Methyladenosine CuHi15N504 2811124 <0.05 - 0.84 RPLC-MS purinas e derivados
1-Methylguanosine C11Hi5N505 297.1073 <0.01 +1.36 RPLC-MS purinas e derivados
2,6 Dimethylheptanoyl carnitine C16H31NO4 301.2253 <0.01 +1.40 RPLC-MS carnitinas e acil-carnitinas
Cyclic AMP Ci1oH12N506P 329.0525 <0.01 +1.37 RPLC-MS purinas e derivados
N2,N2-Dimethylguanosine C12H17N505 311.1230 <0.01 +1.82 RPLC-MS purinas e derivados
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Ao analisar os metabodlitos na Tabela 4.10, é possivel notar que a maioria dos
compostos detectados por CESI-MS sdo aminoacidos e analogos, alguns sdo acidos
carboxilicos e derivados, purinas e derivados, aminas e poliaminas e acilcarnitinas. J&
os metabdlitos detectados por RPLC-MS sdo: purinas e derivados, dcidos carboxilicos e
derivados, carnitinas e acilcarnitinas, acilglicinas (como o acido nicotinurico, acido
hipturico, e 3-metilcrotonilglicina, entre outros), e compostos relacionados ao
metabolismo do triptofano (isto ¢, triptofano, acido 5-hidroxiindolacético e acido
quinurénico).

Os metabolitos identificados pelo estudo metabolémico por CESI-MS e RPLC-
MS podem apresentar informacgdes para classificagdo de pacientes com RVU; porém,
talvez ndo seja sensato relacionar alguns desses metabolitos a uma via especifica, visto
que um estudo recente ja demonstrou que muitas das acilglicinas e metabolitos de
triptofano detectados no sangue de mamifero apresentam uma relagio com o
“microbioma” intestinal, o que poderia explicar a presenga desses metabolitos na urina
por excrecao regular (154).

Em geral, as acilcarnitinas sdo formadas na via do metabolismo de acidos graxos
para transportar os grupos acilo de cadeia longa de acidos graxos para as mitocondrias,
onde esses grupos sdo quebrados através da f-oxidacdo para acetato, para obter
energia através do ciclo do acido citrico. Sob condi¢des normais de homeostasia, a
carnitina é eliminada por excrecdo na urina, tanto em formas livres quanto
esterificadas, principalmente como acetilcarnitina (155). Contudo, mudangas nas
concentragdes de acilcarnitinas refletem diferentes processos metabdlicos; como por
exemplo, a concentragdo de isovalerilcarnitina reflete o metabolismo da valina,

isoleucina e leucina. A presenca de acilcarnitinas em plasma, soro ou urina podem
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indicar danos mitocondriais (156). Uma razdo para a acilcarnitina estar mais elevada na
urina pode ser o resultado de uma reabsor¢dao menos eficiente de acilcarnitinas ou de
uma acilacdo renal de carnitina, seguida de um vazamento do produto de acilcarnitina
formado na propria urina (157,158).

A conjugacdo de glicina é um sistema de desintoxicacdo eficaz para prevenir a
acumulacdo de ésteres de acil-CoA em vdrias doengas metabdlicas hereditdrias. A
presenca de acilglicinas na urina foram relatadas como a expressio direta da
acumulac¢do dos correspondentes ésteres de acil-CoA na mitocondria (159)

Foram relatadas anteriormente alteragdes do metabolismo do triptofano pela
doenga nefropatia diabética, onde a concentragdo de triptofano no plasma de animais
com insuficiéncia renal diminuiu enquanto se observava um aumento simultdneo de
metabdlitos relacionados a via de quinurenina (por exemplo, dcido quinurénico) no
plasma (159). Foi também demonstrado que a quantidade de acido quinurénico nos
rins é o mais alto entre todos os tecidos (160). Além disso, sabe-se que o acido
quinurénico é o principal metabolito excretado de organismo por meio de secregdo
tubular. Na insuficiéncia renal este mecanismo é consideravelmente prejudicado, o que
consequentemente conduz a uma acumulagdo excessiva desta substancia no
organismo (161).

O metabdlito tirosina encontra-se diminuido no paciente com RVU em rela¢do
ao paciente sadio. E conhecido que a excrecdo desse metabdlito é reduzida em doenca
renal crénica, assim como a taxa de sintese da tirosina (162).

Os metabolitos de arginina dimetilarginina simétrica (DMAS) (fungdo
desconhecida) e dimetilarginina assimétrica (DMAA) (um inibidor de dxido nitrico

sintase) diferem em sua posicio de metilagio e possuem propriedades bioldgicas
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distintas. Como a DMAS é lentamente metabolizada e removida do corpo pelo rim, a
disfung¢do renal resulta em niveis aumentados desse metabélito no soro e no plasma.
Os niveis de DMAA também sdo aumentados em doenca renal cronica, possivelmente
como resultado da disfuncdo endotelial. Os aumentos nos niveis de DMAA sdo
também, no entanto, associados a muitas outras doencas, incluindo disfungdo vascular,
enxaqueca, hiperglicemia. Uma redugdo no metabolismo da metilarginina renal
demonstrou proteger contra danos nos rins, mas o mecanismo é desconhecido (156).

