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RESUMO

A espectrometria de massas associada a cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC-MS/MS) promete muitos beneficios em relacdo a cromatografia liquida na
dosagem da excre¢do dos agucares lactulose e manitol para a avaliagdo da barreira
morfofuncional gastrointestinal. A técnica apresenta elevados desempenhos analiticos. O
presente trabalho envolve o desenvolvimento, otimiza¢dao e validagdo de um método
analitico para determinagdo simultanea de lactulose € manitol em amostras de urinas de
crian¢as no municipio Fortaleza — Ceara usando HPLC-MS/MS. O objetivo principal ¢
validar a eficiéncia em um sistema HPLC-MS/MS: lonizag¢do por Eletrospray (ESI),
avaliando a sensibilidade e o efeito matriz dos compostos em estudo. Foram avaliadas as
figuras de mérito como seletividade, limites de detec¢dao (LD) e de quantificagdao (LQ),
linearidade e exatiddo, através de ensaios de recuperagdo do método. As curvas analiticas
foram validadas estatisticamente, e apresentaram uma boa linearidade, com coeficientes
de determinacdo acima de 0,99, estando de acordo com as normas adotadas pela
ANVISA. Os valores de LD para lactulose € manitol foram respectivamente 0,0055 e
0,0003 ng/mL e LQ 0,0168 ¢ 0,0010. Os ensaios da exatiddo e precisao foram avaliados
em trés niveis de concentracao (100, 500 e 1000 ng/mL). Efeito matriz esteve presente
entre 8-30% (supressdo de ionizagdo). Com isso, 0 método foi aplicado em 41 amostras
de urinas para estudo do presente trabalho. Foi quantificado lactuloes e manitol em todas
amostras analisadas. As amostras foram provenientes de criangas residentes em bairros
com diferentes IDH em Fortaleza-CE. Criangas residentes em baixo IDH apresentaram
razao L:M significativamente maior que criangas residentes em bairros com IDH maiores
(P < 0,05) e percentual de excre¢ao de manitol significativamente menor (P < 0,05). O
presente estudo demonstrou que o teste L:M através de HPLC-MS/MS ¢ rapido, simples
e sensivel na detec¢ao dos biomarcadores lactulose e manitol na urina para avaliar o
comprometimento da barreira morfofuncional gastrointestinal e disfungdo entérica
ambiental em criangas residentes em regidoes com menores IDH as quais apresentam

comprometimento de barreira morfofuncional gastrointestinal.

Palavras-chave: Biomarcadores. Dosagem. Espectrometria de massa. Lactulose.

Manitol.



ABSTRACT

Mass spectrometry associated with high performance liquid chromatography (MS / MS-
HPLC) promises many benefits over liquid chromatography in the dosage of excretion of
lactulose and mannitol sugars for the evaluation of the gastrointestinal morphofunctional
barrier. The technique has high analytical performances. The present work involves the
development, optimization and validation of an analytical method for simultaneous
determination of lactulose and mannitol in urine samples from children in the city of
Fortaleza - Ceard using MS / MS- HPLC. The main objective is to validate the efficiency
in an MS / MS- HPLC system: Ionization by Eletrospray (ESI), evaluating the sensitivity
and the matrix effect of the compounds under study. The figures of merit such as
selectivity, detection limits (LD) and quantification (LQ), linearity and accuracy were
evaluated through tests of recovery of the method. The analytical curves were statistically
validated, and showed good linearity, with determination coefficients above 0.99, in
accordance with the standards adopted by ANVISA. LD values for lactulose and mannitol
were respectively 0.0055 and 0.0003 ng / mL and LQ 0.0168 and 0.0010. The accuracy
and precision tests were evaluated at three concentration levels (100, 500 and 1000 ng /
mL). Matrix effect was present between 8-30% (ionization suppression). Thus, the
method was applied to 41 urine samples to study the present study. Lactuloses and
mannitol were quantified in all analyzed samples. The samples came from children living
in neighborhoods with different IDH in Fortaleza-CE. Children living in low IDH showed
a significantly higher L: M ratio than children living in neighborhoods with higher IDH
(P <0.05) and significantly lower percentage of mannitol excretion (P <0.05). The present
study demonstrated that the L: M test using MS / MS- HPLC is fast, simple and sensitive
in detecting the biomarkers lactulose and mannitol in the urine to assess the impairment
of the gastrointestinal morphofunctional barrier and environmental enteric dysfunction in
children living in regions with lower IDH which have impaired gastrointestinal

morphofunctional barrier.

Keywords: Biomarkers. Dosage. Lactulose. Mannitol. Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Disfun¢ao Entérica Ambiental (DEA)

A avaliagdo da patogenicidade de infec¢des entéricas no hospedeiro tem se
concentrado na avaliacdo de diarreia definida ou doencas gastrointestinais agudas e o0s
resultados de saide associados a tais doengas percebidas como bindrias, ou seja, morte ou
sobrevivéncia. Foi proposto que a resposta do hospedeiro a infec¢des entéricas frequentes,
altera o intestino de uma forma que afeta adversamente o estado de saide do hospedeiro,
mesmo na auséncia de diarreia ou doenca gastrointestinal aguda (KOSEK et al., 2017). Por
nao haver manifestacdo clinicas aparentes, essas infec¢des entéricas sdo pouco estudadas em
pesquisas clinicas, apesar de muito tempo desde o aparecimento dos primeiros relatos

(MAL-ED NETWORK INVESTIGATORS, 2014).

Na primeira metade da década de 1960 observou-se, na Tailandia, que individuos
adultos sem sintomatologia gastrintestinal apresentavam redu¢do na absor¢do intestinal da
D-xilose e anormalidades na mucosa do intestino delgado (reducdo na altura das vilosidades
e aumento do infiltrado de linfécitos na lamina prépria) em relacdo aos individuos que
viviam nos paises desenvolvidos. Em outros paises tropicais as mesmas anormalidades
morfoldgicas e funcionais (FIGURA 1) foram descritas e o quadro passou a ser denominado
enteropatia tropical. Evidéncias mostraram que essas anormalidades eram adquiridas, ou
seja, ndo estavam presentes no recém-nascido e apareciam depois do primeiro semestre de

vida (DENNO et al., 2014; WATANABE; PETRI, 2016).

Apds observacdo que a distribuicdo geografica da enteropatia tropical ndo se
restringia somente as regides tropicais, na década de 1980 autores da América do Sul
propuseram a denominacgdo enteropatia ambiental (EA). Nesse contexto, vale destacar que
em determinados paises desenvolvidos situados na regido tropical, como o Qatar e
Singapura, ndo foram identificados esses tipos de anormalidades no intestino delgado

(DENNO et al., 2014; GUERRANT et al., 2013; WATANABE; PETRI, 2016).
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Figura 1 - Disfuncao Entérica Ambiental: origem e consequéncias. Fatores como auséncia de saneamento
bdsico, noc¢des basicas de higiene e repetidas infeccdes subclinicas, podem contribuir para o desequilibrio da
barreira morfofuncional, podendo levar a inflamacg@o cronica. A inflamacdo cronica pode comprometer a
absorcdo intestinal e permeabilidade, tendo consequéncia redu¢do no desenvolvimento neuropsicomotor, a
absorcdo de nutrientes, vacinas e levar a desnutri¢do na primeira infancia.

* Interrupgdo precoce . _ Ambiente inadequado:
de aleitamento p | EXposigOes repetidas |qmmmm| + Falta de acesso a agua
materno a enteropatégenos potavel/Deficiéncia de
+ Educac¢do Sanitaria saneamento basico/
l Actimulo de lixo

Atrofia parcial das vilosidades intestinais
Diminuigcdo da absorcao intestinal
Infalmacéao intestinal

Aumento da permeabilidade intestinal
Sobrecrescimento bacteriano

Anormalidades na microbiota/microbioma \
Translocagéo bacteriana =
§ Alteragao de

l biomarcadores

Inflamagao sistémica

Possivel redugao de Possivel reduga@o do
Desnutri¢ao eficacia de vacinas desenvolvimento
cronica orais psicomotor

Fonte: adaptada de WATANABE; PETRI, 2016.

Mais recentemente, foi proposta a denominagao disfuncio entérica ambiental (DEA)
como sindnimo do termo enteropatia ambiental (EA) (KEUSCH et al., 2013) e ampliou-se,
também, o interesse na disfun¢do entérica ambiental em funcdo de sua associacdo com o
déficit de crescimento linear (stunting) observado com frequéncia em criancas que vivem
em condigdes socioambientais desfavordveis, como acontece em paises em
desenvolvimento. Passou-se a valorizar o potencial da disfun¢do entérica ambiental no
comprometimento do pleno crescimento, que € frequentemente observado durante o
primeiro ano de vida e irreversivel apos terceiro ano (DENNO et al., 2014). No entanto, deve
ser destacado que a disfungdo entérica ambiental pode ocorrer em qualquer faixa etaria
(BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019; HARPER et al., 2018; KOSEK et al., 2014,
2017; OWINO et al., 2016).

Em 2018, estimou-se que 151 milhdes de criancas menores de cinco anos (22%)
sofriam de baixa estatura global (FANZO et al., 2018), principalmente nos paises de baixa
renda (BLACK et al., 2013). Acredita-se que a baixa estatura contribui para o fraco

desenvolvimento cognitivo das criangas, problemas comportamentais e baixo desempenho
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escolar que podem persistir até a idade adulta (CHANG et al., 2002; GRANTHAM-
MCGREGOR et al., 2007; WALKER et al., 2007).

Além de diminui¢do do crescimento (diminuicdo da altura por idade z score), DEA
e/ou enteropatogenos sdo associados a respostas inadequadas a vacinas orais e pode até
acelerar a sindrome metabdlica e suas consequéncias cardiovasculares (BARTELT;
BOLICK; GUERRANT, 2019).

A DEA n@o se trata de uma condi¢do patoldgica simples do aumento da
permeabilidade intestinal pelas mudancas morfoldgicas da barreira morfofuncional
intestinal, mas consiste em multiplas anormalidades, incluindo inflamag¢des entéricas e
sist€micas e alteracdes metabdlicas subsequentes (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et al.,
2008).

1.2  Barreira Morfofuncional Gastrointestinal

A barreira morfofuncional gastrointestinal € uma das maiores interfaces entre o
mundo externo e o meio interno humano. A mucosa intestinal estd constantemente exposta
ao contetdo luminal e em condi¢des normais modula a transferéncia de moléculas como
nutrientes, eletrélitos, dgua, toxinas, micrébios e subprodutos microbianos, do ldimen
intestinal para a mucosa. Essas moléculas podem usar a via transcelular e cruzar as
membranas apical e basolateral dos enterdcitos ou a via paracelular selada por proteinas de
juncdo firme. Como consequéncia, a barreira intestinal pode afetar o balanco energético, a
homeostase da 4gua, a tolerancia a antigenos alimentares e a inflamacdo da mucosa
(GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA; SODERHOLM, 2018) e alteragdes na
funcdo de barreira epitelial ocorrem em condic¢des fisioldgicas e patologicas (ZHANG et al.,
2020).

A capacidade de proteger do conteido luminoso prejudicial e de controlar a
permeabilidade da mucosa € definida como a fun¢@o de barreira intestinal. Se o controle da
barreira intestinal for quebrado, por exemplo, por infeccdes entéricas, isso leva a um
aumento da permabilidade da mucosa e a distdrbios na intera¢do epitelial-imuno-neural

(KEITA; SODERHOLM, 2018; KUBICA et al., 2012; LIMA et al., 2017).

1.2.1 Morfologia da Barreira Gastrointestinal
Uma das principais caracteristicas morfologicas do intestino € a existéncia de
vilosidades e de criptas em sua arquitetura. As vilosidades se estendem para o limen

intestinal e sdo revestidas por uma sé camada de epitélio colunar que contém células
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terminalmente diferenciadas. As criptas sdo invaginagdes epiteliais na mucosa do intestino,
responséveis pelo potencial proliferativo deste tecido (RODRIGUES et al., 2016).

Conforme as células migram das criptas para o dpice, vao se diferenciando em
enterdcitos abortivos ou em células secretérias (células caliciformes, células de Paneth ou
células enteroenddcrinas), reduzindo o ritmo de proliferacdo e chegando a apoptose no dpice
da vilosidade (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). O complexo juncional apical é
necessdrio para a formacgao da barreira epitelial (ODENWALD; TURNER, 2017).

As células absortivas sdo caracterizadas pela presenca de microvilosidades em
sua superficie apical, enquanto as células caliciformes apresentam-se em forma de célice e
sdo caracterizadas por continua producao de mucina (glicoproteica) para lubrificar e proteger
o epitélio intestinal (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). As células de Paneth
encontram-se dispersas na parte inferior da cripta e sdo responsaveis por secretar proteinas
antibacterianas para proteger as células-tronco préximas (PETERSON; ARTIS, 2014). As
células enteroenddcrinas sdo responsdveis por secretar varios hormonios intestinais, dentre
os quais catecolaminas (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006).

As células epiteliais intestinais interagem entre si através de tr€s complexos
juncionais: juncdes firmes, juncdes aderentes e desmossomos (KARCZEWSKI et al., 2010;

TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001).

1.2.1.1 Jungoes Aderentes e Desmossomos

Fornecem forgas adesivas necessdrias para a manuten¢ao das interacdes célula-
célula. O componente mais conhecido das juncdes aderentes sdao as caderinas - proteinas
transmembranares de abrangéncia Unica que interagem homotipicamente com a porc¢ao
extracelular das caderinas nas células adjacentes. Na face citoplasmdtica, as caderinas
interagem diretamente com a catenina p120 e a -catenina, que por sua vez interagem com
a a-catenina. Entre outras funcdes, a a-catenina regula a montagem de actina perijuncional,
o que fornece mais resisténcia a essas estruturas. Além disso, a juncdo aderente € necessdria
para a montagem eficiente da jun¢do apertada, uma funcao que estudos in vitro atribuiram a
caderina epitelial (Ecadherin) e a a-catenina (FIGURA 2) (ODENWALD; TURNER, 2017).

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos
intermedidrios do citoesqueleto, proporcionando fortes ligacdes adesivas que mant€ém a
proximidade celular e sdo também locais de comunicagdes intercelulares. Recentemente,

uma nova proteina humana conhecida como zonulina foi identificada como moduladora
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diretamente da permeabilidade intestinal. Expressdo da zonulina de cadeia simples conduz
a ativacdo de moléculas de sinalizacdo, tais como o receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGR) e receptor ativado por proteinase 2 (PAR-2), o que resulta no aumento da

permeabilidade (RODRIGUES et al., 2016).

Figura 2 - O complexo juncional apical da barreira epitelial intestinal. O complexo juncional apical é
necessdrio para a formagdo da barreira epitelial. A monocamada epitelial intestinal separa o contetido luminal
da lamina prépria subjacente. a | Epitélio jejunal humano corado com hematoxilina e eosina, mostrando células
formando uma borda em escova da comunidade. Barra de escala = 10um. b | A microscopia eletronica de
transmissd@o do epitélio do intestino delgado mostra jungdes intercelulares, uma borda em escova de
microvilosidades e exclusdo de organelas da faixa densa de actina cortical logo abaixo da borda em escova.
Barra de escala = 500 nm. Detalhe: complexo juncional apical, composto pela junc¢do firme, juncio aderente e
desmossomo. Barra de escala = 200 nm. ¢ | A microscopia eletronica de varredura mostra a superficie da borda
em escova continua do intestino delgado. Barra de escala = 2 pum. Detalhe: Matriz de microvilosidades
densamente compactadas. Barra de escala = 500 nm. d | A microscopia eletrdnica de fratura por congelamento
mostra fios de juncdo rigida. Barra de escala = 100 nm. e | As células epiteliais sio mantidas juntas e se
comunicam por meio de jungdes. Esquematico representando proteinas transmembrana juncionais da jungéo
firme (claudinas e proteinas MARVEL associadas a jun¢ao firme, juncdo aderente (E-caderina) e desmossomo
(desmogelina e desmocolina) conectado ao citoesqueleto de actina via proteinas citosélicas (ZO1, cateninas e
desmoplakin). Jungdes firmes e aderentes interagem com o citoesqueleto de actina e os desmossomos se
conectam aos filamentos intermedidrios.

Fonte: Adaptada de ODENWALD; TURNER, 2017.

1.2.1.2 Jungoes Firmes
As juncdes firmes sdo estruturas complexas e dindmicas, que incluem mais de
40 proteinas capazes de interagir com a célula adjacente (SCHNEEBERGER; LYNCH,

2004). Sao constituidas por trés grupos de proteinas integrais de membrana- claudinas,
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ocludinas e moléculas de adesdo juncional- além de um nimero considerdvel de outras
proteinas citoplasmaticas acessorias, as quais incluem as zonula occluden (ZO), cingulina e
outras proteinas guanilato-quinase associadas a membrana (RODRIGUES et al., 2016).

As proteinas transmembranares coordenam e refinam os transportes via para
celular. Desta forma, proporcionam uma barreira morfofuncional a diversas substancias e
moléculas (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009).

As ocludinas, a familia de claudinas e a tricellulina sdo proteinas que contém
quatro algas transmembranares e duas extracelulares, com os terminais N e C citoplasmatico.
As proteinas citoplasmdticas acessOrias ZOs, subdividem-se em ZO-1, ZO-2 e Z0O-3 e
conectam as proteinas transmembrenares ao citoesqueleto de actina. Esta interacdo é
necessdria para a manutencdo da integridade estrutural da fun¢do de barreira do epitélio
intestinal (FIGURA 3). Podendo esta funcdo ser comprometida por diversos estimulos
fisiolégicos e patologicos (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009). As juncdes firmes,
localizadas no local de adesao celular mais apical entre as células epiteliais, sdo criticas para
a formacgdo da barreira paracelular que mantém a hemostase e determinam também o
tamanho e a carga das moléculas que podem passar seletivamente pela barreira

(TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017).
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Figura 3 - Estrutura morfolégica da barreira intestinal. As membranas plasmaticas das
células adjacentes sao fundidas por meio das jungdes firmes. As proteinas formadoras dessas
juncgdes sdo claudinas, ocludina e ZO-1, que interagem com os milamentos do citoesqueleto
(F-actina e Miosina). Mais abaixo se encontram as proteinas das Jun¢des aderentes: E-caderina,
a-catenina 1, B-catenina, 61 catenina (também conhecido como P120 catenina; ndo mostrado)
que interagem comr F-actina. A MLCK estd associada com o anel de actomiosina
perijunctional. Desmossomos, que estdo localizados abaixo do complexo juncional apical é
formado por interagdes entre desmogleina, desmocolina, desmoplaquina e filamentos de
queratina. MLCK (Myosin light-chain kinase, do ingl€s).

Lamen

Lamina propria

Fonte: RODRIGUES et al., 2016.

1.2.1.2.1 Ocludinas

A ocludina (do latim “occludere”, passagem restrita), uma fosfoproteina
tetraspanina (65 kDa), foi a primeira proteina a ser identificada nas juncdes firmes (FURUSE
etal., 1993). Ela possui quatro dominios transmembranais, ligados a dois extracelulares ricos
em tirosina no dominio intracelular C-terminal e N-terminal (SUZUKI, 2020). Sua fun¢do
deve ser vista mais em um contexto regulador do que como uma proteina estrutural
importante no estabelecimento das propriedades da barreira. Seu dominio
citoplasmético C-terminal fornece a conexao da ocludina com o citoesqueleto, assegurando
uma alta resisténcia  elétrica das monocamadas das células epiteliais e diminui¢do da

permeabilidade paracelular (PERSIDSKY et al., 2000).
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1.2.1.2.2 Claudinas

As claudinas (do latim claudere, fechar) sao uma familia de 27 proteinas (20-27
KDa) que possuem quatro dominios transmembranares, com dominios C-terminal e N-
terminal citoplasmaticos (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Suas algas extracelulares
fazem as interacoes homofilicas e heterofilicas com células adjacentes, criando uma barreira
seletiva para a passagem de determinadas moléculas pela via paracelular (ANDERSON;
VAN ITALLIE, 2009). Sao responsdveis amplamente também pelo controle da adesdo
celular e pelas caracteristicas da barreira paracelular (TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA,
2017).

Estudos prévios determinaram varios subtipos de claudinas que estdo envolvidos
na estrutura e funcionamento das jungdes firmes (TAMURA et al., 2011; TOKUMASU;
TAMURA; TSUKITA, 2017; TSUKITA et al., 2008; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001).
Estas possuem padroes de expressio diferentes, com caracteristicas seletivas de
permeabilidade dependentes do nimero e das posi¢cdes de aminodcidos carregados na
primeira alca extracelular da proteina (RAHNER; MITIC; ANDERSON, 2001). Como
exemplo, as claudinas 2 e 15 que apresentam padrdes de expressao e fun¢ao diferentes entre
a infancia e a vida adulta (TAMURA et al., 2011; WADA et al., 2013).

Estas proteinas podem ser classificadas como formadoras de funcdo de barreira,
diminuindo a permeabilidade paracelular; ou formadoras de poros, aumentando a
permeabilidade paracelular (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009). As claudina-1, -3, -4, -5,
-8, -9, -11, e -14 sdo exemplos de formadoras de barreira, enquanto claudina-2, -7, -12, e -
15 sao formadoras de poros (SUZUKI et al., 2014). Diferentes padrdes de expressdo de
claudinas em Orgdos, tecidos e células epiteliais regulam sua variedade de fungdes

(TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017).

1.2.1.2.3 Moléculas de Adesao Juncional

Sdo o terceiro grupo de proteinas que compdem o grupo de proteinas
membranares que estdo envolvidas na construcdo das jungdes firmes. Sao membros da
superfamilia das imunoglobulinas (Ig) e apresentam peso molecular de aproximadamente 43
kDa (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011; GONZALEZ-
MARISCAL et al., 2003). Trés membros desta familia (JAM-1, JAM-2 E JAM-3) ja foram

identificados e estruturalmente sao constituidas por apenas um dominio transmembranal, um
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dominio extracelular N-terminal e pelo pequeno terminal carboxilico citoplasmatico

(SUZUKI, 2013).

1.2.1.24 Zonulas ocludens

As Zonulas ocludens (ZOs) foram as primeiras proteinas especificas
identificadas das juncdes firmes e foram identificadas como, ZO-1 (~220 kDa), ZO-2 (~160
kDa) e ZO-3 (~130 kDa) (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS,
2011; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003; SUZUKI, 2013). S3o proteinas compostas por
trés dominios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3), um dominio SH3, ¢ um dominio membranal
associado a guanilato kinase (SUZUKI, 2013). Estes dominios sdo importantes por causa do

seu papel no arranjo das proteinas, e consequentemente na integridade da membrana

(ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011).