Para as purinas e derivados, quase todos estdo aumentadas no grupo teste em
comparagdo com o grupo controle, o que reflete numa alteragdo do metabolismo da
purina (163); entretanto, ndo foram encontrados estudos que relacionem o
metabolismo de purinas com doengas renais.

Com base nos resultados obtidos nesse estudo metabolémico foi possivel
identificar que diversos metabolitos, de diversas classes quimicas e com importantes
funcGes em diferentes tipos de metabolismo, podem estar relacionados com o RVU. Ja
foram reportados alguns estudos que relacionam os metabolitos identificados nesse
estudo com doencas renais, demonstrando que existe a possibilidade desses
metabolitos serem discriminantes para o RVU. No entanto, deve-se mencionar que
pesquisas adicionais sdo necessdrias para investigar o contexto bioquimico de todos os

metabolitos candidatos com mais detalhes.
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Neste trabalho, o desempenho e aplicabilidade de CE-MS e LC-MS para a
analise metabolomica global urindria e para a andlise metabolémica alvo, com base em
um estudo piloto do refluxo vésico-ureteral foi investigada, visando a identificagdo de
metabolitos discriminantes entre os grupos testes e controle, como potenciais
indicadores da condigdo.

Primeiramente, um método por CE-MS para a andlise de aminodcidos em urina
foi desenvolvido, validado e aplicado para a quantificagio desses metabdlitos em
amostras de urina de criancas saudaveis e criancas com RVU usando a abordagem
metabolémica alvo. Esse método apresentou um bom desempenho para a
quantificagdo de aminoacidos em urina e, ainda, uma melhor resolu¢do entre os
isdbmeros Leu, Ile e alle, em comparacdo com métodos da literatura, pode ser obtida. A
analise estatistica multivariada dos dados obtidos pela quantificagdo ndo possibilitou a
evidente identificacdo de aminoacidos que possam estar associados com o RVU; no
entanto, a andlise univariada mostrou que alguns aminoacidos, como GABA e Thr,
podem carregar informac¢des para a discriminagdo das classes. Maiores estudos e
investiga¢des sdo necessdrias para confirmar os resultados obtidos.

Na sequéncia da investigacdo alvo, métodos de RPLC-MS e HILIC-MS foram
otimizados para a analise metabolomica urindria. Para garantir a maior confiabilidade
do estudo metabolémico realizado, ¢ muito importante que todo o processo desde o
desenho experimental, desenvolvimento de método analitico até a andlise estatistica e
interpretagdo biologica dos resultados, seja realizada de forma coerente. Métodos
cromatograficos de RPLC-MS e HILIC-MS foram otimizados, considerando-se diversos
tipos de coluna e composicdo da fase movel. Por meio desse estudo, pdde-se constatar

a importancia da selecdo da coluna e condi¢des cromatograficas apropriadas para a
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obtencdo de melhores perfis de pico, tempos de retencdo adequados, deteccdo de um
maior namero de molecular features e melhor distribui¢cdo desses features ao longo da
anadlise de maneira mais confiavel.

O método desenvolvido por RPLC-MS foi aplicado para a andlise metabolémica
global do RVU. Ainda, o CESI-MS também foi utilizada como técnica analitica
complementar para essa avaliagio metaboléomica. Os resultados obtidos para a
distingdo entre os grupos testes e controle apontaram que diversos metabolitos podem
estar desregulados em um grupo em relacdo ao outro. Diversas classes quimicas de
compostos mostraram-se alteradas, indicando que algumas vias metabdlicas podem
estar sendo afetadas pelo RVU. E valido citar que esse estudo é piloto e os resultados
apresentados sdo preliminares; porém, apesar de especulativos, podem oferecer uma
contribuicdo para a discriminagdo de pacientes com RVU. As informagdes
apresentadas oferecem auxilio para o desenvolvimento de métodos diagnosticos do
RVU baseado em metabolémica, diminuindo assim a necessidade do uso de métodos
diagnosticos invasivos.

Para a continuidade desse trabalho, seria possivel analisar novamente apenas os
aminodcidos que mostraram significincia estatistica para a discriminacdo do RVU.
Para a analise metabolémica global, as amostras ja avaliadas podem ser analisadas pelo
método de HILIC-MS desenvolvido nesse trabalho, como uma forma de complementar
e corroborar os resultados ja obtidos. Além disso, a analise alvo dos metabdlitos
identificados pela andlise metabolémica global, seria de grande relevancia para uma
avaliacdo mais sistematica desses compostos e suas alteracées. Ainda, uma nova
investigacdo envolvendo a validacdo biologica dos resultados obtidos deve ser

realizado. Como uma perspectiva final, espera-se que algum ou um grupo desses
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metabolitos identificados, apos todos os testes clinicos necessarios, possam auxiliar no

diagndstico dessa condi¢do que afeta tantas criancgas .
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