1.2.1 Barreira Morfofuncional Gastrointestinal e Doengas

Vérias doencas intestinais e sistémicas estdo associadas a aumento da
permeabilidade gastrointestinal (GI) através do prejuizo na fungdo de barreira intestinal
levando a popularizacdo do diagndstico e conhecido popularmente como sindrome do
intestino permedvel (MAES; KUBERA; LEUNIS, 2008; ODENWALD; TURNER, 2013).

Algumas doencas afetam principalmente o intestino, por exemplo a doenca
inflamatoria intestinal, doencga celiaca e sindrome do intestino irritdvel. Além destas, existem
doencas sist€émicas ou doengas envolvendo outros sistemas organicos, por exemplo, diabetes
tipo I, doenca do enxerto versushost (GVHD), AIDS, artrite reumatoide e autismo
(ODENWALD; TURNER, 2013; VAN WIJCK et al., 2011).

As doencas neuroinflamatdrias sdo citadas como potencialmente causadoras de
disfuncdo gastrointestinal. Entre essas doencas estdo a esclerose multipla, distirbio do
espectro da neuromielite optica, distirbio associado a glicoproteina de oligodendrdécitos de
mielina e encefalite autoimune. Doencgas do sistema nervoso periférico que afetam o
intestino incluem sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatdria
crdnica, neuropatia sensorial-autondmica aguda / neuropatia motora-sensorial-autondmica
aguda, ganglionopatia autondmica aguda, miastenia gravis e neuropatia autondomica aguda
com sindrome paraneoplasica (SAKAKIBARA, 2021).

A andlise de permeabilidade pode ajudar a esclarecer o papel da barreira

morfofuncional gastrointestinal na doenca. Além disso, para avaliacdo de intervencgdes
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dirigidas a prevengdo de aumento da permeabilidade GI e melhoria da integridade do epitélio

GI, uma anélise sensivel da permeabilidade GI € essencial (VAN WIICK et al., 2011).

1.2.2 Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal

Diferentes métodos sdo propostos para avaliar a permeabilidade intestinal e suas

doencas associadas. Alguns apresentam uma correlacdo com a funcdo da barreira intestinal,

com o dano tecidual e ao grau de inflamacdo e resposta imune (TABELA 1).

Tabela 1 - Marcadores intestinais associados a absorcao, permeabilidade, danos e reparacao intestinal,
inflamacao sistémica e resposta imune.

Biomarcadores Tipo de Funcao Patobiologia
Amostra
A absorcao, permeabilidade, danos e reparacao intestinal
Taxa de lactulose: Urina A taxa LM ¢ utilizada para avaliar a A razdo L:M tem mostrado ser um
manitol drea de absorg¢ao, lesdo e reparagdo teste sensivel para avaliar alteragoes
(taxa de L:M) da barreira morfofuncional intestinal. | na permeabilidade, absor¢do e lesdo
da barreira morfofuncional
gastrointestinal.
% Excrecao de Urina %L mensura o aumento da %L estd associada com doencas que
lactulose (%L; permeabilidade ou do dano do alteram a permeabilidade e / ou
342 Da) epitélio intestinal. lesdo da barreira morfofuncional
gastrointestinal.
% Excrecao de Urina %M mensura a area de absor¢ao %M esta associada com doencas
Manitol (%M, intestinal. que alteram a drea de absor¢do do
182 Da) intestino.
Proteina ligadora | Plasma, Localizado nas células epiteliais do Esse € um marcador bioquimico
de dcidos graxos soro, urina intestino.d.elgaNdo ¢ este € importante para a célula intestinal
para a utilizag@o, transporte e
do ileo metabolismo isquemicamente danificado (baixo
(I-FABP; ~13-14 de dcidos graxos. ou auséncia de I-FABP).
kDa)
Diamina oxidase Soro DAO expressa na mucosa intestinal e | DAO relacionada a integridade da
(DAO; ~91kDa) correlaciona-se inversamente a membrana e maturidade celular da
permeabilidade intestinal. mucosa do intestine delgado
Litostatine-1-beta | Fecal Essa proteina € produzida em células | Detec¢do da proteina presente nas
(Reglf; 19 kDa) de criptas intestinais e desempenha fezes, ¢ um indicador da
um papel na reparacio de tecidos, proliferacdo de células da cripta.
crescimento e proliferacdo de células.
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Inflamacao Intestinal

Leucécitos Fecal Leucdcitos ligados a Este indica o aumento de
marcados radiomarcadores, considerado o mediadores inflamatdrios no
padrdo ouro para teste de inflamacdo | aumento da permeabilidade
nas fezes intestinal
Alfa-1-antitripsina | Fecal, Soro o-1-AT é uma glicoproteina, proteina | A presenca na amostra
(0-1-AT; 52 kDa) de fase aguda e € inibidor de fecal reflete um aumento da
proteinase. permeabilidade intestinal durante o
processo inflamatdrio
alfa2- Fecal, Soro | E uma glicoproteinaa que age anti- Atua na regulacdo de reagdes
macroglobulina proteinase, capaz de inativar uma inflamatdrias e inibe a atividade
(a2M, 820kDa) grande variedade de proteinase. proteolitica da tripsina, da plasmina
e da calicreina. Associado a doenca
de Crohn, mas ndo doenca
ulcerativa.
Lactoferrina Fecal LAF esta presente nos granulos de Uma concentragdo elevada é um
(LAF; 80 kDa) neutréfilos e tem atividade indicador de inflamacdo do
antimicrobiana. intestino.
Calprotectina Fecal, CAP ¢é uma proteina ligadora de CAP ¢ presente no citoplasmatica
(CAP; 36.5 kDa) plasma, célcio e zinco da familia de proteinas | de neutréfilos, macréfagos e
soro, urina S100, formada em granuldcitos eosinoéfilos do tecido do ileal. Tem

neutréfilos (também conhecida como
MRP-8/14, calgranulina A/B ou
S100A8/A9).

atividade antimicrobiana,
imunomodulafdora e efeitos
antiproliferativos. E um potente

fator quimiotatico de neutrdfilos

Mieloperoxidase

(MPO; 150 kDa)

Fecal, urina

MPO estd presente nos granulos de
neutrdfilos e catalisa a oxidagdo da

substancia através H202.

O sistema MPO H202 tem um
efeito toxico sobre o0s
microrganismos e reflete a

atividade inflamatodria no intestino.

Neopterina Fecal, NEP € sintetizado e liberado pela a NEP estd associada com a ativagao
(NEP; 253 Da) plasma, reacdo do sistema imune celular de do sistema imune celular
soro, urina macréfagos e de células dendriticas
apos estimulacdo com IFN-g.
Elastase Fecal E uma proteinase serina de granulos Elastase neutrofilica pode
neutrofilica (NE) primdrios de leucdécitos solubilizar matriz extracellular e é
polimorfonucleares os quais sao um indicador de doencas
liberados ap6s ativag@o neutrofilica. inflamatdrias.
Biomarcadores Tipo de Funcao Patobiologia

Amostra
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Inflamacao sistémica e resposta imune

Anti-citoplasma Plasma Séao anticorpos para granulos de Indica inflamag@o cronica

de neutrdfilos neutrdfilos. Associados a pacientes correlacionada com aumento de

(ANCA) com doenga ulcerativa, mas nio permeabilidade intestinal
doenca de Crohn.

Anticorpos anti- | Plasma Homdlogo a parede celular de | Indica inflamag@o crdnica
enterobactérias .

Saccharomyces correlacionada com aumento de
Associados a pacientes com doenca . . )

(ASCA). permeabilidade intestinal

Crohn, mas ndo doenga ulcerativa.

Proteina c-reactiva

(PCR; 125.5 kDa)

Plasma, Soro

PCR é uma proteina de fase aguda
produzido exclusivamente no figado

apo6s estimulacao pela interleucina-6.

PCR ¢é um marcador para a
inflamagdo aguda e necrose do
tecido. A concentragdio de PCR
dramaticamente

aumenta apos

infeccdes microbianas

Soro Amildide A
(SAA-1; 12.5
kDa)

Plasma,

Soro, Urina

O figado ¢ o principal local de sintese
de SAA-1 e é um reagente de fase
aguda.

SAA-1 tem funcdes
imunomoduladoras (quimiotaxia e
expressdo de moléculas de adesdo),
propriedades de citocinas e regulam
positivamente metaloproteinases.

SAA-1 € envolvido no transporte e

metabolismo de colesterol.

O aumento da concentracio de

SAA-1 é associada com a

inflamac@o sistémica.

Lipossacarideo

(LPS; ~20 KDa)

Plasma,

Soro, Tecido

homogenado

LPS € uma endotoxina liberada pelas

bactérias.

O aumento de LPS pode induzir

efeitos  inflamatérios e  anti-

coagulantes

Proteina de
Ligacdo ao LPS
(LBP; 51 kDa)

Plasma, Soro

LBP € uma proteina de fase aguda que
¢ constituitivamente produzida pelo
figado.

A proteina catalisa a monomerizagdo
do LPS e sua transferéncia para

sCD14 e as lipoproteinas.

Esta proteina tem ambos os papéis
na ativag¢ao de mondcitos por LPS e
na neutralizac¢@o dos LPS pela via da

lipoproteina

Fonte: RODRIGUES et al., 2016.

Além das incertezas com os biomarcadores, a comunidade cientifica ainda nfio

chegou a um consenso sobre quais tipos de defini¢des sdo relevantes para o entendimento

da DEA. Diferencas apresentadas nas populacdes que sofrem de DEA mostram uma

mudanga nas distribui¢des de biomarcadores, tornando dificil fazer diagndsticos individuais,

e intervengdes em nivel de populacdo podem ser mais apropriadas (ROGAWSKI;

GUERRANT, 2017).

Ap0s constatagcdo da existéncia de biomarcadores associados a DEA, o nimero destes

biomarcadores nao invasivos vem se expandindo e se caracterizam por diferentes aspectos
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da fisiologia e integridade intestinal. O biomarcador mais amplamente utilizado para DEA é
o teste de lactulose: manitol (razdo L:M) para permeabilidade intestinal que tem sido usado
para demonstrar que a permeabilidade intestinal alterada (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et
al., 2008).

1.2.3.1 Teste Lactulose: Manitol

Existem duas vias de transporte no epitélio intestinal saudavel. Na primeira,
denominada de transcelular, as moléculas menores do que 0,4 nandmetros (nm), atravessam
as membranas celulares através de pequenos poros aquosos (0,4 a 0,7 nm), de alta incidéncia,
presentes na membrana dos enterdcitos (LIMA, 1998; TRAVIS; MENZIES, 1992;
VOIJDANI, 2013). Na segunda, denominada paracelular, a passagem das moléculas ocorre
entre as células. Isso acontece com as moléculas maiores do que 0,5 nm, que permeiam a
mucosa intestinal através de canais maiores (6,5 nm de raio), de baixa incidéncia,
susceptiveis ao estresse hiperosmolar, presentes nas jungdes firmes (LIMA, 1998;
TRAVIS; MENZIES, 1992; VOJDANI, 2013).

A medida da excre¢do urindria de agucares nao metabolizados administrados
por via oral € um marcador molecular util de avaliacdo da drea de absorcdo intestinal,
permeabilidade transcelular e paracelular, bem como a integridade da mucosa intestinal
(BARBOZA JR. et al., 1999; LIMA et al., 1997; GERVASONI et al., 2016) e vem sendo
amplamente aceito para avaliacdo de alteragdes na funcdo intestinal (LIMA ET AL., 1997;
BARBOZA JR. et al., 1999; DENNO et al., 2014; LEE et al., 2017; LOSTIA et al., 2008).

O teste proposto, denominado teste lactulose:manitol (L:M), baseia-se na
andlise de dois carboidratos, o manitol, um monossacarideo de peso molecular de 182 Da, o
qual € transportado na célula intestinal através da via transcelular, enquanto outro
carboidrato, a lactulose, um dissacarideo de 342 Da (FIGURA 4), € transportado através do
cruzamento das juncdes firmes localizadas nos espacos intercelulares consistentes na via

paracelular da barreira intestinal (RODRIGUES et al., 2016).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos acucares lactulose e manitol. A lactulose é um dissacarideo de alto peso
molecular que em condi¢cdes normais € absorvido em concentragdes baixas através do intestino. O
monossacarideo manitol, de baixo peso molecular, € absorvido na barreira intestinal integra.

C12H22011 C6H1406
OH OH

0. .0 O e N on

HO :
OH OH

HO “OH

OH

Lactulose Manitol

Fonte: Adaptada de WWW.CHEMSRC.COM, 2021.

Por se tratar de um teste quantitativo, o teste L:M mede diretamente a capacidade
desses dois acucares nao metabolizados em penetrar a mucosa intestinal. A lactulose € uma
molécula grande, minimamente absorvida, menos de 1%, pelos enterdcitos enquanto o
manitol € uma molécula menor e € absorvida por via transcelular em torno de 10%
(FIGURA 5). Um aumento da excrecdo urindria de lactulose indica aumento da
permeabilidade intestinal, enquanto uma diminui¢do da excre¢do de manitol indica

diminui¢do na capacidade absortiva (DENNO et al., 2014; GERVASONI et al., 2016).
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Figura 5 - Transporte de Lactulose e Manitol em Funcio da Barreira Intestinal. Em condicdes
normais, o manitol € absorvido através de barreira intestinal integra via transporte transcelular (10%).
A permeacdo da lactulose ocorre apenas em pequenas quantidades (1%) por transporte
paracelular/jungdes firmes (JF).

Barreira Intestinal Intacta Barreira Intestinal Alterada

Transporte

trans.celularo o nR O! Lactulose o - o
i Transporte .
paracelular l
JF
g
* " Manitol Lactulose

Fonte: Adaptada de EXAMINE.COM, 2021.

O teste de L:M tem sido proposto na pritica clinica para andlise da
permeabilidade intestinal em pacientes com dermatite atdpica, intolerancia a proteina do
leite de vaca, doenga celiaca, fibrose cistica, doenca de Crohn, diarreia aguda e cronica e
outras doencas e apresentou relacdo com alteracao histopatoldgica (nimero de linfocitos de
células intra-epiteliais) (CAMPBELL et al., 2003; KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al.,
2008; PASCHOAL et al., 2008; VILELA et al., 2008). Atualmente € o0 mais comum teste
usado de permeabilidade intestinal e DEA entre as criangas do mundo em desenvolvimento
(DENNO et al.,, 2014), é barato e preciso para avaliar a integridade da mucosa
gastrointestinal sem uso de métodos invasivos (GERVASONI et al., 2016).

Com o surgimento da pandemia por SARS-CoV-2 e a possivel associagcdo com
alteracdes gastrointestinais, o teste L:M pode ser ttil para avaliacdo dessas alteracdes em
pacientes com manifestacOes gastrointestinais. Wang e colaboradores (2020), demonstraram
uma incidéncia de diarreia em pacientes com COVID-19 variando entre 2% e 49,5%. A
principal causa da diarreia foi considerada a invasao pelo SARS-CoV-2 das células epiteliais
do intestino delgado que expressam enzima conversora de angiotensina -2 (ACE-2),
causando danos intestinal local.

Existe uma variedade de técnicas analiticas usadas para determinar lactulose e
manitol em amostras de urina. Na maioria das vezes sio utilizados métodos enzimaticos,

sendo também citadas: cromatografia gasosa, cromatografia liquida, cromatografia de troca
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i0nica e eletroforese capilar. Dentre elas, a Cromatografia Liquida de Alta Performace tem
sido um dos métodos mais utilizados, sendo mais simples de realizar, preciso, rapido e de
facil automagao (GERVASONI et al., 2018; KUBICA et al., 2012).

Recentemente, a cromatografia liquida de alta performance acoplada a
espectrometria de massas tem sido considerado a plataforma ideal por sua alta seletividade,

sensibilidade e produtividade (GERVASONI et al., 2016, 2018; OSS et al., 2010).

1.2  Espectrometria de Massas

1.2.3 Historico

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica baseada na determinagdo da
relac@o entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. Os principios
fundamentais da MS se deram em 1897 através de experimentos do pioneiro J. J. Thomson,
que estudou os raios catddicos, levando a todo posterior desenvolvimento da técnica. J4 no
ano de 1913, Thomson construiu o primeiro espectrografo de s detectando a presenga de
1s6topos no gés nednio, e desta forma, impulsionando a descobertas de compostos isotépicos.
Os primeiros espectrometros foram desenvolvidos por A. J. Dempster (1918) e F. W. Aston
(1919), possibilitando a descoberta de diferentes is6topos de elementos, permitindo a
medicao de s atdmicas exatas, além da descoberta de diversos elementos nao radioativos. A
partir da década de 50 ampliaram-se as pesquisas aplicando-se MS com o desenvolvimento
dos analisadores de s do tipo tempo-de-voo (TOF), ion-trap (IT), quadrupolo (Q) e
ressondncia ciclotronica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR) (PAZ, 2017).

Atualmente, a espectrometria de massas € uma técnica microanalitica utilizada
para obter informa¢do da massa molecular e de caracteristicas estruturais da amostra. A
espectrometria de massas € uma das mais importantes ferramentas analiticas disponiveis aos
cientistas, j& que é capaz de fornecer informagdo sobre: i) a composicdao elementar de
amostras; ii) a estrutura molecular; iii) a composi¢ao qualitativa e quantitativa de misturas
complexas; 1v) a estrutura e a composicao de superficies s6lidas e as proporcdes isotopicas
de 4&tomos em amostras e ainda € utilizada em diversos estudos na drea de Biologia, Ciéncias
Médicas e de Ciéncias Tecnoldgicas (RODRIGUEZ et al., 2003).

A espectrometria de massas tem sido proposta e apresentada como vantagem em
determinar e identificar simultaneamente a relacdo L:M na urina. Os valores de potenciais
de sensibilidade e especificidade t€ém sido avaliados, demonstrando ser um método simples

e de facil execucao (KUBICA et al., 2012).
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De acordo com a IUPAC, a Espectrometria de massas (MS) € definida como o
estudo da matéria pela formacao de ions em fase gasosa e posteriormente caracterizados por
um Espectrometro de massas de acordo com sua massa, carga, estrutura ou propriedades
fisico-quimicas (IUPAC Gold Book). O resultado de uma andlise por MS se d4 pela forma
de um espectro, onde a abscissa corresponde a razao entre a massa e o nimero de cargas do
fon (m/z) e a ordenada estd relacionada a sua intensidade. Em virtude do alto grau
informativo das andlises, MS pode ser utilizada tanto qualitativamente (ou seja, para
identificacdo de composicao elementar de compostos e elucidag¢ao estrutural) quanto como
para andlises quantitativas, em geral onde se buscam determinar analitos nos niveis de tracos

em matrizes complexas (KIND; FIEHN, 2010; RIBANI et al., 2004).

Um espectro de massa apresenta, além da m/z do composto de interesse, o sinal
referente ao padrao isotépico do analito, que por sua vez € resultante do padrio isotépico
dos dtomos constituintes do composto. Com isso, essa informagdo pode ser utilizada para
prever a presenca de alguns dtomos com padrdes isotOpicos bem caracteristicos (Cl, Br, S,
dentre outros). Além disso, o espectro de MS também pode, dependendo das condi¢des de
aquisicao, apresentar sinais referentes a fragmentacao do fon originalmente gerado na fonte.
Esses fragmentos por sua vez podem ser muito uteis tanto do ponto de vista qualitativo,
fornecendo informagdes auxiliares para elucidacdo estrutural, quanto quantitativo, no
sentido de aumentar a seletividade do método analitico. Finalmente, em virtude do seu
carater universal, o espectro de MS em geral apresenta sinal de outras espécies que sdo
simultaneamente ionizadas ao analito de interesse. Nesse caso é importante ressaltar que a
relagdo de intensidade entre dois fons diferentes no espectro ndo estd diretamente relacionada
as concentracdes relativas do mesmo em solugdo, visto o cardter intrinsecamente nao

quantitativo da técnica (RIBANI et al., 2004).

Assim como em outras técnicas, alguns pardmetros em MS devem ser
considerados quando se visa um determinado objetivo analitico. No caso de MS essa questao
¢ aparentemente mais critica em virtude do fato que diferentes instrumentos apresentam
diferencas significativas nesses parametros e, paralelamente a isso, apresentam também
diferencas significativas de precos. Desse modo, ndao ¢ incomum um equipamento de MS de
baixo valor relativo ser mais util que um equipamento com preco superior a 10 vezes maior.
Um dos parametros mais importantes a ser considerado € a Exatiddo de s, dada pela diferenca

entre as s tedricas e obtidas experimentalmente. Esse valor pode ser expresso tanto no modo
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absoluto (simplesmente pela diferenca, expressa como Da ou mais comumente mDa) como

relativo (em unidades de partes por milhdo, ppm), de acordo com a expressdo abaixo:
Am = [(mE — mT)/mT] x 10

onde, mE e mT sdo, respectivamente, as s Experimental e Tedrica. Alguns
Espectrometros de s tem a capacidade de fornecer a do composto de interesse com erros
inferiores a 5 ppm; essas condi¢cdes sdo fundamentais toda vez que se deseja

publicar/patentear uma nova molécula (WEBB et al., 2004).

Esses dados s@o de grande valia, uma vez que se a de um composto
desconhecido for medida com exatiddo suficiente, sua férmula molecular pode ser obtida
sem nenhum outro tipo de conhecimento prévio do analito de interesse; essa informagao
pode ser ainda mais exata caso a relagdo de intensidade entre os fons do padrdo isotopico

sejam medidos adequadamente (KIND; FIEHN, 2010).

Os pontos fortes da técnica sdo a velocidade, com separacdo de analitos em
milissegundos, adequacdo para monitoramentos em tempo real e baixo custo. Encontrando
grande aplicacdo nos campos militar e de seguranca para andlise de tracos de vapores
organicos, especialmente compostos como explosivos, drogas e agentes de guerra quimica

(COLLINS; LEE, 2002).

1.3  Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS)

A cromatografia liquida tem como principio a separagdo de componentes presentes
em uma amostra. A separacdo acontece em decorréncia de diferencas nas
propriedades fisico-quimicas dos componentes da amostra, os quais interagem distintamente
com as fases estaciondria e movel, promovendo a eluicdo do analito em fun¢do de seu tempo
de retencdo (HARVEY, 2000). Essa técnica, além de ser ideal para a separacao, também €
utilizada para identificar e quantificar uma substincia em uma mistura complexa
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Os parametros cromatograficos mais relevantes a
serem considerados sdo: preparo da amostra; volume de injecdo; composicdo e gradiente da
fase movel; fluxo da fase mével; tipo de fase estaciondria; temperatura da coluna; e tipo de
detector (HARVEY, 2000; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011).

Quando acoplada a espectrometria de massas (MS), a cromatografia liquida ha

muito tempo € uma ferramenta analitica popular e poderosa em uso para quantificacdo de
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moléculas pequenas e estudos metabolomicos. Técnicas de plataforma de MS de baixa
resolucdo, como triplo quadrupolo (QQQ) e armadilha de fons de quadrupolo (QIT)
geralmente tém velocidade de varredura rdpida e alta sensibilidade (como QQQ), mas muitas
vezes nao podem obter espectros de MS de alta precisdo. Devido as suas caracteristicas, a
andlise de alvo clédssica baseada no monitoramento de multiplas reagdes (MRM) de um
espectrometro de triplo quadrupolo € a estratégia mais comumente usada para determinacao
de multiplos analitos em sistemas complexos, e tem sido considerada como padrao ouro por
sua alta sensibilidade, ampla faixa dinamica, precisdao de quantificacdo confidvel e
estabilidade (SUN et al., 2020).

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccdo por
espectrometria de massas fandem (MS/MS) € agora considerada a método de escolha para a
determinagdo quantitativa de drogas e metabolitos em fluidos biolégicos. A metodologia
alcancou seu status preferido porque foi percebido que com MS/MS a detec¢do foi altamente
seletiva e, portanto, eliminada de forma eficaz interferéncia por impurezas endégenas, além
de permitir identifica¢do e quantificacdo do analito de interesse em concentragdes na faixa
de nanogramas por mililitro (RATH; MARTINEZ-MEJIA; SCHRODER, 2015). Mesmo
sem qualquer limpeza ou extracdo de amostras € com muito pouco ou nenhuma separagao
cromatografica, impurezas enddgenas de biofluidos ndo foram detectadas, e o tnico sinal
MS/MS observado em biofluidos de controle originado do analito desejado. Portanto, uma
percepcao comum foi que a utilizacio de HPLC-MS/MS foi praticamente garantida a
seletividade do método e extracdo de amostra e a cromatografia poderia ser simplificado ou
mesmo eliminado (MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). No
entanto, o tempo mostrou que a espectrometria de massas tem sua sensibilidade aumentada
quando acoplada a cromatografia liquida, portanto nao podendo eliminar a separagdo através
da cromatografia (GERVASONI et al., 2016; IGLESIAS, 2013; OSS et al., 2010).

Existem diversos tipos de espectrdmetros de massas, cada qual com suas
vantagens e limitagdes (LANCAS, 2009; NASCIMENTO, 2017). Porém, todos apresentam
0os mesmos componentes bdsicos: sistema de introducdo de amostra, fonte de ionizacao,
analisador/separador de s, detector e registrador. Além disso, como serd colocado
posteriormente, alguns equipamentos apresentam dois analisadores de s separados por uma
camara de colisdo. Um esquema da estrutura basica de um espectrémetro de s € mostrado na

FIGURA 6.
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O sistema de inje¢do da amostra se da de forma direta na fonte ou através do
acoplamento com a Cromatografia Gasosa ou Liquida. Na fonte de ions, os componentes de
uma amostra sdo convertidos em fons positivos ou negativos os quais sdo imediatamente
acelerados em direcdo ao analisador de massas. A fun¢@o do analisador € separar tais ions
de acordo com a razdo entre a sua massa e sua carga elétrica, m/z (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008; LANCAS, 2009; REBELO, 2014). Os espectrometros de massas podem ser
classificados em vdrias categorias dependendo da natureza do analisador de massas.
Finalmente, um detector recebe os fons que foram separados pelo analisador, transformando
a corrente de fons em sinais elétricos que sdo processados e armazenados na memoria de um
computador e mostrado em uma tela (LANCAS, 2013; NASCIMENTO, 2017).

Figura 6 - Esquema de um espectrometro de massas. Um espectrometro de massas € constituido das etapas

desde o sistema de insercdo da amostra, passando pela fonte de fons, o analisador até o detector, onde se da
a identificac@o do analito. Todas as etapas dependem do tipo de analito a ser quantificado.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

1.4.1 Sistema de Insercdo de Amostras

Em virtude do cardter universal da espectrometria de massas (MS — Mass
Spectrometry), sua versatilidade se destaca pelos diferentes tipos de sistemas de insercdo de
amostras, que podem ser solidas, liquidas ou até mesmo gasosas. Com isso, o sistema de
introdugd@o pode variar desde uma simples bomba de seringa a sistemas de Cromatografia
Gasosa (GC do inglés — Gas Chromatography), HPLC (do ingés — High Performance Liquid
Chromatography, (UPLC do ingés - Ultra Performance Liquid Chromatography),
Eletroforese Capilar (CE do ingés - Capillary Electrophoresis) e Cromatografia de Fluido
Supercritico (SFC).
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1.4.2 Fontes de Ionizacao (FI)

O processo de detecc@o por MS inicia com a ioniza¢do dos compostos alvo. Uma
energia € aplicada de acordo com o agente de ionizacdo e transferida direta ou indiretamente
a amostra para promog¢ao da ionizacdo do composto. Como existem indmeros tipos de
amostras e espécies quimicas, diferentes estratégias de ionizacdo tém sido desenvolvidas
para adaptar o sistema a cada situacdo (BLASCO; PICO, 2007; CHIARADIA; COLLINS:
JARDIM, 2008; LANCAS, 2013).

As fontes de ionizagdo foram desenvolvidas com o intuito de resolver a
incompatibilidade entre as vazdes empregadas no sistema cromatografico. Elas auxiliam na
remoc¢do do solvente e na interface entre a coluna cromatografica e o espectrometro de
massas. Estas fontes facilitam na transferéncia da amostra que elui da coluna cromatografica
para a fase gasosa (interface coluna-MS) e a ionizacdo da amostra (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS, 2009). As duas interfaces mais utilizadas na
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liqudia € baseada na Ionizag@o a Pressao
Atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure Ionization) que engloba a Ionizacio por
Eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray lonization), a Ionizacdo Quimica a Pressao
Atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) (LANCAS, 2009;
NASCIMENTO, 2017; SILVA et al., 2019).

Estas fontes trabalham de forma complementar, sendo a ESI, de cardter mais
universal e como maior eficiéncia para ionizar compostos mais hidrofilicos, enquanto que a
APCI € mais eficiente na ionizacdo de compostos com maior hidrofobicidade
(HOFFMANN; STROOBANT, 2013; LIU; SUN, 2012).

A fonte ESI tem como principio fundamental, na ionizac¢do do analito, que passa
por um capilar metédlico mantido sob alta voltagem antes de atingir a cAmara de ionizacao.
Um campo elétrico induz a formacdo de um spray a partir de uma gota em formato conico
na ponta do capilar. As goticulas carregadas, sob atmosfera de gds inerte (usualmente
N») e temperaturas elevadas, perdem solventes, produzindo o fon quasi-molecular que é
direcionado para o analisador de ss (HO et al., 2003; HOFFMANN; STROOBANT, 2013).

A fonte de ionizacdo utilizada neste trabalho foi por Ionizagdo por

Eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray lonization).

1.4.2.1 lonizagdo por Eletronebuliza¢do — ESI
Em ESI, moléculas de baixo ou alto peso molecular, de média a alta polaridade

e complexidade estrutural podem ser facilmente ionizadas por um modo brando e analisadas
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por MS. A caracteristica principal deste modo de ionizacdo (FIGURA 7) € que as espécies
dos analitos sdo ionizadas em solucao no interior do capilar e transferidas para a fase gasosa
como entidades isoladas, na qual trés tipos de fons sdo formados por processos
essencialmente distintos: reagdes redox (oxidacao/reducao) que produzem ions moleculares
(M++) ou (Me-); reacdes acido/base (protonagdao/desprotonacio) que resultam na formagao
de moléculas protonadas ([M+H]+) ou desprotonadas ([M-H]-) onde normalmente sao
denominadas de fons quasi-moleculares; e rea¢des de coordenacdo com cétions (geralmente
os da familia 1A) ou anions (principalmente cloretos), que leva a formacdo de moléculas
cationizadas ([M+Na]+), ((M+K]+) ou anionizadas ([M+Cl]-) (ALBERICI et al., 2010;
CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; CROTTI et al., 2006; NASCIMENTO, 2017;
RASHED et al., 1995).

As goticulas carregadas, geradas na saida da ponta de eletro pulverizagdo,
passam por um gradiente de pressdo e gradiente de potencial em direcdo a regido do
analisador do espectrometro de massas. Com o auxilio de uma temperatura elevada de fonte
de ESI e / ou outra corrente de gas de secagem de nitrogénio, as goticulas carregadas sdo
continuamente reduzidas em tamanho por evaporagdo do solvente, levando a um aumento
da densidade de carga superficial e uma diminui¢do do raio da gota. Finalmente, a
intensidade do campo elétrico dentro da gota carregada atinge um ponto critico no qual é
cinética e energeticamente possivel que os ions na superficie das gotas sejam ejetados para
a fase gasosa. Os ions emitidos sdo amostrados por um cone do skimmer de amostragem e,
em seguida, sdo acelerados no analisador de massas para andlise subsequente da moleculares
e medicdo da intensidade do fon (BRUINS, 1998; HO et al., 2003).

A transferéncia de espécies 10nicas da solu¢do para a fase gasosa por ESIenvolve
trés etapas: (1) dispersao de um spray fino de goticulas de carga, seguido por (2) evaporacao
do solvente e (3) ejecdo de ions das goticulas altamente carregadas tubo, que € mantido em
alta voltagem (por exemplo, 2,5 - 6,0 kV) em relacdo a parede da camara circundante
(FIGURA 7). E gerada uma névoa de goticulas altamente carregadas com a mesma
polaridade da tensao capilar. A aplicacdo de um gés nebulizador (por exemplo, nitrogénio),
que cisalha em torno da solu¢do de amostra eluida, aumenta uma taxa de fluxo de amostra

mais alta (STEVENS et al., 2000).
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Figura 7 - Mecanismo de Ionizacio por electrospray. Formacdo de gotas com superficies carregadas. A
evaporacdo do solvente, devido a agdo do gis nebulizador, diminui o tamanho destas gotas e,
consequentemente, aumenta a repulsdo eletrostdtica entre as cargas formais em suas superficies. A tensdo
superficial das gotas vai se tornando cada vez menor até ocorrer o fendmeno de "explosdo couldombica" das
mesmas, que resulta na formacdo de gotas menores, com posterior liberacao dos fons. Forma-se, assim, um
"spray" de particulas carregadas.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) surgiu
como uma técnica importante em laboratdrios clinicos por fornecer uma ferramenta sensivel,
robusta e confidvel para estudar, em pequenos volumes, biomoléculas ndo volateis e
termicamente ldbeis que ndo sdo passiveis de andlise por outras técnicas convencionais.
Juntamente com um cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC) para fracionamento
molecular antes da anédlise de espectrometria de massas, HPLC / ESI-MS tornou-se uma
técnica muito poderosa capaz de analisar moléculas pequenas e grandes de vdrias
polaridades em uma amostra biologica complexa. Com as capacidades de separagdo
adicionais de espectrometria de massas em fandem (MS em uma série, comumente denotado
como MS / MS), a purificagdo de amostra complicada e os procedimentos para a formagao
de derivados comumente usados em cromatografia gasosa (GC) -MS podem ser muito
simplificados.

Juntamente com a introdug@o automatizada de amostras, HPLC / ESI-MS / MS
¢ uma técnica de andlise de fluxo para andlise rpida e alto rendimento de amostra. O foco
dos fabricantes de MS nos tltimos anos tem sido o desenvolvimento de analisadores de MS
controlados por software de computador amigavel, permitindo gerenciamento dessa técnica
sem uma compreensao profunda dos complicados processos fisicos e principios matematicos

(HO et al., 2003).
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1.4.2.2 lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica — APCI

No caso de moléculas de polaridade média a baixa, a ESI pode ndo apresentar
uma resposta adequada para o fim analitico de interesse. Com isso, surge uma técnica de
ionizacao alternativa, Ionizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) (LANCAS, 2013;
MASIA; BLASCO; PICO, 2014). A fonte APCI, promove a ionizagio do analito sob pressio
atmosférica quando este colide com uma fonte fons de primdrios (ex. N2, NHs, CO)
presentes na fonte. Esse tipo de fonte apresenta a vantagem de gerar menos fragmentos no
espectro, facilitando a deteccao de alguns fons moleculares por promover uma fragmentagao
mais branda do analito, servindo como técnica complementar a  outros tipos de
fragmentacdo (HOFFMANN; STROOBANT, 2013).

E uma ferramenta indicada para a andlise de moléculas neutras que nio sejam
facilmente ionizdveis em solucdo, e ndo muito ldbeis. Nesse caso, diferentemente de ESI, o
analito é primeiramente volatilizado (o que requer que o mesmo apresente certa estabilidade
térmica) e posteriormente ionizado. Andloga a ioniza¢do quimica, APCI € uma ionizacdo
relativamente suave e induz a pequena ou nenhuma fragmentacdo do analito, pois ndo sao
aplicadas voltagens no spray formado, e as moléculas neutras sdo levadas para a fase gasosa
por um processo térmico.

O processo de dessolvatacao € alcangado pelo aquecimento da solucio dentro da
sonda de APCI, normalmente mantido entre 150 e 550 °C. Isso acontece por meio de uma
sonda com um capilar de silica fundido envolto por uma resisténcia; a essa € aplicada uma
corrente que eleva a temperatura do meio, levando a vaporizacdo da fase mével. O analito
em fase gasosa € entdo direcionado a uma agulha metélica (Agulha Corona), onde é aplicada
alta corrente que induz a ionizac¢do. A descarga corona com uma voltagem aplicada entre 3-
5 kV proporciona os elétrons que ionizam o analito gasoso via uma série de reacoes
fon/molécula em fase gasosa a pressao atmosférica (Figura 5). Inicialmente sdo ionizadas as
moléculas mais presentes no meio (N2, visto que a ioniza¢ao ocorre a pressao atmosférica),
que posteriormente transferem carga para os analitos de interesse por meio de uma cascata

de reacdes ion-molécula (LANCAS, 2013).
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Figura 8 - Representacdo do processo de ionizacdo quimica a pressio atmosférica-APCI. No modo
positivo, os elétrons energéticos iniciam uma sequéncia de reacdes com o gis de nebulizacdo (normalmente
nitrogénio) formando fons moleculares de nitrogénio. Dependendo da composi¢@o da fase mével (solvente, S)
sdo formados ions do tipo Se+ ou [S + H]+ entre outros, via uma série de reagdes ion/molécula com os ions
moleculares de nitrogénio.
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Fonte: Adaptado de NACHTIGALL, 2009.

A técnica de APCI determina massas molares menores do que 2000 unidades,
podendo ser usada na maioria dos casos no modo positivo. O fato de serem empregadas
temperaturas mais altas, em relacdo a ESI, desfavorece a técnica, sendo menos utilizada em
andlise de biomoléculas grandes (ex.: carboidratos e proteinas) e termicamente instaveis

(NUNEZ; MOYANO; GALCERAN, 2005; PRESTES et al., 2009).

1.4.3 Analisadores de Massas

Apds a ionizacdo, os analitos sdao conduzidos para o interior do
analisador de massas sob alto véicuo, onde podem ser selecionados, focalizados
e/ou fragmentados de acordo com o seu valor de m/z (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005; WEST et al., 2006).

Os analisadores de sdo selecionados de acordo com tipo de anélise e fun¢do da

dinamica de funcionamento e de separacdo de ions (HOFFMANN; STROOBANT, 2013).
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Analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ) e time of flyght (TOF) sdo os mais
frequentemente utilizados, devido ao fato de apresentarem caracteristicas singulares para
andlises de identificacdo e quantificacdo em matrizes bioldgicas (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009), tais como elevada sensibilidade para o triplo quadrupolo e elevada
seletividade para o TOF. Comparativamente, enquanto o primeiro apresenta elevada
sensibilidade e baixa resolu¢do o segundo € de alta resolucdo e baixa sensibilidade (LIU;
SUN, 2012). Por essa razao o QqQ ¢é mais utilizado para ensaios de quantificagdo, enquanto
o TOF ¢ adotado para identificacdo de farmacos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
LIU et al., 2016; THOREN et al., 2016).

1.4.3.1 Sistema Quadrupolos

O analisador de massas mais antigo € o quadrupolo simples, o qual ainda hoje é
muito utilizado devido ao seu custo mais acessivel e sua facilidade de compreensdo e
operacio (HOFFMANN; STROOBANT, 2013). Estes sdo constituidos de quatro hastes
condutoras paralelas e equidistantes entre si (FIGURA 9), sobre as quais sdo aplicados
potenciais combinados de corrente continua (CC) e radio frequéncia (RF), que variam em
magnitude durante a passagem dos ions pelo quadrupolo. Conforme o campo elétrico gerado,
consegue-se que somente ions com a relacdo massa/carga especifica atinjam o detector,
enquanto os ions ndo selecionados sdo desviados, levando-os a colidir com as hastes, para a
sua neutralizacdo (EKMAN; SILBERRING; WESTMAN-BRINKMALM, 2008;
NASCIMENTO, 2017). Apresenta uma resolucio considerada baixa na faixa de operagao
de R=1000, podendo ter a resolucio aumentada em condi¢des favordveis para valores
maiores que R=4000. Possui a capacidade de trabalhar com uma ampla faixa de massa sendo
ela entre 10 a 4000 Da. A exatiddo fornecida pelas andlises do mesmo estdo entre 0,1 e 0,2

Da (LANCAS, 2013).
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Figura 9 - Representacio de um sistema quadrupolo simples. Sdo constituidos de quatro hastes condutoras
paralelas e equidistantes entre si sobre as quais s@o aplicados potenciais combinados de corrente continua (CC)
e radio frequéncia (RF), que variam em magnitude durante a passagem dos ions pelo quadrupolo. Conforme o
campo elétrico gerado, os fons com a relagdo massa/carga especifica atingem o detector, enquanto os fons ndo
selecionados sdo desviados, levando-os a colidir com as hastes, para a sua neutralizacao.
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Fonte: SILVA et al., 2019.

1.4.3.2 Analisador de Massa Triplo Quadrupolo — QqQ

Em equipamentos onde os analisadores de massa sdo dispostos em sequéncia,
estes sdo chamados de tandem ou MS/MS. Diversas sdo as possibilidades de combinacdes
em tandem. A grande popularidade dos espectrometros de massas sequenciais pode ser
atribuida ao surgimento de um instrumento do tipo triplo - quadrupolo. Neste dispositivo,
trés quadrupolos sdo dispostos sequencialmente, na FIGURA 10 estd representado
esquematicamente o percurso dos fons. No modo de anélise empregado, um ion denominado
fon precursor ou fon pai, € selecionado no primeiro quadrupolo (Q1) e posteriormente
fragmentado na cela de colisdo, localizada no segundo quadrupolo (Q2), por dissocia¢ao
ativada por colisdo, Collision Activated Dissociation (CAD). A fragmentagdo da molécula é
produzida a partir da colisdo com gas nitrogénio (CAD gas). Os fragmentos gerados,
denominados ions produto ou ions filho, sdo selecionados pela razdo m/z no terceiro
quadrupolo (Q3) e transmitidos para o sistema de deteccio (EKMAN; SILBERRING;
WESTMAN-BRINKMALM, 2008; HOFFMANN; STROOBANT, 2013; LANCAS, 2009).

O monitoramento dos produtos obtidos a partir da fragmentacdo que ocorre no Q2 confere
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maior seletividade e permite distinguir de modo eficiente e inequivoco, os analitos de
interesse dos interferentes da matriz mesmo que a separagdo cromatografica ndo tenha sido
completa. A técnica, desta forma, mostra-se efetiva na andlise de agrotéxicos em niveis
baixos de concentracdo, mesmo na presenca de interferentes. A fragmentacdo controlada do
MS/MS ¢é uma ferramenta essencial para garantir a confiabilidade na identificacdo do
composto alvo. Outra vantagem desta técnica de fragmentacao € a obten¢do de sinais mais
limpos, melhorando a razdo sinal/ruido e diminuindo, portanto, os limites de deteccao e
quantificagdo (GARRIDO-FRENICH et al., 2005).

O espectrometro de massas triploquadruplo pode ser esquematizado de acordo

com a FIGURA 10.

Figura 10 - Fluxograma do caminho percorrido pelos analitos apés separacio pela coluna cromatografica até
quantificacdo dos ions produto. Apds a inser¢cdo de amostra e sua separacao pela coluna cromatogréfica, os
analitos sofrem a¢do de um gds nebulizador (GS1) e de aquecimento (GS2) em altas temperaturas (TEM) e em
seguida sob uma fonte de ionizacdo (IS) entram no Q0. No QO sob um potencial de decomposicido (DP) e
potencial de entrada (EP) na presenca de cortina de gas (CUR) passam para o Q1. No Q1 ocorre a selecdo dos
fons que no segundo quadrupolo (Q2) sofrem acdo de gids (CAD) e energia de colisdo (CE). Através do
potencial de saida da célula de colisdo (CXP), os ions sdo selecionados no terceiro triploquadruplo (Q3).
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Fonte: Adaptada de AB SCIEX, 2010.

O acoplamento MS/MS permite a utilizacdo de vdrias estratégias para a selecao
dos ions de interesse, tais como a varredura dos ions produto (product fon scan), full scan,

varredura dos fons precursores (precursor ion scan), varredura da constante parda de ions
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neutros (Constant neutral loss scan), monitoramento seletivo de reacdo (selected
reactionmonitorig— SRM) ou monitoramento de reacdes mdltiplas (multiple reaction
monitorig— MRM) (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

Ao usar o SRM, tanto o primeiro como o segundo analisador sdo focalizados nas
razdes m/z selecionadas, ndo havendo varredura, o que aumenta a sensibilidade para o
monitoramento, associada ao aumento na seletividade. Este € o modo mais comumente
utilizado na quantificagdo de agrotdxicos em amostras de alimentos. Em geral, faz-se uma
primeira aquisicdo com o padrdo do composto no modo de varredura do ion produto, para

depois selecionar as transicdes SRM que serdo usadas na anélise por LC-MS.

1.4.3.3 Analisadores lon-Trap

O ion-trap ¢ um quadrupolo tridimensional que “captura” todos os ions que sao
introduzidos em seu interior ¢ os mantém “aprisionados” até que uma determinada
radiofrequéncia seja aplicada e torna os ions de certa razdo m/z instdveis, de forma que s@o
liberados do trap.

Analisadores do tipo Quadrupolo — Ion Trap (QIT) consiste em um sistema
hibrido, composto por dois analisadores de massas diferentes: um quadrupolo e um do tipo
ion trap. Este ultimo € formado por trés eletrodos, um em forma de anel que fica entre os
outros dois, que tém formato hiperbdlico e sdo isolados nas pontas. A diferenca de potencial
oscilante entre o anel e os eletrodos hiperbdlicos gera um campo magnético capaz de
confinar ou deixar passar os fons. Este tipo de analisador tem a caracteristica tnica de
conduzir fragmentacdes em multiplos estdgios (MSn). Quando os ions entram no ion-trap,
todas as fragmentacdes ocorrem no mesmo local, mas em tempos diferentes, apresentan—do
melhor sensibilidade na varredura do que os QqQ, mas com a limitacdo de ndo realizar
aquisicoes alternadas entre os modos de varredura do ion produto e de varredura de perda
neutra.Além disso, estes instrumentos sao menos robustos para andlise de matri-zes mais
complexas e podem apresentar baixa repetibilidade e faixa dinAmica muito estreita para a
quantificagdo.O Triplo-quadrupolo — Ion-Trap linear (QLIT) baseia-se em um tipo de
configuracdo similar a0 QqQ, onde o Q3 pode ser operado tanto como um filtro de
convencional, quanto como uma armadilha de fons com eje¢ao axial de fons. O QLIT agrupa
as vantagens do QqQ e do QIT sem perda de desempenho com relac@o a seus precursores,
podendo ser operado nos mesmos modos que o QqQ, ainda possuindo a habilidade de
acimulo de fons para realizar andlises com fragmentacdes multiplas para elucidacdo

estrutural. Também possui um recurso de varredura avancada de fons produtos, onde os fons
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produtos sdo acumulados no lon-Trap, possibilitando o aumento de sensibilidade na
varredura, o que o torna ideal para andlises onde se deseja quantificar e confirmar a
identidade de compostos que possuem padrdes de pouca fragmentacdo (LANCAS, 2009;
MASIA; BLASCO; PICO, 2014; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

1.4.3.4 Analisadores de Tempo-de-Voo (Time-of-Flight — TOF)

Os analisadores TOF baseiam-se no principio de que, como os fons sdo gerados
na mesma fonte de ionizagdo do espectrOmetro de massas, eles possuem a mesma energia
cinética, de maneira que as suas velocidades serdo diferenciadas apenas pelas suas massas
(velocidade € inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do ion). Por isso, neste
analisador de massas, os ions produzidos na fonte de ionizacao sdo acelerados através de um
tubo de voo (de 1 a 2 m de comprimento) para serem identificados, uma vez que o tempo
que levam para atravessa-lo estd relacionado com a razdo m/z de cada ion (LANCAS, 2009;
MASIA; BLASCO; PICO, 2014; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

Instrumentos do tipo ToF sao configurados como: ToF simples ou em sistemas
hibridos em série como o analisador quadrupolo — tempo de voo (QToF). Este ultimo é
construido de maneira a direcionar os fons ortogonalmente do quadrupolo ao tempo de voo,
através de um acelerador de ions, para andlises no modo de espectrometria de massas em
série (MS/ MS) com varredura dos fons produtos. A grande vantagem destes analisadores
estd no fato de oferecerem informagdes espectrais completas com resolucido de média a alta
(R=100000), medida de massa exata e excelente sensibilidade no modo de varredura total.
Permitem também a anélise de composi¢cao elementar, através da medicao precisa da razio
m/z e consequentemente, a quantificagdo e confirmagao inequivocas dos analitos, bem como
a triagem e quantificacdo de compostos desconhecidos ou produtos de degradacdo. Sendo
assim, analisadores do tipo Q-ToF sdo ideais para a busca de compostos cuja presenca €
suspeita nas amostras (GARCIA-REYES et al., 2017; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES,
2013).

1.4.3.5 Analisador Orbitrap

Um novo tipo de analisador chamado orbitrap surgiu como uma nova tecnologia
na espectrometria de massas de ultra alta resolugdo (UHR-MS) e chamou a aten¢@o devido
ao desempenho analitico em termos de resolugcdo e precisdao. O espectrometro de massas

orbitrap emergiu como uma alternativa mais acessivel, em relacdo a tamanho e custo, pois
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compartilha varios recursos semelhantes do espectrometro de massas de ressondncia
ciclotronica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR MS) (NASCIMENTO, 2017).

O analisador Orbitrap € precedido de um dispositivo que realiza a injecao externa
dos fons (C-trap). Os fons tém sua energia cinética (Ec) diminuida por meio de colisdes como
gds nitrogénio e em seguida sdo acelerados no C-trap. Quando todos os ions tém
aproximadamente a mesma Ec, eles sdo ejetados tangencialmente para dentro do analisador
sendo aprisionado sem torno do eletrodo central que estd sob uma alta voltagem. Os {ons s@o
puxados para a regido equatorial do analisador devido ao forte campo eletrostatico existente
na regido. O campo eletrostético, aliado com a alta Ec dos ions, faz com que os ions iniciem
oscilagdes axiais, evitando assim que os mesmos se chocam com o eletrodo central. Sendo
assim, os fons com mesmo m/z irdo oscilar com a mesma frequéncia e suas imagens
decorrentes serdo detectadas por sensores presentes nas paredes externas do analisador
Orbitrap. Estes sinais sdo convertidos em frequéncias por transformada de Fourier e em
seguida, por outras operagdes matemdticas (COVAS, 2019; ELIUK; MAKAROV, 2015;
FARRE; PICO; BARCELO, 2014).

1.5  Validacao de Métodos Analiticos

A necessidade de se mostrar a qualidade de medicdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irrepardveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacgdes
confidveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacio denominado
validacdo (RIBANI et al., 2004).

O principal objetivo do processo de validacdo de um método € provar que um
método analitico € aceitdvel para o proposito pretendido. A necessidade de laboratérios de
usar métodos totalmente validados € agora universalmente aceita como uma forma de obter
resultados confidveis. Existem diversos documentos para validagdo de métodos, incluindo
informacdes sobre diferentes parametros de desempenho. As caracteristicas cldssicas de
desempenho sdo exatiddo, limite de detec¢do, precisio, recuperacdo, robustez, seletividade,
especificidade e veracidade (FIGURA 11) (ANVISA, 2017).

Infelizmente, informagdes contraditérias normalmente estdo presentes entre 0s
documentos de validagdo de método usados por laboratérios. A inconsisténcia sobre os
parametros de desempenho pode gerar algum grau de confusdo no processo completo de

validacao de um método (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020).



49

Figura 11 - Esquematizacio de um processo de validacao analitica. O processo de validacdo analitica para
um instrumento de precisdo passa por vdrias andlises até a garantia da certeza do método. Os principais
parametros sdo a linearidade (calibracdo analitica), precisdo, exatiddo, limite de detec¢do, limite de
quantificacdo e robustez do método. A reprodutibilidade € um parametro realizado entre laboratdrios.

ACURACIA

S

INSTRUMENTO DE PRECISAO

CALIBRACAO ANALITICA

EXATIDAO

Erro sistematico - PRECISAO
FUNCAO DA RESPOSTA  —

Do

1
= |
i Faixade || | Sensibilidade :
Seletividade trabalho |

Repetibilidade

Reprodutibilidade
Precisao

Recuperacao Limite de detecciao
perag P b2 Intermedidria

Limite de quantificacdao

@ﬁm de INCERTEZA da medigﬁo)

Fonte: Adaptada de RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020.

Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso
desejado. As técnicas de separagdo, tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) e eletroforese capilar (CE), vém se destacando na
quimica analitica pela capacidade de realizarem andlises qualitativas e quantitativas em
amostras ambientais, farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004).

Virios autores definem validacdo de métodos e pode-se dizer que os conceitos
continuam evoluindo e estdo constantemente sofrendo alteracdes pelas agéncias reguladoras.
De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), a validacdao deve
demonstrar que o método analitico produz resultados confidveis e € adequado a finalidade a
que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos (ANVISA, 2017).

Todo sistema apresenta limitagdes, nao existe modelos prontos para validagao.
Validacdo a 100% de confiabilidade € utopia e os parametros exigem adequagdes as
necessidades diferentes para cada método, sendo assim, o importante na validacdo é
conhecer os limites e assegurar que o sistema analitico apresente o desempenho esperado,

dentro desses limites esperados no processo de validagdo (LANCAS, 2009).
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Na validacdo de procedimentos analiticos, existem os guias desenvolvidos com
o objetivo de garantir que os dados gerados possuam a qualidade necessdria, em termos de
confiabilidade, rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propdem. No Brasil existem
os guias estabelecidos pelo Ministério da Sadde - “RDC n° 166/2017 - Valida¢ao de Métodos
de Ensaios Quimicos Analiticos” da ANVISA (2017); pelo documento de carater orientativo
DOQ-CGCRE 008/2016 — Orientacdo sobre Validacdo de Métodos Analiticos, produzido
pelo INMETRO (2016), onde constam as orientacdes sobre validagdo de métodos analiticos;
como também o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2014) através
do Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica.

RIBANTI et al., (2004) apresentaram uma excelente revisdo sobre validacdo de
métodos como sendo um processo continuo de avaliacdo dos métodos, desde a etapa de
planejamento até a coleta de dados da aplicacao.

Dentro do ambito geral de validacao de métodos € possivel distinguir dois tipos:
o primeiro, chamado de validagdo no laboratorio (“in house validation™), consiste das etapas
de validacao dentro de um unico laboratdrio, seja para validar um método novo que tenha
sido desenvolvido localmente ou para verificar que um método adotado de outras fontes esta
bem aplicado (HILL; REYNOLDS, 1999; RT; SMEYERS-VERBEKE; VANDEGINSTE,
1994; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; VAN DER VOET; (HANS) VAN RHIJN;
VAN DE WIEL, 1999).

A validagdo no laboratério € utilizada nas etapas preliminares do
desenvolvimento de uma metodologia e na publicagdo de artigos para revistas cientificas,
em que sdo avaliadas todas as caracteristicas de desempenho da validacao da metodologia,
porém sem verificar a reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa como sendo
preliminar a validacdo completa (“full validation”) (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002).

O segundo tipo, validacio completa, envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial que € utilizado para verificar como a metodologia
se comporta com uma determinada matriz em vérios laboratdrios, estabelecendo a
reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida associada a metodologia como um
todo. S6 assim a metodologia pode ser aceita como uma metodologia oficial para uma
determinada aplicac¢do. Estes protocolos requerem um nimero minimo de laboratdrios e
materiais testes para serem incluidos no estudo interlaboratorial para validacdo completa do

método analitico. No Brasil os estudos de comparacgdes interlaboratoriais sdo coordenados
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pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), através do Programa Brasileiro de

Metrologia em Quimica (RIBANI et al., 2004).

1.6  Parametros da Validacao Analitica

Para validagdo de métodos analiticos, parametros como
especificidade/seletividade, funcdo da resposta (grafico analitico), linearidade,
sensibilidade, exatiddo, precisdo, limite de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ),
efeito matriz e robustez se fazem necessarios (BRITO et al., 2003; GERVASONI et al.,
2016, 2018).

1.7.1 Seletividade

A seletividade do método analitico é o primeiro parametro avaliado no
desenvolvimento de um método analitico (RIBANI et al., 2004) e deve ser demonstrada por
meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente,
na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz (ANVISA, 2017).

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que
podem interferir em suas determinacdes em uma amostra complexa. Em métodos
cromatograficos, o uso de testes utilizando técnicas de avancadas detec¢des, como LC-
MS/MS, sdo apontadas como técnicas altamente seletivas (MAPA, 2014). Portanto, a
seletividade deve ser assegurada para garantir que os parametros de linearidade, recuperagdo

e precisdo ndo sejam comprometidos (EC, 2017).

1.7.2 Linearidade

A linearidade deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentra¢ao de um analito em uma amostra
e corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia analisada dentro de uma determinada faixa (ANVISA, 2017;
SWARTZ; KRULL, 1998).

Para que a quantificacio de determinado analito seja confidvel € necessario que
se conheca a dependéncia entre a resposta medida (y) e a concentracdo (x). Em

cromatografia, a relacio entre a drea e a concentracao € linear, podendo ser plotada utilizando
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algum software para o tratamento de dados, como o Excel ou Origin, onde sdo obtidas as

equagoes da reta (Equagdo 1) e seus coeficientes de determinagdo (R?) correspondentes.

Y=ax+b  Equacio (1)

Onde:

y = sinal analitica (intensidade ou 4rea de pico cromatografico);

X = concentrac¢ao do analito;

a = inclinacdo experimental (coeficiente angular);

b = intercepto experimental (coeficiente linear).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise de, no minimo, cinco
concentracdes diferentes. E no caso de andlise de impurezas, o nivel de concentra¢io
maximo deve ir a 120% do limite mdximo estabelecido. Se houver relacao linear aparente
apos exame visual do gréfico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos
estatisticos apropriados para determinagdo do coeficiente de correlacdo (r) e determinagao
(R2), significancia do coeficiente angular, homocedasticidade do modelo e soma residual
dos quadrados minimos da regressdo linear (EURACHEM, 2014). E sabido que a
determinacdo da verdadeira concentragdo de residuos de pesticidas em amostras
desconhecidas depende da qualidade das curvas de calibragdo projetadas na validacdo do
método (MARTINS et al., 2013). Geralmente a andlise quantitativa € realizada usando
regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordindrios (MMQO) em todos os
niveis de concentracdo na condi¢do de variancias iguais (homoscedasticidade). Como
também, existem muitos métodos analiticos que ndo t€m uma precisdo constante em uma
ampla faixa de concentracdes padriao apresentando heterocedasticidade nas variagdes. Isso
implica que a precisdo na extremidade inferior da faixa da curva é prejudicada. Para
combater essas dificuldades, precisamos modificar nossa abordagem, e o uso do método dos
minimos quadrados ponderados (MMQP) € muito util para essas praticas (BARBOSA, 2018;
MARTINS et al., 2013; MAPA 2014).

1.7.3 Limite de Deteccdo (LD)

O limite de quantificacdo (LD) representa a mais baixa concentragdo de um
analito que o procedimento analitico consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo
(ANVISA, 2017; SWARTZ; KRULL, 1998).

Esse parametro se faz importante, pois quando sdo realizadas medidas em

amostras com baixos niveis do analito (andlise de tracos), é importante saber qual 0 menor
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valor de concentracdo do analito que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2016).
Para métodos instrumentais como a LC, GC, espectroscopia etc., o LD pode ser calculado
através do método das diluicdes sucessivas de concentragdes conhecidas até o menor nivel
detectavel, utilizando a relagdo entre o sinal analitico e o ruido da linha de base (INMETRO,
2016; ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004).

Em casos de métodos instrumentais, ainda se pode calcular o LD através do
célculo de no minimo trés curvas de calibragdo proximas ao suposto LQ, considerando o
desvio padrao do coeficiente linear e a sua relacdo com o coeficiente angular. Os célculos
também podem ser realizados utilizando-se curvas do branco da amostra (EURACHEM,

2014; ANVISA, 2017; INMETRO 2016) através da Equacao 3:
3,3sd

LD = Equacao (2)

Onde:

sd: desvio padrdo dos coeficientes lineares da curva

a: coeficiente angular

1.7.4 Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo (LQ) representa a mais baixa concentracdo da
substancia analisada que pode ser quantificada com certo limite de confiabilidade (ANVISA,
2017; SWARTZ; KRULL, 1998).

Assim como o LD, o LQ é expresso como uma concentracdo, sendo que a
precisao e exatiddo das determinagdes também devem ser registradas. Contudo, sabe-se que
ao considerar menores concentracdes, diminui-se também a precisdo das analises. Se
maiores precisdes forem exigidas, o valor de LQ deve considerar uma maior concentracao

(RIBANI et al., 2004).

O LQ pode ser determinado através da relacdo sinal/ruido. Determina-se o ruido
proveniente da linha de base e considera-se a concentra¢io capaz de gerar o sinal superior a

10 vezes o ruido (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004).

O LQ pode também ser calculado através dos parametros da curva de calibragcao
da amostra ou do branco, como mostra a Equacdo 7. O valor da concentracdo que expressa
o LQ, deve ser o primeiro ponto (desconsiderando o branco) da curva de calibracdo do

método (INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).
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LQ = Equacao (3)
Onde:

sd: desvio padrao dos coeficientes lineares da curva

a: coeficiente angular

1.7.5 Precisdo

A precisdao de um método € a medida do erro randomico e € definida como a
concordéncia entre os resultados da réplica de uma amostra. E expresso em percentual de
coeficiente de variagao (CV) ou desvio padrao relativo das medidas de replicatas (CAUSON,
1997). A precisdo deve ser expressa por meio da reprodutibilidade, precisao intermedidria e
ou da repetibilidade. A determinacdo da REPETIBILIDADE deve obedecer aos seguintes
critérios:

1. Avaliar as amostras sob as mesmas condi¢des de operacao, mesmo analista e

mesma instrumentag¢do, em uma Unica corrida analitica.

2. Utilizar, no minimo, 9 (nove) determinag¢des, contemplando o intervalo linear
do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracoes: baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas
em cada nivel ou 6 (seis) réplicas a 100% (cem por cento) da concentracdo do teste
individualmente preparadas (ANVISA, 2017).

A precisdo de um método analitico pode ser expressa através do desvio padrao
(s), conforme a Equacao 5, ou através do desvio padrio relativo (DPR), ou do coeficiente
de variacdao (CV%), conforme expresso na Equacao 6 (ANVISA, 2017; RIBANI, 2004).
Segundo a ANVISA (2017), o valor midximo de dispersdo de valores aceitdvel deve ser
definido de acordo com a metodologia empregada, a concentragdo do analito na amostra, o

tipo de matriz e a finalidade do método.

S = /% Equacao (4)

Onde:
“X: média aritmética de um pequeno nimero de medigdes
X: valor individual de uma medig3o.

n: ndmero de medi¢des

CV % =*x 100 Equacio (5)
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Onde:
sd= desvio padrao das medidas

X = média das medi¢des

1.7.5.1 Repetibilidade

A repetitividade ou repetibilidade é determinada pela também chamada de
precisdo intra-corrida, ou precisao intra-dia. Na repetibilidade analisa-se a concordancia
entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo método, 0 mesmo
analista, a mesma amostra, no mesmo laboratério e mesma instrumentacao (ANVISA, 2017;
LANCAS, 2009; MAPA, 2014).

Deve-se ter cuidado para ndo confundir repetibilidade com precisdao
instrumental, que consiste em inserir repetidas quantidades da mesma amostra no
equipamento. Pois isto se configura apenas em precisdo do equipamento utilizado e ndo do
método em questao (EURACHEM, 2014; RIBANI et al., 2004).

Segunda a ANVISA (2017), a repetibilidade do método € verificada por, no
minimo, nove determinacdes, contemplando o intervalo linear do método. Sendo trés
concentracoes: baixa, média e alta, no minimo, em triplicata. Outra possibilidade é realizar

no minimo seis determinagdes a 100% da concentragdo do teste.

1.7.5.2 Precisdo Intermedidria

Precisdo intermedidria, também conhecida como precisdo inter-corrida ou inter-
dias, € a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2017).

A precisdo intermediéria é reconhecida como a mais representativa das maneiras
de representar o parametro da precisdo dos resultados em um tnico laboratério e, como tal,
mais aconselhdvel de ser adotada. O objetivo da validacdo da precisdo intermedidria é
verificar que no mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados (ANVISA,
2017; RIBANI et al., 2004).

Para a realizacdo das andlises de precisdo intermedidria, recomenda-se no

minimo dois dias de diferenca, com analistas diferentes, utilizando as mesmas

recomendacdes utilizadas da repetibilidade (ANVISA, 2017).
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1.7.5.3 Reprodutibilidade

A precisdo pode também ser expressa em termos de reprodutibilidade, também
chamada de precisdo inter-laboratorial, na qual se realizam as andlises em laboratérios
diferentes, como em estudos colaborativos aplicados, por exemplo, a padroniza¢do de
metodologia analitica. O desvio-padrao obtido através da reprodutibilidade é normalmente
duas vezes maior que os obtidos pela repetibilidade, resultados facilmente explicados pela
maior variacdo das condi¢des de andlise (ANVISA, 2017; LANCAS, 2009). Porém, os
parimetros mais comuns em andlise de residuos de agrotdxicos em alimentos sdo a

repetibilidade e a precisao intermedidria.

1.7.6 Exatiddo

A exatiddo representa um grau de concordancia entre os resultados obtidos e um
valor aceito como referéncia ou aceito como verdadeiro (ANVISA, 2017; SWARTZ;
KRULL, 1998). E expressa através da recuperacio, que é melhor estabelecida pela
comparag¢do da resposta de uma amostra extraida em concentragdes altas, médias e baixas,
com outras ndo extraidas representando 100% da recuperacao (CAUSON, 1997).

A faixa de variacao aceitdvel para uma dada concentragdo estd associada ao nivel
de concentracdo em que ela se encontra. Os maiores niveis de concentracio comportam
variacdes menores, enquanto concentracdes em nivel de tracos comportam variagdes mais
elevadas (RIBANI et al, 2004).

Pode ser possivel avaliar a exatiddao comparando resultados do método em estudo
com aqueles obtidos a partir de um método j4 estabelecido. Este pode ser um método de
referéncia na drea ou um método ja habitualmente utilizado no laboratério em que a
validacdo estd em estudo, sendo o método de referéncia mais utilizado por fornecer valores
com menores niveis de incerteza. As andlises sdo efetuadas em replicata, utilizando os dois
métodos separados (o método em desenvolvimento e o método de referéncia) sobre as
mesmas amostras, na faixa de concentracdo em que se pretende validar o método. Com os
resultados obtidos, a comparag¢do entre os dois € realizada (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2016; RIBANI et al., 2004).

O estudo de recuperacdo € expresso em porcentagem de recuperacao (R%), e é
calculada de acordo com a Equagdo 8. A exatiddao do método deve ser determinada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo e da seletividade do mesmo, verificando-se a

recuperacdo a partir de trés pontos de concentracdo da curva, sendo eles nos limites
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inferiores, superiores € no meio da curva. Cada concentracdo realizada em triplicata,

totalizando no minimo nove determinagdes por analito (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016).

C1-C2
C3

Recuperacio(%) = x100 Equacio (6)
Onde:

C1: concentragdo determinada

C2: concentra¢do determinada na amostra nao adicionada

C3: concentragao adicionada

Quando € possivel a obtencao de amostras sem a presenga do analito, C2 assume

valor zero, modificando a Equacgdo 8, para a Equacao 9 (ANVISA, 2017).
Recuperacio (%) = %xlOO Equacio (7)

Os valores de recuperacdo recomendados pela ANVISA, 2017 estdo na faixa de
70-120%, porém, para casos em que ndo € possivel obter esses valores, devido a perdas na
etapa de particdo em caso de analitos de maior polaridade, por exemplo, e desde que se tenha
precisdao < 20%, valores de recuperagdes mais baixos sdo aceitos.

Quando se € possivel o acesso a matriz isenta do analito, sdo realizados estudos
de recuperacdo, também chamados de fortificacdo. Nesse caso, o analito é adicionado a
matriz em quantidade conhecida e todas as etapas do método sdo realizadas, proporcionando
um valor de recuperagdo do analito no método em estudo. Esse procedimento apresenta um
problema associado quando o analito de interesse € encontrado naturalmente na amostra,
pois, estima-se que esse analito adicionado a matriz provavelmente nao serd tdo fortemente
ligado a matriz como aquele que estd naturalmente presente na matriz, entao, a técnica dard
uma impressdo irreal da eficiéncia de extracdo (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016;
EURACHEM, 2014; RIBANI et al., 2004).

1.7.7 Efeito Matriz

O efeito Matriz deve ser determinado por meio da comparacdo entre 0s

coeficientes angulares das curvas de calibracdo construidas com a substancia quimica de



58

referéncia do analito em solvente e com a amostra fortificada com a substincia quimica de
referéncia (SQR) do analito (ANVISA, 2017).

A espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida, especialmente
combinado com ionizagdo por electrospray (ESI) é considerado um dos mais confidveis e
universais métodos de deteccao e identificacdo de diferentes organicos analitos em matrizes
complexas em niveis de trago. A habilidade de produzir espectros de massas de multiplos
estigios (MSn) diminui a possibilidade de md interpretacio. Por muito tempo, esta
capacidade também foi pensada para remover todos as possiveis interferéncias
(GERVASONI et al., 2016; OSS et al., 2010).

Inicialmente, as preocupagdes foram se o sistema HPLC isolado de um sistema
HPLC/MS perderia sua importancia como uma ferramenta de separagdo (a separagdo seria
feita pelo espectrometro de massas), € que seu uso seria frequentemente restrito a purificacao
de amostras. O tempo mostrou que essas preocupagdes nao se materializaram. Como regra
geral, a eficiéncia de ionizacdo através de ESI e, portanto, a resposta do analito (drea do
pico), fortemente depende dos compostos que coeluem com o analito € um dos maiores
desafios do sistema é minimizar o efeito matriz que pode ocorrer através de uma separacao
cromatografica eficiente ou através de purificacdo da amostra. O termo "efeito de matriz"
foi cunhado para denotar esta dependéncia (GERVASONI et al., 2016; OSS et al., 2010).

O efeito Matriz foi chamado de "calcanhar de Aquiles" de analise quantitativa
de HPLC/MS, e agora € reconhecida como uma das principais fontes de incerteza em
HPLC/MS-ES], e é cada vez mais abordado em diretrizes relacionadas a andlise de tragcos
organicos. O efeito da matriz pode ser medido como a razdo de dreas cromatogréficas de
pico correspondentes a duas solu¢des com igual concentracio de analito, um preparado por
adicao de analito na matriz da amostra (pico pos-extracdo) e outro obtido pela dissolucio do

analito no solvente (padrdo):

area do pico da amostra

EM =

x100 Equacao (8)

area do oico no padrio

Onde, valores de efeito de matriz proximos de 1 significa que compostos
coeluentes ndo tém influéncia na eficiéncia de ionizacdo do analito. Efeito de matriz
diferente de um indica qualquer supressdo de ionizacdo (efeito matriz < 1) ou aumento
(efeito matriz > 1). Porque o efeito da matriz se origina da coelui¢do compostos, a maneira
mais 6bvia de evitd-lo € usando preparagdao da amostra que € eficiente o suficiente para

eliminar os compostos coeluentes (OSS et al., 2010).
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1.8 Justificativa

O presente estudo pretende validar uma nova plataforma de andlise de
biomarcadores moleculares como lactulose e manitol para anédlise de alteracdo de barreira
morfofuncional gastrointestinal através do teste de lactulose: manitol (L:M) pelo Centro de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (CCEM) do nicleo de Biomedicina da
Universidade Federal do Ceara.

O teste L:M € um dos testes mais aceitos para avaliacdo da funcdo intestinal
(BARBOZA JR. et al., 1999; DENNO et al., 2014; KOSEK et al., 2017; LEE et al., 2017;
LOSTIA et al., 2008) e existem vdrias técnicas analiticas usadas para determinagdo de
lactulose e manitol em amostras de urina incluindo ensaio enzimadtico, cromatografia gas-
liquido acoplada a um detector de ionizac@o de chama (GC-FID), e cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) com detector de indice de refracao. Entre estes, uma solucao vélida
para a andlise de carboidratos € a separacdo através da espectrometria de massas com
ionizagdo por electrospray acoplada a cromatografia liquida (ESI-MS / MS), devido ao seu
alto nivel de seletividade e reprodutibilidade (GERVASONI et al., 2018).

O CCEM ha décadas trabalha em redes de pesquisas nacional (RECODISA) e
internacional (MAL-ED) (https://nubimed.ufc.br/pt/pesquisas/) financiadas por agéncias
como CAPES-CNPq, FINEP (MCTI) e Bill & Melinda Gates Foundation (BMGF).

A equipe de pesquisadores do INCT-IBISAB tem longa experiéncia com
ensaios clinicos em hospitais e comunidades, incluidos estudos financiados por 6rgaos como
o National Institute of Health (https://www.nih.gov/), Howard Hughes Medical Institute
(https://www.hhmi.org/) e CNPq.

Foram realizadas pelo CCEM, através da cromatografia liquida (HPLC), 6.432
testes L:M para as amostras do Brasil, Africa do Sul, Tanzania, Nepal e Paquistdo. Com este
teste, destacamos também a anélise de 456 amostras urindrias de roedores (camundongos e
ratos) para pesquisadores da Universidade Federal do Piaui e Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, assim como 342 amostras de urinas humanas para pesquisas do Hospital
da Messejana.

A plataforma que inclui a cromatografia de alta performance acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS/MS) permite ampliar a capacidade dos estudos para
medidas de analitos, nutrientes, metabdlitos e farmacos com melhor acuracia, sensibilidade
e especificidade. Permite andlises moleculares em protedmica de alta resolucdo e

complexidade para amostras bioldgicas, possibilita estudos moleculares mais eficientes que
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os métodos tradicionais e permite andlises de moléculas envolvidas em vias de sinalizacdo,
incluindo andlise de processos pds-traducionais de proteinas e processos de fosforilagdo.
Com tal ferramenta, € possivel estudar a alteracdo da estrutura e fungdo do intestino delgado
em amostras de individuos com alta exposicdo a patégenos entéricos, fundamentar relagdo
negativa entre subnutri¢do e infec¢des entéricas, observada entre criangas que vivem em
comunidades carentes, ou mesmo explicar falhas de interven¢des nutricionais e medidas de
controle de doengas infecciosas e diarreicas na melhoria do crescimento infantil.

A disfun¢do entérica ambiental (DEA), também conhecida como enteropatia
ambiental (EA) € uma condicdo subclinica de distdrbio intestinal cronico que é um fator
contribuinte a desnutricio na primeira infancia, sendo mais comum em ambientes de
recursos limitados, alimentacdo inadequada, ndo acesso dgua tratada. Estd associada com
lesdo do intestino delgado, inadequada absor¢c@o de nutrientes e inflamacdo cronica que
resulta em comprometimento do crescimento infantil (DENNO et al., 2014).

Esta condicdo resulta em exposi¢des frequentes a patdgenos gastrointestinais e
mesmo como a diminui¢do do indice de diarreia nos locais relacionados, infec¢des entéricas
“silenciosas” e crescimento deficiente persistiam @ (MAL-ED NETWORK
INVESTIGATORS, 2014; TANIUCHI et al., 2012; TROEGER et al., 2018).

Dessa forma, o estudo aqui proposto tem a potencialidade de gerar uma
validagdo do método HPLC-MS/MS para quantificar lactulose e manitol para avaliacdo da

barreira morfofuncional gastrointestinal.
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2 HIPOTESES

Este estudo apresentou trés principais hipdteses norteadoras: a)postulamos que
o método HPLC-MS/MS atende aos parametros de linearidade, sensibilidade, exatidao,
precisdo para validacdo analitica na quantificagdo de lactulose, manitol e sorbitol na urina;
b) postulamos que o método HPLC-MS/MS possui a capacidade de detectar e quantificar a
lactulose e manitol como BIOMARCADORES MOLECULARES; ¢) postulamos que o
sistema HPLC-MS/MS possui vantagens diante do HPLC isolado em relacdo a sensibilidade

e tempo de execucdo de andlises.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Validar o método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
para quantificacdo de lactulose e manitol na urina, onde a razdo dos dois acucares é
conhecido como teste L:M para avaliar alteragdes na barreira morfofuncional

gastrointestinal.

3.2  Objetivos Especificos
1. Desenvolver o método analitico para determinacdo dos biomarcadores
lactulose e manitol através de parametros da cromatografia liquida de alta performance

acoplada a espectrometria de massas;

2. Comprovar a validacdo analitica através dos parametros seletividade,

linearidade, exatidao, precisdo, limite de detec¢cdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ).

3. Aplicagdo do método validado em amostras de urina dos biomarcadores de

barreira morfofuncional gastrointestinal lactulose e manitol.
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4 MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi realizado no Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) do

Nucleo de Biomedicina (NUBIMED) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.1 Intrumentacio
Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo descritos

abaixo:

v’ Agitador orbital tipo vortex, modelo QL-901, Eikonal do Brasil Inst. Opticos
e Cientificos (Brasil);

v’ Balanga analitica de precisdo com 4 casas decimais, modeloMS104TS/00,
METTLER TOLEDO (EUA);

v" Centrifuga eppendorf modelo 5810R (Alemanha);

v/ Sistema de purificacio de dgua Milli-Q MILIPAK®, Merck KGaA
(Alemanha);

v" Sistema LC-MS/MS — Cromatégrafo a liquido — Elkgent LC 100XL/ AB
Sciex, Santa Clara (EUA);

v" Gerador de nitrogénio modelo Genius SQ 24 - surveyor LC pumb plus, Peak
Scientific (Escécia);

v" Coluna HILIC-ZIC 5y, 120 A, 25cm X 2,1 mm, ES Industries, West Berlin
(EUA);

v" Detector Triplo Quadrupolo, Q-TRAP 5500 MS/MS, utilizando o modo de
ionizagdo por Eletronebulizacio (Eletrospray-ESI), ABSciex, Framingham, MA (USA);

v Sistema de aquisi¢cdo de dados através do software Analyst 1.4, ABSciex

Framingham, MA (EUA).

4.1.1 Reagentes e Consumiveis
Reagentes e consumiveis utilizados no trabalho estdo descritos abaixo:
v’ Lactulona® (Daiichisankyo, Sdo Paulo, BR)
v" Manitol, da Henrifarma, Sdo Paulo, BR
v" Clorexidina (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA).
v" Lactulose (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);
v’ Manitol (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);
v" Sorbitol (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);
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v" Acetonitrila (ACN) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);

v" Acido Férmico (AF) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);

v' Acetato de Amonio SmM (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);

v Resina Amberlite® MB-150 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA).

v" Kit Standards Chemical - polipropilenoglicol (PPG) e reserpina (ABSciex,
Framingham, MA, USA);

v’ Micropipetador de 2 a 20uL (Eppendorf, Alemanha);

v’ Micropipetador de 20 a 200uL (Eppendorf, Alemanha);

v" Micropipetador de 100 a 1000uL (Eppendorf, Alemanha);

v' Vidrarias comuns de laboratério.

v Gés Nitrogénio comercial usado na fonte de ionizagdo do sistema LC-

MS/MS, para evaporacao do solvente e nebulizacdo da amostra (White Martins - Brasil);

4.2  Padroes e Preparo das Solugoes Analiticas

Solucdes de lactulose, manitol e sorbitol foram preparadas dissolvendo os
padrdes em eluente B da fase mdvel nas concentragdes de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e
2000ng / mL para os trés analitos (FIGURA 12). As solu¢des foram entdo injetadas no
sistema HPLC-MS/MS.

Figura 12 - Fluxograma do preparo das solucdes de validacdo. Padrdes de lactulose,
manitol e sorbitol foram obtidos a partir da diluicdo no eluente B. A partir da solugdo mae
(2000ng/mL), foram obtidas as outras solucdes.

Solugao Mae

2000ng/mL
-l
-
) 3 2 < 2 4
- 8 o o 0 3
~ ) o~ ) o~ w

1500ng/mL  1000ng/mL  500ng/mL  100ng/mL 50ng/mL 10ng/mL
10mL

Fonte: Autoria prépria (2021).
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4.3 Otimizacao do sistema cromatografico LC-ESI-MS/MS

Os experimentos deste trabalho foram realizados empregando um cromatdgrafo
liquido acoplado a um espectrdmetro de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) (FIGURA
13) com interface por eletronebulizacdo (ESI) marca ABSciex Framingham, MA, USA. Para
separacdo dos compostos foi usada uma coluna analitica HILIC-ZIC® da marca ES

Industries, West Berlin (EUA).

Figura 13 - Cromatégrafo liquido acoplado ao espectrometro de massas ABSciex,
modelo Q-TRAP 5500, LDI- NUBIMED/UDC.

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.3.1 Condicdes do sistema de deteccdo de massas - Interfaces ESI

A parte inicial deste trabalho se deu através da obten¢do dos espectros de massas
de cada composto e em seguida a montagem da biblioteca espectral, a fim de obter as
condi¢des 6timas de andlise dos acgucares do estudo. Para isso, foram realizadas inje¢oes
diretamente no espectrometro de massas, através das fontes ESI com solug¢des analiticas
padrdo de 10 ng/mL de cada composto individualmente. Esse procedimento foi aplicado
utilizando as fontes ESI para cada composto separadamente. A partir das infusdes foi
selecionado o modo (negativo) de ionizacdo da fonte. Para a fonte ESI foi ajustada a
voltagem do capilar, temperatura da fonte, como também a temperatura e pressao do gas de

dessolvatagdo para secagem do solvente. Nitrogénio foi usado como gas de dessolvatagao.
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Ap0s a escolha destas condi¢des, foram selecionadas duas diferentes transi¢des,
uma para quantificagdo, denominada fon quantificador/precursor e outra para confirmacao,
denominada fon qualificador/produto. Estes fons foram monitorados empregando o modo de

monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

4.3.2 Preparo da fase movel para o sistema cromatogrdfico
A préxima etapa, apds o estabelecimento das condi¢des espectrométricas, foi o

desenvolvimento da separacdo cromatografica. A definicdo da fase mdvel para a separagdo
cromatografica foi composta por uma fragdo aquosa e outra organica. A fracdo aquosa foi
composta de uma mistura de solu¢do de acetato de amodnio 5,0 mmol/L e a fra¢do orgénica
ACN acidificado a 0,05% de acido féormico. A fase mével foi constituida por um gradiente
de eluicdo baseada em informacdes obtidas por meio de revisao bibliografica sobre o assunto
(KUBICA et al., 2012). A composi¢cdo do gradiente que foi estabelecido para o método é
mostrada na TABELA 2.

Tabela 2 - Gradiente de fase mével para sistema de cromatografia liquida. A corrida iniciou

com 75% de acetonitrila em 0,05% de 4acido férmico (eluente B) a 25% de H20 em 5SmM de

acetato de amonio (eluente A; pH = 6,84) em 5 min, equilibrado por 2 min, retornando a 10% do
eluente B em 0,5 min, e reequilibrando por 2 min antes da préxima inje¢ao.

Tempo (minutos) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 25 75
5 90 10
7 90 10
7,5 25 75
10 25 75

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.4 Preparo das Amostras

As urinas foram coletadas de criancas participantes do projeto de pesquisa
intitulado em “Interven¢d@o com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil”. As
amostras foram diluidas (1:400) inicialmente em 4gua ultrapura e a essa solugdo foi
adicionado 100mg de resina. Em seguida as amostras homogeneizadas e centrifugadas. Apds

esse processo, 10uL. dessa solucdo foi adicionada a 100 uL de uma solucdo de Sorbitol
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(100ng/mL), utilizado como padrdo interno (PI) e diluida novamente em eluente B até
completar o volume de total de 2000uL (FIGURA 14). As amostras foram entio injetadas
no sistema HPLC-MS/MS.

Figura 14 - Fluxograma do processamento de amostras. As amostras foram diluidas em
dgua na presenca de resina para troca i6nica. Apds o processo de homogeneizagido, foram
submetidas a centrifugac@o em tubos eppendorf com filtro 0,22um. Ao final do processo, uma
aliquota de 10uL foi adicionada ao eluente B na presenca de sorbitol como PI (100 uL),
obtendo um volume total de 2mL.

500uL de Urina
100mg de resina

|

A 4

l 500pL agua ultrapura ‘

Centrifugacao (6 min. 9000 rpm)

U

Tranferir 10 pL para
Fase Organica
100ng/mL Sorbitol (Pl)
2mL

<

‘ HPLC-MS/MS

Agitacao mecanica (3 min.) 1

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.5  Preparo de Urinas Fortificadas

Solugdes de lactulose e manitol foram preparadas dissolvendo os padroes em eluente
B nas concentragdes de 1000, 1500, 3000, 6000 ng / mL de cada analito. A mesma
quantidade de lactulose e manitol foi adicionada a urina de voluntdrios. Obtendo urina

fortificada (UF) (FIGURA 15).
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Figura 15 - Fluxograma do preparo das solucdes padrio e urinas fortificadas para analise de
efeito matriz. Padrdes de lactulose e manitol foram diluidos em eluente B e a partir da solucdo de
20.000ng/mL foram preparadas as solu¢des em concentragdes de 1000, 1500, 3000 e 6000ng/mL.
Para obtencdo da UF, foi seguido mesmo fluxograma de preparo em urinas enriquecidas.

Solugéo Mée

20.000ng/mL Solugéo Mée

N 20.000ng/mL
Lactulose/Manitol (ACN/H20) Lactulose/Manitol (urina)
2 4 ES - < 3
o w w - =2
g 3 B 2 & g 3 2
= 5
94 '
6000ng/mL  3000ng/mL  1500ng/mL  750ng/mL 6000ng/mL  3000ng/mL  1500ng/mL  750ng/mL
10mL 10mL

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.6  Validacao da Metodologia Proposta
Uma vez definidas as melhores condicdes para determinacdo da lactulose e

manitol, foram conduzidos os estudos de validagao do método.

Os  parametros analisados  para  validagdo analitica  foram:
especificidade/seletividade, linearidade, LD, LQ exatiddo, precisdo (repetibilidade e

precisdo intermedidria) e efeito matriz (ANVISA, 2017).

4.6.1 Seletividade
A especificidade e seletividade do método foram obtidas através da andlise de s
obtidos pelo sistema HPLC-MS/MS por meio do conhecimento da relagdo /carga dos

analitos em questdo na concentracdo de 10ng/mL.

4.6.2 Linearidade
O parametro da linearidade foi avaliado através da construcdo do grafico das curvas

analiticas preparadas tanto em solvente, quanto no extrato da matriz. Inicialmente, obteve-



69

se solugdes nas concentracoes de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 2000ng / mL. Estas solugdes
foram inicialmente preparadas em solvente a fim de verificar a faixa linear do equipamento.
Estas curvas foram realizadas em triplicatas e a linearidade foi avaliada pelo método de

regressdo linear e calculada a partir da equacgdo de regressdo linear
y=ax+b
Sendo:

y = resposta medida; x = concentra¢do; a = inclinacdo da curva de calibragdo

(sensibilidade); b = intersecdo com o €ixo0 y.

4.6.3 Limite de Detecgdo e Limite de Quantificacdo

O célculo para o limite de detec¢cdo (LD) e de quantificacao (L.Q) foi baseado no
desvio padrao da amostra na concentracdo de 100ng/mL e inclinagdo da curva de calibracao
nas concentracdes de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 2000ng/mL) (ANVISA, 2017) de

acordo com as equagdes:

B 3,3 xsd
B a

LD
em que: LD = Limite de Detec¢do; sd = desvio-padrao das leituras de amostras
com 100ng/mL; a = inclina¢do da curva analitica.

_10xsd
T a

em que: LQ = Limite de Quantificagdo sd = desvio-padrdao das leituras das

amostras com 100ng/mL LD = Limite de Deteccao.

4.6.4 Exatiddo
A Exatidao foi avaliada através do ensaio de recuperagdo (ANVISA, 2017). O
teste recuperacao consistiu na andlise em triplicata de amostras de concentra¢des conhecidas
de 100, 500 e 1000ng/mL. O percentual de recuperagao foi obtido a partir da equagao:
concentragao obtida — concentragao real

Y%recuperacio = ~ x 100
concentragio real
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4.6.5 Precisao
A precisdo do método foi realizada nas concentragdes de 100, 500 e 1000ng/mL

e expressa através coeficiente de variagao (CV), onde o CV foi obtido a partir da equagao
cv =2x100
M

sendo: sd = desvio padrdo e M = média dos dados.

A repetibilidade (precisao intra-corrida) foi expressa através da precisdo nas
mesmas condi¢des de operacdes (equipamento, analista, reagentes, dia e mesmas condi¢des

ambientais).

A precisdo intermedidria foi expressa pelas variagdes do laboratério em dias

diferentes, mantendo mesmo analista € mesma instrumentacgao.

4.6.6 Efeito Matriz

Para andlise de interferéncia da matriz, avaliamos a recuperag¢do (R) e o EM
(apresentado como supressdo de ions) (PETROSINO, T.; SERAFINI, M. 2014). Os
resultados foram obtidos nas concentracdes de 750, 1500, 3000 e 6000ng/mL) expressos
através das areas de cada analito na urina fortificada (UF) e no eluente B e expresso em %.

Os célculos para R e EM séo:

area do pico na UF

== - — x100
Area do pico na sol.padrao

area do pico na UF — area do pico na sol. padrao
M = - - — x100
area do pico na sol.padrao

4.6.7 Aplicacdo do Método

Foram analisadas 41 amostras de urinas de criangas saudaveis submetidas ao

teste L: M.
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4.7  Consideracoes éticas

Esse estudo constitui um dos objetivos do projeto de pesquisa intitulado em
“Interven¢ao com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil”, que foi aprovado
com parecer favordvel do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard
(COMEPE/UEC) em 08 de marco de 2013, apds atendimento das recomendacdes exigidas
(Anexo A).

4.7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi revisado e aprovado
pelo COMEPE/UFC, oficio no. 18/13, protocolo COMEPE no. 238/05 em 08 de mar¢o de
2013 (Anexo B). O consentimento informado por escrito foi assinado pelos pais ou

responsaveis das criancas durante a coleta de volume das urinas.

4.7.2 Teste L:M

ApOs os procedimentos de triagem, assinatura do TCLE, entrevista,
preenchimento da ficha epidemioldgica e medidas antropométricas, os pais e/ou
responsaveis receberam um frasco dmbar contendo 20 mL de uma solucdo de lactulose:
manitol (5/1g) em &4gua, armazenada e acondicionada entre 2° e 8°C, um frasco de
clorexidina 0,2%, um frasco de plastico, estéril, graduado, apropriado para a coleta de urina
e as orientagOes referentes a coleta (kit teste L:M). Apos jejum de 8 horas, os responsaveis
foram orientados a oferecer o frasco da solucdo a crianga, certificando-se da completa
ingestdo. A posologia da solugdo para crianga abaixo de 10 kg foi 2 mL/kg. Durante 5 horas
apos a ingestdo, toda urina foi coletada no frasco estéril e a cada 50 mL, adicionado uma
gota da solugdo de clorexidina 0,2%.

Ao final do periodo de 5 horas, foi registrado o volume urindrio, retirado uma
aliquota de 10 mL da urina e armazenada em -20°C. O restante do volume urindrio foi
desprezado. Apds informacdo da realizacdo do teste, o membro da equipe retornou a

residéncia da crianca para o recebimento da amostra coletada (FIGURA 16).
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Figura 16 - Fluxograma do teste L: M. A solu¢do de lactulose e manitol foi ingerida em jejum e durante
cinco horas a urina foi coletada em recipiente apropriado. Ao final da coleta, o volume total da urina foi
registrado e apenas uma aliquota foi utilizada para o teste.

K:tes“’ e [ Jejum (Minimo 8h) J
[ Ingestio da sol. ]
lactulose/manitol (5/19)
[ Coleta Urina (5 horas) ]
HPLC-MS/MS [ Preparo Amostras ]

Fonte: Autoria prépria (2021).

4.8  Anadlise Estatistica

Os dados para validagcdo analitica foram extraidos do software Analyst 1.4.1,
EUA, encaminhados para o office excel e apresentados como a média + desvio padriao da
média. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os

testes foram analisados usando o software GraphPad Prism® (Califérnia, Estados Unidos) e

os resultados considerados significativos foram P <0,05.
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S RESULTADOS

5.1  Condicoes e Parametros do HPLC-MS/MS

O primeiro passo na elaboragdo do método foi a calibracdo da plataforma em
ambas as polaridades (ESI (+) / ESI (-)) com PPG (ANEXO C) e reserpina (ANEXO D). A
reserpina  possui massa molar de 608,68 g/ml e o PPG 76,09g/mol
(https://www.chemicalaid.com/) (FIGURA 17).
Figura 17 - Os espectrogramas obtidos dos ions pproduto do PPG e Reserpina. Gréfico obtido através da
injecdo direta pelo espectrometro de massas na concentracdo de 200 uM de PPG (Q1 = 77,30) no modo

negativo e reserpina (Ql= 609.4) 1uM no modo positivo. O espectrograma dos fons precursores detalha os
fons fragmentos selecionados no terceiro quadruplo.
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130 16'0 195
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Para que o espectrometro de massas faca a identificacdo dos compostos
separados por cromatografia liquida, € necessario que se indique quais fons e fragmentos sao
formados na fonte e separados no analisador de massas. Para tal, fez-se a infusdo direta dos
padrdes na fonte do espectrometro de massas. Com a obteng@o dos fons e seus fragmentos,
registrou-se a maior intensidade dos valores de m/z (FIGURA 18), verificando se esta era
reprodutivel sob as mesmas condicdes. Além disso, foram ajustadas e registradas as energias
que promovem a ionizacdo e fragmentacdo dos ions que serdo monitorados e detectados.

O ion precursor € definido como fon de maior intensidade obtido através do
MRM (ANEXOS E, F e G) expresso pela razdo m/z e abundancia (cps). Os ions precursores
para lactulose, sorbitol e manitol foram respectivamente 341.016, 180.932 e 180.935.
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Figura 18 - Identificacio dos ions precursores do Manitol, Lactulose e Sorbitol através da otimizacio
automatica do método pelo MRM. Grificos extraidos do software da plataforma através da otimizacdo
automdtica para os trés analitos. As moléculas foram inseridas diretamente no espectrdmetro de massas.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Os ions precursores foram obtidos a partir da fragmentagdo dos fons no primeiro
quadrupolo (Q1). Os fons produzidos pela fragmentagdo do ion precursor no segundo
quadrupolo (Q2), ion produto, foram otimizados em modo automatico através da selecao de
cinco fons mais intensos. Cada um dos fons foi otimizado em relagdo ao (DP - Declustering
Potencial), potencial aplicado na interface que € responsédvel por focalizar o fon protonado
para o interior do orificio de entrada do cone; e a energia de colisdo (CE—Collision Energy),
que é responsdvel pela 6tima fragmentacio do fon precursor no Q2 e sua posterior passagem
pelo terceiro quadrupolo (Q3) (TABELA 3).

Tabela 3 - Parametros automaticos dos ions precursores e ions produto da lactulose, manitol e sorbitol,
de através de monitoramento de reacdes miltiplas (MRM). “on precursor dos analitos; Pons produto;
°potencial de decomposi¢iio (tensdo aplicada ao orificio para evitar agrupamento dos fons);potencial de

entrada; *energia de colisdo; potencial de saida da célula de colisdo; ¢intensidade do {ons fragmentos por MRM;
"Volt (medida de tensdo).

Analitos fon fons DP¢ EP¢ CE® CXP'  Intensidade®
Precursor produto (V)r V) W) V) (cps)
(m/z)? (m/z)®
Lactulose 160.952 -12 -11 499000
184.939 -48 -3 420000
341.016 58.947 -75 -10 -48 -9 324000
100.89 -22 -9 301000
73.008 -36 -9 281000
Manitol 112.798 -10 -9 230000
136.813 -16 -9 193000
180.932 58.994 -60 -10 -26 -9 124000
71.009 -26 -5 122000
89.033 -18 -7 109000
Sorbitol 112.912 -26 -9 225000
58.924 -16 -7 150000
180.935 136.927 -75 -10 -26 -9 143000
70.973 -26 -9 131000
92.879 -24 -11 107000

Fonte: Dados da pesquisa.

Por meio da leitura correta dos ions fragmentos do espectro de massas, € possivel
deduzir a molécula em estudo (FIGURA 19). A partir do espectrograma dos fons
precursores sdo apresentadas as intensidades dos fons fragmentos para cada analito

especifico.
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Figura 19 - Os espectrogramas obtidos no modo negativo (M-1) para ions produtos da lactulose, manitol
e sorbitol. Graficos obtidos através da inje¢do direta pelo espectrometro de massas na concentragio de
10ng/mL. O espectrograma dos fons precursores detalha os cinco fons fragmentos selecionados no terceiro
quadruplo.

Intensidade (cps)

Manitol
112.9
2.1e6|
9.0e5
138.8
59.1 71.0 wEa
1.0e5, [\ \ 728 {\
6.0 11'5 13'5
m/z
160.9 Lactulose
2.7€6 | |
1.6e6
101.0 185.0
72.9
58.9 ;
70.9‘:‘ 182.9
1.0e5-1 s :
60 115 185
Sorbitol
112.9
1.5e6.|
5.0e5 136.6
59.0 71.0 G5
73.0
5.0e4]57.0 69.1/|/\ 90.8 134.8
T T T
60 105 135

mfz

Fonte: Dados da pesquisa.
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Na TABELA 4 podemos observar os parimetros analisados para cada fon
precursor através da injecdo de fluxo, realizado na concentragao de 50 ng/mL sem a
utilizacdo da coluna cromatografica. Diferente do ocorrido no MRM, aqui os analitos se
encontravam na mesma solu¢iao (FIGURA 20).

Os cinco ions produto selecionados no Q3, passaram por andlise dos parametros
gds nebulizador (GS1), cortina de gis (CUR), gis de aquecimento (GS2), temperatura
(TEM), fonte de ions (IS) e gés de colisdo (CAD). O processo foi realizado em temperaturas

superiores a 450°C.

Tabela 4 - Parametros automaticos para ions precursores e ions produto provenientes de lactulose,
manitol e sorbitol, de através de analise da injecdo de fluxo (FIA). ®{on precursor dos analitos; ® fons
fragementos;® temperatuda na fonte; ¢ gas nebulizador (auxilia na formacéo de goticulas; ® fluxo de gés entre
orificio e cortina de gés; f gas de aquecimento (GS2 e TEM ajudam na dessolvatacio); € voltagem do ionspray,
que direciona os fons formados para o analisador; " gds de colisdo (auxilia na fragmentagio dos fons precursores
para formacio dos fons produto); ! Celsius, unidade te temperatura);  psi: libra-forca por polegada quadrada; *
volt (medida de tensio).

Analitos fon fon TEM® | GSi¢ | CUR® | GSf IS® CAD"
precursor® | produto® | (°C)' | (psiy | (psi) | (psi) (V)
(m/z) (m/z)
160.952 500 20 40 Médio
184.939 700 25 50 Alto
Lactulose 341.016 58.947 450 50 20 45 -3500 Alto
100.89 550 20 45 Alto
73.008 450 20 45 Alto

112.798 450 50 20 50 -4000 | Médio
136.813 700 45 30 45 -4500 | Médio
Manitol 180.932 58.994 500 50 22 50 -4500 | Médio
71.009 550 50 22 50 -4000 Alto
89.033 450 50 25 50 -3500 Alto

112.912 650 50 30 45 -4500 | Médio
58.924 450 40 20 40 -3500 Alto
Sorbitol 180.935 136.927 650 50 20 50 -4500 Alto
70.973 450 40 20 40 -3500 Alto
92.879 700 40 20 45 -4500 | Médio

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 20 - Parametros analisados na injecao de fluxo para o Manitol 50ng/mL. Grificos obtidos do
software da plataforma através da inje¢do de 50ng/mL de manitol. *CAD (energia de colisfo); "CUR (fluxo de
gds entre orificio e cortina de gés) °GSI (gds nebulizador); °GS2 (gds de aquecimento); °IS (Ion Spray); f TEM
(Temperatura).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Apés a otimizagdo dos parametros para a injecdo de fluxo, foi realizada a

aquisicdo do método. Nesta etapa, as substancias foram separadas através da coluna

cromatografica

(HILIC-ZIC®). Para a utilizagio da separacdo através da coluna, foi

fundamental a defini¢do da fase mével e seu gradiente (TABELA 5).
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A fase moével consistiu em acetonitrila (ACN) adicionado 0,05% de acido
féormico (AF), como solvente organico (B) e d4gua com 5 mM de Ac. de amdnio como
solvente inorganico (A), propor¢do B/A (75/25), pH 6,84, em fluxo de 300uL/m. Utilizamos
inicialmente a proposta de fase movel com adi¢do de 4dcido férmico 0,1% ao eluente B, o
pH dessa solucdo se manteve abaixo de cinco (entre 3,5 e 5,6) e o coeficiente de correlagdao
da curva ndo atingia os padrdes recomendados para cromatografia liquida (r < 0,99)
(FIGURA 21). Ap6s a adicdo de 4cido férmico ao eluente B, esse problema foi corrigido
com pH préximo a sete.

Foram verificados alguns gradientes de fase mdvel até se chegar a um que

apresentasse melhor intensidade dos analitos para lactulose, manitol e sorbitol.

Figura 21 - Curva de calibracao dos trés analitos na presenca de acido formico 0,1% a fase movel. Curvas
obtidas a partir do experimento com a utilizag¢do de dcido féormico como aditivo de fase mével na concentracdo de
0,1% (pH = 3,75).

Lactulose Manitol

y = 5E+07x + BE+09
R?=0,9195

L 1)
L ]
LR

Sorbitol

12E+11 | ¥ = SE+07x + SE+09
R = 0,928

o9

Fonte: Dados da pesquisa.

Para aquisicdo do método, selecionamos os parametros a partir da andlise dos

parametros automaticos realizados na injecao de fluxo e MRM. (TABELA 5).
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Tabela 5 - Condicoes de separacao cromatografica para coluna (HILIC- ZIC®) e parametros ideais para
monitoramento da transicao de ions. *Q fon precursor detectado por monitoramento de reagdes muiltiplas
(MRM). q significa o ion produto de melhor quantificacio a partir da equacdo da curva de calibracio e
coeficiente de correlacdo (R) . © m/z razdo /carga em unidade de atémica; ¢ V: volt (medida de tensdo); © psi:
libra-forga por polegada quadrada.” razdo do fon precursor (m / z) e do fon produto (m / z) escolhida para evitar
a coeluicdo com s idnicas de manitol.

Gradiente de fase mével (%) Eluente B(75/10/75)/Eluente A(25/90/25
Fluxo 300 uL/min

Volume de Injecdo 20 uL

Temperatura do forno da coluna 40 °C

Tempo de corrida da anélise 10 min

Parametros para ions de transicao

Quantitativo [Q]* —qualitativo [q]® DP (V)¢ EP (V) CE (V) CXP(V)
fon precursor (m/z)° — fon produto
(m/z)¢
Lactulose Q341.016 — 160.9524 -135 -10 -12 —-11
Q341.016 — 58.9474 —48 -9
Manitol Q180.932 — 112.798 9 —60 -10 -10 -9
Q180.932 — 71.0094 —26 -5
Sorbitol Q180.935 — 112.912¢ =75 -10 —26 -9
Q80.935 — 58.924f -16 =7
Parémetros operacionais MS/MS
TEM GS1 CUR GS2 IS CAD
(O (psi)® (psi) (psi) (V)
Lactulose Q341.016—960.952 500 50 20 40 -3500 Médio
Q341.016—958.947 500 50 20 45 -3500 Alto
Manitol Q180.932—4112.798 450 50 20 50 -4000 Médio
Q180.932—471.009 550 50 22 50 -4000 Alto
Sorbitol Q180.935—9112.912 650 50 20 45 -4500 Médio
180.935 — 958.973f 450 40 30 40 -3500 Alto
Selecio de pariametros para 500 47 25 5 -3500 Alto

analise

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.1 Parametros de Validacao Analitica

5.1.1 Sensibilidade

A seletividade foi avaliada através da comparagdo entre os graficos obtidos apds
o MRM de amostra branco e padrdes contendo lactulose, manitol e sorbitol (FIGURA 22).
Figura 22 — Identificacio dos ions precursores. Através do MRM foi possivel a constatagdo da sensibilidade

do método através da identificacio de idns precursores para lactulose, manitol e sorbitol. Assim como esperado,
na amostra sem adic¢@o de actcares, nio foi identificado fon precursor.

0.12 13ez] /7 \ Lactulose
5.6e5] A Branco \
005 f 021 027 / \
A gz A A 045 \
/ \ 043 X
0.23 -9129 033 036 N 047 \l
3 “‘
7.066
|
|
2,665 |
|
‘ 340.1 341.0
3421 342.9
2.0e4) ) 2.0e51 \/‘\<J\\_z
) & T T T
0.02 0.24 048 338.8 3412 3436

5.6¢6 /\
181.0 i \
4.2¢§ ; Sorbitol \ Manitol

24¢6) 178.9 | \ | \

™\ I s “ |
\ | \ 1798 | \
, | . 182.9 ‘ | | 1819 1829

EVaVl A

‘ /
\ 79 |
2.0ef) 2.065|| \/\

17838 1810 183.6

1788 181.0 1836

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.2 Linearidade

Foram construidas curvas analiticas a partir da injecdo dos padrdes puros em
solventes, ou seja, padronizacdo externa. O estudo da linearidade foi realizado na faixa de
concentracdo de 10 a 2000ng/mL, como mostram a TABELA 6. Optou-se em utilizar a
faixa de trabalho de 10 a 2000ng/mL devido as baixas concentracdes encontradas nas
amostras analisadas. Respostas lineares foram obtidas na faixa de concentracdo de para
lactulose, manitol e sorbitol. O coeficiente de correlacdo da equacdo de regressao linear

simples obtidas nesse interfalo para lactulose, manitol e sorbitol foram maiores que 0,99 (r

>0,99).



84

Tabela 6 - Linearidade, Limite de detecciao (LD), Limite de quantificacio (.Q) do método no sistema HPLC-
MS/MS para analise de excrecio dos acucares lactulose, manitol e sorbitol. * valor da drea obtida da curva na
amostra em branco; ° limite de detecc@o; © limite de quantificacio; ¢ coeficiente de correlagio.

Analito (ion .

i fon | Ptedona | ke

Lactulose (341.016/ | ¥ = 156" +1.33¢" | 0,0055 00168 0,991
58.947)

Manitol (180.932/ | Y=446e'x+6.42¢° | 0,0003 0,0010 0.993
71.009)

Sorbitol (180.935/ | Y =5:03¢'x+7.10¢® 0,0031 0.0001 0.995
58.924)

Fonte: Dados da pesquisa.
5.1.3 Limite de Detecgdo e de Quantificacdo

O limite de quantificacdo foi realizado através do método das diluicdes
sucessivas. Onde se obteve a menor concentragdo com precisdo e exatidao disponivel no
método para cada analito. Foram realizadas trés andlises dos limites calculados para
verificacio da exatiddo e precisdo deles. O limite de deteccao seguiu 0 mesmo principio do

limite de quantificacdo (TABELA 6).

5.1.4 Exatiddo e Precisdo

A exatidao da metodologia desenvolvida foi avaliada a partir de ensaios de
recuperacdo realizada em trés niveis de concentracio e em triplicata. Neste trabalho, seguiu-
se a recomendacdo da ANVISA (2017) de que as recuperacdes em amostras complexas
devem estar entre 70 a 120%, na faixa de concentracdo utilizada. A precisao do método em
termos de repetibilidade foi calculada e expressa em temos do coeficiente de variacdo. A
precisao intermedidria foi avaliada em dias diferentes e por analistas diferentes, porém em
um sé nivel de concentragido (ponto médio) e foi expressa em termos do coeficiente de
variacio (%CV).

A TABELA 7 mostra resultados de recuperacdo, com respectivo coeficiente de
variagdo (%CV) de cada nivel de concentracdo.

Bons resultados foram obtidos e dentro do limite recomendado para os niveis de

concentragdo aplicados para os acgucares, com exce¢do do Manitol 500ng/mL (132,2%) que

apresentou valores de recuperacio acima do recomendado (>120%).
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Tabela 7 - Repetibilidade do método no sistema HPLC-MS/MS para analise de excreciao dos acucares
lactulose, manitol e sorbitol. concentracio em amostras fortificadas; ® concentragfio obtida através da média
dos valores obtidos pela equacdo da curva de calibragdo das amostras fortificadas; ¢ % recuperacio ¢ desvio
padrao; © coeficiente de variacdo.

Concentracao Concentracao Recuperacao®

Inicial® obtidaP (ng/mL) (%) SD¢ Cve

(ng/mL) n=9) (%)
Lactulose 100 95,7 95,7 1,713 1,79
(341.016/ 500 499,237 99,8 6, 147 1,23
58.947) 1000 994,774 99,4 20,826 2,09
Manitol 100 112,9 112,9 11,060 9,79
(180.932/ 500 661,227 132,2 8,625 1,30
71.009) 1000 1116,35 111,6 18,705 1,67
Sorbitol 100 90,4 90,4 2,251 2,49
(180.935/ 500 568,555 113,71 33,076 5,81
58.924) 1000 988,222 98,8 45,816 4,63

Fonte: Dados da pesquisa.

A determinacgdo da precisdo intermedidria foi realizada em intervalos de 24 horas

na concentracdo de 500ng/ml de lactulose, manitol e sorbitol em trés dias consecutivos. Os

coeficientes de variacdo encontrados foram inferiores a 8,7% (TABELA 8). Nos dois

parametros, a exatiddo do método pdde ser observada através da recuperacao.

Tabela 8 - Precisao intermediaria do método no sistema HPLC-MS/MS para analise de excrecio dos
acucares lactulose, manitol e sorbitol. ? concentracio em amostras fortificadas; ® concentragio obtida através
da equacdo da curva de calibragdo em amostras fortificadas com; ¢ % recuperacao da média das concentragdes
obtidas em dias diferentes; ¢ desvio padrio; ° coeficiente de variagio.

Concentracao | Concentracio® | Recuperacao
Analito Dia Inicial® (ng/mL) (%)° SD¢ CV(%)4
(ng/mL) (n=6)
Lactulose 1 621,6 124,32 41,1 6,6
(341.016/ 2 500 504,7 100,94 11,8 23
58.947) 3 607,7 121,54 52,3 8,6
Manitol 1 5314 106,28 46,5 8,7
(180.932/ 2 500 650,7 130,14 31,3 4.8
71.009) 3 698.8 139,76 30,2 4,2
Sorbitol 1 575,6 115,12 50,2 8,7
(180.935/ 2 500 564,2 112,84 34,8 6,1
58.924) 3 657,8 131,56 104.,0 5,8

Fonte: Dados da pesquisa.
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Para estudo de interferéncia de efeito matriz, solu¢des e urinas foram

enriquecidas com lactulose e manitol em um intervalo de 750-6000ng/mL. Os calculos foram

realizados através da média das dreas dos picos das duas substancias (TABELA 9).

Tabela 9 - Area dos picos das solucoes padriao e amostras de urinas fortificadas. Amostras fortificadas
obtidas através de concentra¢des conhecidas dos analitos em pool de urinas. “concentracdo dos analitos nas
solugdo padro e na urina fortificada; ®média da drea dos picos;°desvio padrio; Ycoeficeinte de variagdo.

Analito Concentracio?® Amost Area dos picos® DP¢ Ccv4
(ng/mL) ras (cps) N=3 (%)
UF 12523333,33 519839,71 4,150
750 Padréo 23706666,67 973721,38 6,582
UF 1,3E+07 253245,59 1,068
Padrdo 2,4E+07 1769755,16 6,288
Manitol 1500
UF 41350000 727461,33 1,759
Padrao 4,9E+07 1545930,14 3,184
3000
UF 71253333,33 1912598,58 2,684
6000 Padrio 8,4E+07 1553093,68 1,839
UF 54176,67 1552,23 2,997
Padrao 51866,66667 1521,26 2,933
750
UF 76046,67 5877,77 6,586
1500
Padrao 95003,33333 8227,71 8,660
Lactulose
UF 130410,00 10424,17 6,728
3000
Padrao 174466,6667 21185,92 12,143
UF 245300,00 7031,59 2,500
6000
Padréo 383666,6667 31187,55 8,128

Fonte: Dados da pesquisa.

Outro parametro para andlise de interferéncia do efeito matriz foi o tempo de
retencdo (TR) da lactulose e manitol nas solu¢gdes padrao e na UF (TABELA 10). O TR se
caracteriza pelo tempo decorrido desde a insercao do analito na plataforma até aparecimento

do seu pico cromatogréfico.
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Tabela 10 - Tempo de retencio da lactulose e manitol em solucoes padrao e urina fortificada. Tempo de
retencdo reproduzido nas amostras padrdo e de UF. *tempo de retencéo obtido com a solugfo padréo; ‘empo de
retencdo obtido com a urina fortificada; “% recuperacdo.

Analitos
Manitol Lactulose
Concentraciao Tempo de Tempo Recuperaciao | Tempo de Tempo Recuperacio
Ng/mL Retencao | Retencido (%)¢ Retencdo | Retencio (%)
Padrao?® UF Padrao UF
(min) (min) (min) (min)

750 6,87 6,83 99,41 7,18 7,13 99,30

1500 6,86 6,83 99,56 7,17 7,14 99,58

3000 6,84 6,82 99,70 7,16 7,13 99,58

6000 6,84 6,82 99,70 7,16 7,12 99,44

750 6,81 6,81 100 7,13 7,12 99,85

1500 6,82 6,81 99,85 7,14 7,12 99,71

3000 6,81 6,81 100 7,13 7,12 99,85

6000 6,81 6,8 99,85 7,14 7,11 99,57

750 6,8 6,84 100,58 7,12 7,14 100,28

1500 6,81 6,81 100 7,12 7,12 100

3000 6,82 6,81 99,85 7,14 7,12 99,71

6000 6,81 6,81 100 7,13 7,11 99,71

Fonte: Dados da pesquisa.

A interferéncia do efeito matriz fo1 medida através da recuperacdo e supressao de

ions (EM) a partir da drea dos picos de lactulose e manitol no padrao e em UF, o experimento

foi realizado em triplicata (TABELA 11).

Tabela 11 - Recuperacio e Efeito Matriz das amostras em urinas fortificadas.
Urina fortificada obtida através da adi¢do de concentra¢des conhecidas do analito na
urina de voluntdrios. * concentragdo conhecida adicionada as solugdes padrio e
amostras de urina; ® % obtido através da média das dreas dos picos dos analitos; ¢ %
expresso em supressdo de fons obtidos através das areas dos picos dos analitos.

Concentra¢do® | Recuperacio® EM*
Analito
(ng/mL) (%) (%)
750 84,6553 -11,66180758
1500 84,2355 -10,78431373
Manitol
3000 85,1699 -11,82182816
6000 84.4134 -12,41908415
750 99,82648 4,39800995
93,92653
i - 4 4’
Lactulose 1500 HEe
3000 88,80397 -22,04164551
6000 135,2735 -30,83954775

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2  Aplicaciao do método - Alteracoes da permeabilidade intestinal

Como parte do estudo, analisamos a excrecdo de lactulose, manitol e a razdo
L:M através do teste L:M para avaliacdo da permeabilidade intestinal em urina de criangas
residentes em areas com diferentes indices de desenvolvimento humano (IDH) em Fortaleza
- Ce.

As criangas foram divididas em dois grupos. No grupo 1, estdo agrupadas as
criancas residentes em bairro com alto IDH (0,90). No grupo 2, estdo agrupadas as criangas
residentes em bairro com baixo IDH (0,21) (Secretaria de Desenvolvimento Econdmico,
Prefeitura Municipal de Fortaleza - Ce, 2010). Nos dois grupos as criangas ndo apresentavam
diarreia e nenhum sintoma gastrointestinal.

As concentracdes de lactulose e manitol foram calculados a partir da drea do pico

pela equagdo da curva de calibracdo da corrida (FIGURAS 23 e 24).

Figura 23 - Curva padrao do manitol. Curva obtida entre o intervalo de 750-
6000ng/mL de manitol em duplicata.
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R2=0,9971
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 24 - Curva de calibracio da lactulose. Curva obtida entre o intervalo de
750-6000ng/mL de manitol em duplicata.

Lactulose y = 27.49% + 2996,7
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na TABELA 12 podemos observar o percentual de excrecdo de lactulose,
manitol e a razao L:M através do HPLC-MS/MS nas urinas das criangas submetidas ao teste

L: M.
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Tabela 12 - Excrecao de lactulose, manitol e razio L:M medido através da plataforma HPLC-MS/MS. No grupo
1, estdo agrupadas criancas residentes em dreas com alto IDH (0,91) e no grupo 2, em 4reas com baixo IDH (0,21).
Foi calculado percentual de excrec¢do de lactulose, manitol e razdo L: M.

Amostra Excrefgﬁo Excrecdo Razao Amostra Excre.gﬁo Excrecdo Razao
Grupo 1 Manitol Lactulose L/M Grupo 1 Manitol Lactulose L/M
(%) (%) (%) (%)

001 11,132 0,794 0,071 001 1,449 0,144 0,100
002 20,263 0,998 0,049 002 1,440 0,288 0,200
003 2,362 0,113 0,047 003 1,577 0,301 0,191
004 7,668 0,771 0,100 004 0,831 0,164 0,197
005 9,093 0,696 0,076 005 2,701 0,547 0,202
006 8,087 0,573 0,070 006 0,747 0,194 0,260
007 2,566 0,098 0,038 007 1,643 0,204 0,124
008 8,226 0,441 0,053 008 0,899 0,156 0,174
009 1,171 0,045 0,038 009 0,908 0,158 0,174
010 4,348 0,132 0,030 010 3,457 0,518 0,149
011 8,430 0,507 0,060 011 0,985 0,192 0,194
012 13,295 0,850 0,063 012 3,433 0,408 0,119
013 4,221 0,407 0,096 013 1,512 0,204 0,135
014 17,379 1,020 0,058 014 1,363 0,224 0,164
015 4,695 0,275 0,058 015 4,708 0,649 0,138
016 7,989 0,263 0,071 016 0,761 0,097 0,127
- - - - 017 1,111 0,069 0,062

- - - - 018 1,148 0,197 0,171
- - - - 019 4,737 0,622 0,131

. - - - 020 0,2308 0,032 0,141

- - - - 021 6,038 0,442 0,073

- - - - 022 8,371 1,160 0,138
- - - - 023 0,461 0,059 0,128

- - - - 024 5,662 0,783 0,138

- - - - 025 1,493 0,181 0,121

Fonte: Dados da pesquisa.

A média da razdo L:M encontrada no grupo 1 foi menor (Média = 0,061) do
que a encontrada no grupo 2 (0,150). Quando comparada a excre¢ao de manitol entre os dois
grupos, encontramos uma diminuicao significativa no grupo 2 (P < 0,05). A excrecdo de
lactulose ndo foi significativamente diferente entre os dois grupos. A razdao L:M foi

significativamente maior no grupo 2 (P <0,05) (FIGURA 25).
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Figura 25 - Percentual da excrecio de lactulose e manitol nos dois grupos de criancas submetidas ao
teste L:M através do HPLC-MS/MS. Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo
interquartil da porcentagem de excre¢do de lactulose e manitol e da razao lactulose/manitol dos grupos 1 (n=16)
e 2 (n=25). A) Percentual de excre¢do de manitol. B) Percentual de excrecao de lactulose. C) Razao excreg¢ao

de lactulose/manitol. A andlise estatistica foi feita através do teste Mann Whitney e os valores considerados
significativos foram os P < 0,05.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a utiliza¢do dos biomarcadores lactulose e manitol na
alteracdo da barreira morfofuncional gastrointestinal através da espectrometria de massas
acoplada a cromatografia liquida. Criangas que viviam em dreas com diferentes indices de
desenvolvimento urbano (IDH) foram submetidas ao teste L:M para avaliar possivel
comprometimento da barreira morfofuncional gastrointestinal.

Virios métodos cromatograficos foram descritos para andlise de lactulose e
manitol na urina (WELCKER et al., 2004; ZHOU; ZHANG; VERNE, 2009). O método
HPLC/MS-MS aqui proposto apresentou vantagens diante da cromatografia liquida isolada,
como sua alta sensibilidade, especificidade e produtividade para anélise dos biomarcadores
lactulose e manitol (GERVASONI et al., 2016).

O analisador de massas utilizado na anélise foi um triplo quadrupolo, sendo o
analisador quadrupolo mais comumente utilizado em andlises quantitativas (FERGUSON;
MCCULLOH; ROSENSTOCK, 1965) e o modo de aquisicdo automdtico utilizado foi o
“Monitoramento De Reagdes Multiplas” (MRM), indicado para andlises quantitativas
(RIBANI et al., 2004). O primeiro passo no desenvolvimento de um método de MRM
consistiu na determinacio das melhores condi¢des de anélise dos analitos de interesse como
descrito por Iglesias (2013). A capacidade do MS/MS em monitorar multiplas transi¢des de
fons de rea¢do por execucdo unica da alta especificidade ao método (KUBICA et al., 2012).

Observamos que o método MS/MS ¢ altamente especifico na medida em que se
baseia na detec¢ao de fons produto Gnicos para lactulose, manitol e sorbitol como podem ser
vistos na TABELA 3 e relatado por outros autores (KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al.,
2008).

Os cinco ions produto foram selecionados e obtidos a partir de altas energias de
colis@o. De acordo com Kind e colaboradores (2018), baixas energias de colisdo preservam
os ions precursores e apenas alguns fons produto sdo observados. Aumentar a energia de
colis@o aumentard a abundancia de fons produto em direcdo a baixas faixas m/z e a0 mesmo
tempo diminuird a abundancia do ion precursor.

O método de ionizac¢do determina como material da amostra € transferido para o
espectrometro de (KIND et al., 2018). A fonte de ionizag¢do foi ionizacdo por eletrospray
(ESI), sendo a fonte mais utilizada para o acoplamento (KIND et al., 2018; YAMASHITA;
FENN, 1984). Pelas caracteristicas do processo descrito, ESI se aplica muito bem a

compostos de polaridade média e alta, dai sua extensa aplicabilidade nos campos
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farmacéutico, de alimentos, produtos naturais, dentre outros como mostram alguns trabalhos
(CAHILL et al.,, 2004; SCHLICHTHERLE-CERNY; AFFOLTER; CERNY, 2003;
STREGE, 1999).

A escolha da coluna HILIC-ZIC® se deu por oferecer reten¢do maior de
compostos como lactulose e manitol, como descrito por vérios autores (DA SILVA;
COLLINS; BOTTOLI, 2014). A coluna HILIC-ZIC® ofereceu também separacao
satisfatoria e tempos de retencao reproduziveis para lactulose, manitol e sorbitol, nos padroes
e amostras analisadas como relatado por Kubica e colaboradorres (2012).

A cromatografia liquida com a coluna HILIC-ZIC® foi capaz de separar
compostos polares com mesma massa molar e a espectrometria de massas foi capaz de
identifica-los (KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al., 2008). Pudemos observar a separacao
dos compostos manitol e sorbitol, mesmo possuindo massas molares iguais, isso devido a
capacidade de a espectrometria de massas separar através da relacio massa/carga (m/z) e
relac@o fon precursor/ fon produto no triplo quadrupolo - QTRAP 5500. O que confirma a
vantagem do sistema HPLC-MS/MS diante do HPLC isolado.

O uso do tempo de retencdo € altamente recomendado para alta confianca de
identificacdo de compostos (HERRERA-LOPEZ et al., 2014; LYNN et al., 2015).

Foi observada uma melhor ionizag¢do dos fons através do modo negativo usando
0 4cido férmico como aditivo. Este é conhecido como aditivo no modo positivo, porém pode
ser usado também como aditivo no modo de ionizagdo negativo (LIU et al., 2010).

O 4cido férmico é mencionado como aditivo de fase moével auxiliando a
ionizacdo dos analitos. Ele € volatil e deve ser utilizado em baixa concentragdo, a fim de
evitar que o mesmo interfira no processo de ionizacdo do analito, processo conhecido como
supressdo de ionizacdo assim como descrito por outros autores como Iglesias (2013) e
Trufelli e colaboradores (2011).

A presenga do dcido férmico a fase mdvel em diferentes concentragdes alterou
o pH dela, variando de acordo com a concentragdo adicionada. Quanto maior a concentra¢io
de AF adicionada, menor o pH da fase movel. Fase mével com pH abaixo de 6 ndo
apresentou uma boa ionizagdo. A fase movel com adicdo de 0,05% de AF apresentou melhor
ionizacgdo e pH préximo ao neutro (pH = 6,84).

Gan e colaboradores (2021) também observaram que alteragdo no pH ou no
percentual organico, pode aumentar significativamente a ionizagao por ESI e de acordo com
Van Wijck e colaboradores (2011), a aplicacdo de um acido mais fraco, como o acido

féormico, aumentou a resposta do dissacarideo, mas reduziu fortemente a resposta do
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monossacarideo. Diferente do exposto acima, encontramos uma melhor resposta tanto da
lactulose como do manitol na presenca do AF 0,05% & fase movel.

Durante o processo de definicdo da fase movel, identificamos vérias alteracoes
naionizacao de acordo com a gradiente de fase mdvel. Foram vdrias tentativas até chegarmos
ao gradiente que proporcionasse melhor ionizacdo (TABELA 3).

Como a eficiéncia do eletrospray depende principalmente da composicao da fase
movel, a composi¢do ideal do eluente para a separacdo cromatografica adequada as vezes
ndo € apropriada para alcangar a resposta mdxima do electrospray (NUNEZ; MOYANO;
GALCERAN, 2005).

Assim como descrito por Lostia e colaboradores (2008), o método relatado aqui,
com base na identifica¢do do ion do fragmento, supera muitos os problemas encontrados na
andlise de carboidratos em fluidos biolégicos e podem ser considerados uma ferramenta
automatizada util para estudar o intestino e a modificacdo da barreira morfofuncional
gastrointestinal, ndo s6 em pediatria, mas também em doencas do adulto, como doenca
celiaca, doenca de Crohn, doenca inflamatorio intestinal, permitindo uma discriminacao
precisa do paciente também para restri¢des de dieta.

Outra vantagem do sistema HLPC-MS/MS ¢ a rapidez na andlise invividual das
amostras quando comparado com o sistema de Cromatrografia Liquida (HPLC-PAD) ja
utilizado no Centro de Cromatografia e Espectrometria de Massas (CCEM), Centro de
Biomedicina, INCT-Biomedicina, Faculdade de Medicina (FAMED), Universidade Federal
do Cearda (UFC), onde a corrida tem duracdo de 35 minutos e no sistema em questdo, 10
minutos. Reduzindo assim a menos de um ter¢o o tempo da corrida, com isso, um nimero
maior de corridas pode ser feito em menor intevalo de tempo, aumento assim a robustez de
dosagem na plataforma de HPLC-MS/MS e uma das vantagens citados para esse sistema.

Dentro da faixa de trabalho de 10-200ng/mL o coeficiente de correlagdo foi
aceitavel (R > 0,991). O método de quantificacdao usado é valido para padronizacdo interna
do método.

A avaliacdo da exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetibilidade e precisao
intermedidria) € realizada de varias formas. A mais utilizada pelos pesquisadores € por meio
do porcentual de recuperacdo do analito, DP e CV, respectivamente (BURIN et al., 2008).
Os coeficientes de variagdo nao foram superiores a 9,79% como relatado por Barboza Jr. e
colaboradores (1999) e Kubica e colaboradores (2012) e deve estar abaixo de 20% de acordo
com RDC N°166, 2017, ANVISA. Os valores de recuperacdo obtidos para exatiddo do

método variaram entre 95,7 e 139,76 de acordo com as concentragdes analisada. Para essa
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faixa de concentracdo a recuperacdo deve se encontrar entre 70-120% (ANVISA, 2017).
Embora recuperacdes proximas a 100% sejam desejaveis, a extensio da recuperacao de um
analito pode ser aceita até na ordem de 50-60, se a recuperagcdo for precisa, exata e
reprodutivel (CHASIN et al., 1998).

Os parametros exatidao e precisdo constituem a chave para o processo de
validacdo. Sdo requeridos para todos os estudos de validacdo de métodos, exceto para
aqueles com propdsito qualitativo, que se destinam apenas a acusar a presenga de um analito.
Para a andlise quantitativa de elementos tracos € necessario validar os limites de detec¢do e
de quantificacdo. J4 para andlises qualitativas é obrigatério validar apenas o limite de
deteccdo. A avaliagdo do parametro da linearidade é obrigatéria para métodos novos e
andlises qualitativas de componentes majoritarios (BRITO et al., 2003).

A adi¢do de uma quantidade especifica de resina de troca i0nica as amostras de
urina, foram suficientes para obter altos valores de recuperagdo assim como relatado por
Kubica e colaboradores (2012).

Como € de conhecimento, a andlise de compostos de interesse pode sofrer
interferéncia de outras substincias, notadamente conhecido como efeito matriz. Em LC-
MS/MS essa interferéncia ocorre no momento da ionizacdo em decorréncia da competi¢ao
no processo de ioniza¢do, fazendo com que o sinal do analito em questio seja intensificado
ou suprimido (SILVA et al., 2019).

Uma vez desenvolvido o método, umas das questdes mais complexas € a analise
de efeito matriz (EM) e deve ser sempre avaliado durante a validacdo de métodos
quantitativos de HPLC-MS / MS, sobretudo em matrizes incomplexas como como urina
(PETROSINO; SERAFINI, 2014). E ainda mais critico em virtude do fato de que nao se
pronuncia diretamente, pois através do MRM, se observa somente o sinal do analito de
interesse. Como esses cromatogramas sao em geral limpos, tem-se a falsa sensagdo de que a
matriz ndo interfere no sinal obtido. Outro agravante € que o EM pode ser afetado pelo
analito, matriz, preparo da amostra, fase mével, consicdes cromatograficas e parametros do
MS.

Diante disso, o EM se torna um dos maiores problemas da andlise através da
espectrometria de massas e estudos se baseiam no objetivo de minimizar esse efeito
(GERVASONI et al., 2016) através de estratégias como purificacdo das amostras ou uma

separacao cromatografica mais eficiente (TAYLOR, 2005).
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Realizamos a andlise do efeito matriz pelo método de adi¢do de substancia
quimica de referéncia (SQR) no qual quantidades conhecidas de SQR sdo acrescentadas a
amostra (ANVISA, 2017).

Observamos que o tempo de retengao dos analitos nao variou e se apresentaram
dentro do intervalo de 2% dos tempos no padrdo como descrito por Nifiez, Moyano e
Galceran (2005).

Observamos uma supressao da ionizagdo em quase todas as concentracoes,
sendo maior na concentracdo de 6000 ng/mL nos trés analitos. Em nosso método a supressao
de fons relatada se apresentou entre 8-30%. No entanto, a supressdo nao afetou a exatiddo e
precisdao do ensaio uma vez que os sinais para lactulose e manitol ficaram bem acima dos
sinais do LD e LQ (PETROSINO; SERAFINI, 2014).

ApOs a validacdo analitica do método, a aplicacdo do método foi demonstrada
através da quantificacdo da excrecdo de lactulose e manitol em amostras de criancas
residentes em 4reas com diferentes Indices de Desenvolvimento Urbano (IDH), Fortaleza —
Ce.

Em todas as urinas analisadas das criancas submetidas ao teste L:M, foi possivel
quantificar lactulose e manitol.

A razdo L:M encontrada estd de acordo com os valores encontrados em amostras
de criangas analisadas pelo grupo através de HPLC-PAD (BARBOZA JR. et al., 1999;
LIMA et al., 1997).

Em 2017, mais de 160 milhdes de criangas (quase 1 crian¢a em cada 3 que vivem
em dreas pobres) sofriam as consequéncias muitas vezes esquecidas de desnutricdo e défict
de crescimento na primeira infancia. Além de dietas inadequadas, a maioria das criangas
tinham infecc¢Oes intestinais repetidas e multiplas (BARTELT; BOLICK; GUERRANT,
2019).

A DEA ¢ uma condicdo subclinica caracterizada por alteracdes funcionais
gastrointestinais e desde a sua descoberta ndo foi reconhecida como uma prioridade e
problema de saide porque ndo causa sintomas evidentes e foi relatada em individuos
sauddveis e ganhou destaque como potencial causa de déficit de crescimento em criancas
que vivem em paises em desenvolvimento (SETCHELL et al., 2020; WATANABE; PETRI,
2016). No entanto, a determinacdo de uma definicao de consenso clara para DEA permanece
um desafio indescritivel (ROGAWSKI; GUERRANT, 2017).

Por conta da natureza irreversivel das consequéncias ocasionadas pela DEA, seu

diagndstico deve ser feito antes de pelo menos 2 anos de idade (DENNO et al., 2014).
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Considerando que as alteragdes teciduais que ocorrem na DEA se correlacionam
com o aumento da permeabilidade intestinal (BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019;
DENNO et al., 2014; GERVASONI et al., 2016; GUERRANT et al., 2013; LEE; RYAN;
DOHERTY, 2014), a realizacdo de um teste diagndstico capaz de aferi-la se torna ttil na
clinica. O teste padrdo ouro tradicional para diagndstico tem sido a bidpisa intestinal para
identificar anormalidades na histologia intestinal. No entanto, esse diagndstico invasivo é
invidvel na maioria das pesquisas e muitas configuracdes clinicas e também & limitada por
potencialemente inadequada amostragem, porque a amostra biopsiada pode ndo ser
representativa de todo o intestino (ROGAWSKI; GUERRANT, 2017; SETCHELL et al.,
2020; WATANABE; PETRI, 2016). A sugestao de um método ndo invasivo e de baixo custo
vem crescendo e tem sido um desafio nos paises em desenvolvimento (ROGAWSKI;
GUERRANT, 2017; SETCHELL et al., 2020; WATANABE; PETRI, 2016), pois ndo hi
testes de diagnéstico clinico, validados (CAMILLERI et al., 2020).

O teste lactulose:manitol tem apresentado bom desempenho, embora apresente
algumas dificuldades de interpretacdo, principalmente em criangas. A falta de padronizagdo
e de estudos de validacdo em relacdo a técnica e a auséncia de padrdao de referéncia sdo
dificuldades que ainda precisam ser sanadas (MORAIS; SILVA, 2019).

Goto e colaboradores (2002) relataram que os niveis de permeabilidade intestinal
sdo elevados em criangas com baixa estatura no Nepal. Na década de 70, Lindenbaum,
Gerson e Kent (1971), mostraram que esta alteracdo foi reversivel em adultos. No entanto,
Denno e colaboradores (2014) demonstraram que a DEA em criancgas € irreversivel apds o
segundo ano de vida, desencadeando comprometimentos até a vida adulta.

O estudo atual revalida esse parametro em criangas sem diarreia com os outros
estudos do grupo. De acordo com Vieira e colaboradores (2008), o teste de permeabilidade
lactulose: manitol foi considerado anormal ou positivo para fins de comparacio se a relacao
lactulose: manitol foi > 0,0864.

Nao ha referéncia internacional ou padrdes de medicdo que facilitem a
padronizacdo do ensaio de lactulose e manitol. Como os valores L:M ndo podem ser
comparados com confianga entre laboratdrios, o ponto acima do qual um resultado de teste
¢ interpretado como “anormal” ¢ geralmente definido em um estudo ou laboratério. Uma
maior comparagao tornaria possivel diagnosticar com precisdo uma crianga como tendo uma
relacdo L:M “anormal” de acordo com um padrdo universal, ao invés de um padrao relativo
e especifico do estudo. Embora o teste L:M seja o ensaio mais comumente usado para estudo

da barreira morfofuncional gastrointestinal e tenha sido usado hd mais de 2 décadas pelo
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nosso grupo de pesquisa e outros, poucos padrdoes foram adotados na implementacdo,
avaliacdo de concentracdes de analito, ou a interpretacdo dos resultados (BARBOZA JR. et
al., 1999; LEE et al., 2014; LIMA et al., 1997).

Quando comparamos os resultados obtidos entre criancas residentes em regides
com diferentes IDH, podemos observar uma diferenca significativa (P < 0,05) nas razdes
L:M e percentual de excrecao de manitol. Esses dados sugerem presenca de alteracdes na

absor¢ao intestinal em criangas relacionadas com o IDH, como descrito por outros autores

(CAMPBELL et al., 2003; LEE et al., 2014).

A desnutri¢do infantil continua sendo uma caracteristica quase invaridvel de
muitos paises em desenvolvimento. As causas estdo associadas a complexa interacdo entre
pobreza, quantidade e qualidade inadequada de alimentos, infec¢Oes frequentes, mads
condig¢des sanitdrias, praticas de higiene inadequadas e baixa acessibilidade aos servigos de
saude. Além disso, a capacidade de digerir e absorver os alimentos pode ser prejudicada por
doencas frequentes e cronicas, como a infec¢des entéricas (GOTO; MASCIE-TAYLOR;
LUNN, 2009).

De acordo com Benedetti e colaboradores (1997), criancas em paises de baixa e
média renda comumente experimentam inflamacao sist€émica de baixo grau, que pode
suprimir a producdo de fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e resultar em
falha de crescimento linear. A inflamacdo sistémica é considerada causa e consequéncia de
DEA.

Weisz e colabores (2012) observaram menor crescimento linear em criangas de
2 a 5 anos em Malawi (Africa) associado a maior excrecdo de lactulose, enquanto melhor
crescimento, foi associado a menor excrecdo de lactulose, acesso a dgua limpa, ndo dormir
com animais e sem histéria prévia de desnutri¢do. Oitenta e sete por cento das criancas
estudadas demonstraram evidéncias de enteropatia ambiental. Relacionando assim, a
integridade intestinal anormal ao crescimento linear reduzido nessas criangas.

Em bebés de Bangladesh, a razdo L:M foram maiores que em bebés do Reino
Unido e 62% mostraram evidéncias de dano a mucosa intestinal quando comparados com os
do Reino Unido (GOTO; MASCIE-TAYLOR; LUNN, 2009).

No entando, a DEA se trata de uma condi¢do complexa (WATANABE; PETRI,
2016), onde nenhum fator Unico foi identificado com culpado (BARTELT; BOLICK;
GUERRANT, 2019), necessitando assim de avaliagdo detalhada para diagndstico e um
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grande interesse em validar o diagnéstico de biomarcadores para essa condi¢do subclinica
(BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019).

Devido a necessidade de diagndstico para avaliacdo da permeabilidade
intestinal, se faz essencial o estudo de alternativas diagndsticas que sejam precisas, simples
e ndo invasivas. Os sistemas analisadores baseados em LC-MS/MS totalmente
automatizados e "fechados" provavelmente terdo um papel importante no futuro da quimica
clinica (VOGESER; STONE, 2020).

Este é o primeiro estudo através da plataforma HPLC-MS/MS pelo CCEM.
Como perspectiva futura, gostariamos de confirmar os resultados deste estudo em um
nimero maior de criancas para melhor definir os valores de corte relacionados a DEA. Além
disso, ampliar anélise de biomarcadores para permeabilidade de barreira morfofuncional
gastrointestinal, estudos de metabolomica e outros. Para analise metoboldmica, a plataforma
HPLC-MS/MS vem sendo considerada componente fundamental, sendo a técnica mais

comumente utilizada (ABDELNUR, 2011; ABDELNUR; CALDANA; MARTINS, 2014).
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7 CONCLUSAO

Os parametros para deteccao de lactulose e manitol através de HPLC-MS/MS
podem sofrer interferéncia na auséncia de um aditivo de fase mével, alteracdo de pH e
gradiente de concentracao da fase mével. A andlise da excrecdo de lactulose e manitol na da
urina realizada através da plataforma HPLC-MS/MS superou a cromatografia liquida isolada
em relacdo ao tempo de execucdo de andlises e sensibilidade. Também foi capaz de
identificar compostos de mesma massa molar como o manitol e o sorbitol. Diante do
exposto, a plataforma se apresentou como uma ferramenta importante no diagndstico de
alteracoes na barreira morfofuncional gastrointestinal de forma precisa e simples.
Adicionalmente, esse teste para avaliacdo da barreira morfofuncional gastrointestinal foi
demonstrado como método ndo invasivo para monitorar a presenca de DEA e outras doencas

como doencas diarreicas, desnutri¢do e outras em criangas.
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ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Fderal dCeara
Comité de Etic em Pejuisa

Of. \° 139/09 Foaleza, 05 de inho de 2009

Prezaio Doutor,

O Conité de Etica :m Pesquisa la Unirsidade Fedral do Ceard —
COMEPE de acorio com as Resolugdes 19696 e omplementars, aprovou na
reuniio do dia 04 de junho de 2008, a relizagd do sub-projlo 2 protocolo
COMEPE 238/05 Interveng@o tom micronutientes: impacto aingo prazo no
Brasi, no Instituto =ducacional € Canarinho.

Atencisames,

Jra. Min Parente Monteiro
Zoordenas Agjunta do Comiié
de £3 em Pesquisa
CAEPEIUFC

Ao D Aldo AngeloMoreira Lima
Investigador
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ANEXO B - TCLE

Intevvengio o Moronuinanss ¢ inpacio @ Lago Pra no Evasl
(Cecoie Canvinho: Qhstives 2)

Nome do P ticiparts

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDC

ESlance convdando sus congs pan paeliciow de uma pquiss ce gendca pars  infecsdes
gastriniestinnk ¢ impedimeto de crescimeno ¢ desenvolvieento. He estudo & un parceta entre @
Uriversidam Faderal do Cord & a Universidide da Virginia, ns Estass Unidos. Amoms de fezes, dados
ANropemdt icod & dadan sdeo-culhunsis Sorio solitedon & exanrados aemos tesdes ¢ DNA ras semoslres
coletadas pira ver as caractaisticas hereditirts que podem pruiamentproduir infeceds gastrintestinals ou
impedimenb do crescdmemos deservolwmenb.

ommuuomm-.mmun-w¢MMm
seservvolvinento. O obfstivo 16 teste gendticod dentificar os ftores @ contrbuem par o deseeyvolvamento
2o carlas deengan

Para xarticipar deste &tudo vool deve Oncordar OO 08 MMos Lf exposion

O gue estanos tentando dscobirie:

Sua giangs 1o seledoada pOnGus eslile & UM escol patice de Fordezs s na fata ctana
entre 2 ¢ 10 messs, 24m J& ndo apresents sinloma daméoo nositimos 15 das tes da colela G
amoslses

NoGS GIup0 d¢ pesgusa 1em estudado ) iImpects das dangas dTticss em crams de comunidades
carentes ce Fortaleza Os studos realzades permitiam a ssoclap entre aa dianas porsistentes e
flgumas remogles enténcasespacificas coma ruptura da bassira inttin, provocanc asteracdes na sus
fungdo absitiva e predispodo criangas 3 ima makr cargadiarek Obssrvamos ¢ & ccordnda de
goenyas dirdcas nos doms pimeros snos dedds & 3 presengide delernados ptdoers sntiricos, pedem
infuancer 10 cremcimanto lindge da crianca Baddica de diarria persianta nes dola pnelos ance de vida
Mosram &f aSeociagdo om um dahce de crescimento deld a2 4n aos 4 a 6 ars de oxde nessas
criangas. ARm dsso, 2 Kdack de Inlco da criinga na esooia &) idade ir ano sscoliar o sgndcantements
Glrasackis prlax dosnces disrdices coomcsms ro inlco da ndine

Na Disca por stematiag para a dmindg3o 0o IMpacto ousado fas doengas daMos Causadas por
virus, toctiias ou parasitas cbservamos 3 gande sfoénoi o sciup de redicratss ory bassaca em
ghutaming qiando camgorad: & radiconal soscho 4 e de (loma Am dissa lamosestado @ infludnda
da suglematagda de microntrientes, como 2nco, vitamina A cargininna dicta de origas susceptives 3s
doengas dirm&cas, obsarvanio 3 recucdo No IMmero de crancs dosnd.

Eatn ashidos hm sidi eclizadon am des comunidacdisciraniecs Forakaa: Pgus Unhanstaro e
Cengaies Dlas, ambas sihades em Fotalea @ peloimas & Facuidie de Medicinadcompannando 08
quadrea dinrbicos Giasas cas comunidadel 20 KNgo dos (IMce 2ancG, CbGenvant que Mesmo nas
criangas qus nBo apresertian diaméa como Hioma, ancs exas ums & prevaldnoa detllamacio intestinal
¢ de enleopuidgences Gue podem optriunamente causar 1s dosas damélcas dando as defesas
Imunaidgics slle mduz!mu Isso vem acosecendo principimente m wvirtude de ndigles higdoico-
saritanas instsfaltnes & dacwéncs de uma deta nutnconal blances

Pars que possamos makmente avalia o impedo keio da poenga desies jemes infecclosos,
princpalmete quando ndo 14 diarrdia, se fa necessica a aliagdo sstes agemes o criangss que nho
residem nesas comunidads & que ndo =ofem com o falla @ =anesento thsico e + ume simentagio
cometa Osresukados desteestudo parn os peticipantes sach memudos em lemes & canhecimento do
rRco pars m dosnses diamisin. A sociedade om gerdl se benficia dauaiquer redugdnestas doengas da
pobreza.

O que acortecork

Existemn dwas partes para este estudoc

1. Um protssional de sadch (enfermsira efor agenls de sald) visilars escols & colera wnsg amoslra de
fooes s BUN CTRNGA,

Um Quastiondnio serd apbado para coletarindormagdes sOch-ambieals,

Med it antropomatricasmec o também willcadus w oagslackio amen formub

Ad amatas serdo encaninhadas para oLaboaratdrio de Deangas fecciosas da UR para o reakzazéo
Uus lootn. pa as o oo loios © sardoguoidodos 2 aamions B kantiScar micraganiamos;

Suss ancetras foardo amapanadss pof 5Ines 008 o Tined 1o eshix

L

i

Ao anostras fecals cotiadas serdo svaladas atraves demdlacioocrrnGonais sbcnicas de ticloga
molecular, quando spichives. pora 8 detegho de palogecs enlicos A deleop de haimintos e

ineidda poo msdoo peclsln responsivel peb ashude,
Versdo: 06 00000 (Verao 001} Phgira § de2
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Riseos:
Nio existum racs fimcos, socamsou palocldgicos nete esha

Confidencalidade:
A coldenciabdade & : privacidade dos 10405 de SUR NGO e resguasrcncas, 1gUNdo Normas MG
bracieias

RURPOSNRAMIAJOE 8 USHEL0E Lan04.

Se siu Slha spresants quaicuer dano LMo resutado deto do buckd, vosd devid snlrst s contato
cum o Or o Lima no fonc 3358 2437 pars reoiber 8 terap necesria. Qualquer dio resutante de sua
Participacis serd avaiado airstado de aconk 0om 06 benefies @ sedsnsia inlngral o vocd passa o ter
dreto 20 asinar este fanmuano de comsantineno » sntrar naossqus pols odo danowedante © estudo &

de inteia responsatilicdads & pescuisador

Paru lgar:

:mM(1)mmm¢oMp~hwuaanoA.mmoo
Feoguisa Ginics, UFC (Twl 3365 B445) (2] viguma questliosobre us diretos com padidpants de um
estudo, por favar ligue para Comli de sm Pesquesa daJFC (CMEPE), Tel: 35 B437, ou pega a
Slguim do mmbuco pars AT VOOR & CONTILAT XM &k Pelecik Gackis NTa

LA U s
A patcinscio de samianga neste esudo & compietarante vontana Vood & re pars retied.la 9o
eshudo @ gualquer Momento Bm prejilzos. Apenas avise 3 um O Memros de equipa

Niémero toal de participants ¢ duraclo da seticipacio:
O ndnero tobad de parttpantes Previsionpard esie CotURNeHd Conade em &2 crias.

Nome da Supto
(8@ < 15 wen)

_—y el T
T o Uimrcdo Lega Fonu Guardbo Lagsl aY min ano
(16OME LETIM FOR sy IMESRNA T U

) 2P

wssinatory da [eremunts ad' mey
L e
Acsnatura o Mambe da Peusa W mm o
Vessic: 06,04 2000 (Versdo: 008) Pigios 2 de 2
. Moatritd
Dradines Pl
O o o e P



ANEXO C - CALIBRACAO PPG

Printing Time: 2:51:43 BM
Printing Date: Wednesday., April 12, 2017
[ _Q1: 10 MCA scans from Sample ... Max. 8.9e6 cps. W 1. 10 MCA scans from Sample ... Max. 8.9e6 cps,| W _1; 10 MCA scans from Sample ... Max. 8.9e6 cps.
4.5¢6 Hhg 8.0e5 4113 7.0e5 aRa:S
4.0ef 6.0e5
i o 60851 "
& 3.0e6 g g 4.0e5
= = ] 5 40e5
T 20061 g 40e5 2
2 = 4122 #4132 £ 20e5] o
T 1.0e6 47 8- = 2.0e5- A0 . £ |
2.2 /\
QQN_‘-" T T T T 1 D.G T T T T T T T T T T T T
42.0 43.0 44.0 45.0 46.0 47.0 40900 4100 4110 4120 4130 4140 583.0 5840 585.0 586.0 S87.0 5BB.0
miz, Da miz, Da miz, Da
| B g1 10 MCA scans from Sample ... Max. 8.9¢6 cps| W -Q1: 10 MCA scans from Sample ... Max. 8.9¢6 cps| W TIC of -Q1: from Sample 1 (TunesS... Max. 2.0e7 cps.
8.9e6 Al T 2.0677 0.04 0.20
8.0e6 - 1.5e6 ’—\-\__-,—-—/—4\“-/—/
&  6.0e6- % 1224.8 a 1.5e7
o 934.6 = 1.0e6 =
%’ 4.0e6 - @ g 10873
£ & ] 12257 &
= 2.0e6 935.6 B = 5066
GL T T T T T T U-G T T T U.U. T T T T
831.0 9320 933.0 9340 9350 9360 1222 1224 1226 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
miz, Da m'z, Da Time, min
Peak Listfor"-Q1: 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20170412145035.wiff (Turbo Spray)"
Target Mass (Da) Found At (Da) Intensity (cps) Width (Da) Mass Shift (Da)
1 44 9980 450029 4.5442e6 0.6643 -4 8877e-3
2 411.2590 411.2604 7.9600e5 0.6734 -1.3940e-3
3 585.3850 585.3522 6.9830e5 0.6546 0.0328
4 933.6360 933.5786 8.9328e6 0.6992 0.0574
5 1223.8450 1223.7490 1.6597e6 0.6833 0.0960

Collected by: UFC-BCWUFC
lectronic Signature: ma

Operator: UFC
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Printing Time: 10:32:24 AM
Frinting Date: Tuesday, April 14, 2017

ANEXO D - CALIBRACAO RESERPINA

4.0e7

3.5e7 4

3.0e7 4

2.5e7 1

2.0a7

Intensity, cps

1.5e74

[ <07 8 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT201 70418102038 wiff (Turbo Spray)

609.4

Q1 MS Scan Reserpine

Max. 4.0e7 cps)

1.0e7
5.066
0.0k : T T : . T : T . . . )
606.0 606.5 607.0 8075 608.0 608.5 609.0 609.5 610.0 6105 611.0 6115 612.0
miz, Da
Peak List for" +Q1: 8 MCAscans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20170418102038.wiff (Turbo Spray)"
Target Mass (Da) Found At (Da) Intensity (cps) Width (Da) Mass Shift (Da)
1 174.1000 n/a n/a n/a nfa
2 195.1000 n/a n/a nla n/a
3 236.1000 nfa nia nia nia
4 365.2000 nia nia n/a nla
5 397.2000 n/a n/a nl/a nfa
6 448.1000 n/a n/a n/a nfa
7 609.2810 609.3285 4.0042e7 0.6689 -0.0475
Collected by: UFC-BOVUFC

Electronic Signature: no
Operator: UFC
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ANEXO E - MRM LACTULOSE

Friday, December 15, 2017, 09:5<

Infusion Compouncd Optimization

MS/MS Analysis, negativs

Execursaxr ion: MW Ion Search Window: = C.500 (Da)
Exoduct 1ion: Auto Szlect, Cricerza:
From th2 most intense: 5 peaks. Build final method using 5 most intensa peaks.

Excludz Product Icns wichin = 1£.C00(Da) of Precursor Ion m/z,
Min. masz for prccuct ion: 50.00C(Ca). Thresholc for product lon > 0.0(=ps)

Quad 1 Reszolution: Unic resoluticn, Quad 3 Resolution: Unit resolution

Target Compound MW (neutral, Dz) No. Charges
FXA Lactulosze 342.300 1

Initial Q1 Scan

Target Compound Mass(Day Intensityicps) (5 MZTA Average)
FEA Lactulose 341.015 3455389
Earamecesx: DP Scarc: -300.0 Stop: -1.0 Scep: 5.0
Mass==(Da) Currant Value Naw Value Inctenszity (cps)
341.015 -80.0 -135.0 1129651

Final 21 3can

Target Compound Mass (D3 Intensitvicps) (5 MCA Average)
FXA Lactulose 341.013 110102

Final DIMI Method: FKA Lactulose QCpt FinalQINI Neg.dam

Target Compound: FEA Lacculose

Initial Product Mess Initial Froduct Ion Intensity(cps) (26 MCA Sum)
160.552 433¢CC

184.935 420¢0CC
58.547 324¢CC
100.893 301¢0cC
73.008 281¢CC
Earametar: CE Starc: -130.0 Stop: -5.0 Scep: 2.0
Massasz(Da) Corrent Value ¥aw Value Inctensity(cps)
341.013/58,98¢4° -&0.0 -32.0 38037
341.013/73.,00¢ -20.0 -35.0 4233C
341.013/100.£9¢ -£0.0 -22.9 76912
341.013/160.952 -40.0 -12.90 242368
341.013/184.93¢ -4D.0 -33.9 8336C
Farametsr: CXP Scart: -5S5.0 Stop: -0.0 Sce=p: 2.0

Mas=es(Da) Current Value New Value Incensity(cps)
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ANEXO F - MRM MANITOL

Ihursday, Decembexr 21, 2017, 08:3%
Infusion Compound Cptimization

MS/MS Anslyails, negative

Precursor fon: MR Ton Seazrch Window: 2 0.500 (Da)
Froduct 1an: Auto Selecs, Criterias
From the moat intenae: 5 peska., Build final sethod caing S poat intense peaks.

Exclude Product Icas within £ 18,000(Da) cof Precursor Ion m/z.
MHin. mass for praduct ian: S50.000(De). Threaheold fer produce fon > 0.0(cpai

Quad I Resclution: Dnit resslution, Quad 3 Resolution: Unic resclution

Targetr Compound MNineutral, Da) No. Charges
HF Manitol 183.9 182.170 b

Inatial Q1 Scan

Targetr Coapound Haass (Ds) Intensicycpa) (5 MCA Average)
HY Manitol 169.9 180,%44 795810
Farameter: DP Stace: -300.9 Stop! -1.0 Scep: 3.0
Masaex(Da) curzent Value New Valus intensity (cpe)
180.944 -50.0 -&0.0 236807
Final QL Scan
Targer Compound Maxe (Da) Intansicyicpe) (5 MR Average)
HY Mamivol 18G.9 180.932 873561

Final QIMI Method: HF Manitol 180.3_QOpt_FinalQIiMI Neg.dam
Target Compound: HMF_Manitol 180.9

Iniztial Product Nass Initial Product lon Intensaty(aps’ (26 MCA Sum)
112.798 230000

136.813 153000
58.994 124000
71.00% 122000
89.033 109000
Faraneter: CE Stary: ~130.0 Scep! -5.0 Step: 2.0
Mazases(Da) Curzeans Value Rew Value Intensity(cpe)
IB80.932/%8.999 -$0.0 -26.0 26142
180.932/71.009 -40.0 -26.0 24233
185,.932/89.03 -40.0 -18,0 38417
180.932/112.7%8 -40.0 -10.0 298857
180.932/136.813 -40,0 -1¢€.0 55818
Parameter; CXE Scars: ~-58.9 Stop: -0.0 Scep: 2.0

Mazzes(Da) Current Value New Value Intenpity(cpal
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ANEXO G - MRM SORBITOL

Friday, December 08, 2017, 10:34

Infusion Compound Cptimization

MS/MS Analysis,

Precursor ion:
Product ion:

MW Ion
Auto Select,
From the most intense: S peaks.

negative

Search Window:
Criteria:

= 0.500 (Da)

Build final method using 3 most intense peaks.

Exclude Product Ions within = 18.000(Da) of Precursor lIon m/z.

Min. mass for product ion: 50.000(Da).

Threshold for product ion > 0.0(cps)

Quad 1 Resclution: Unit resolution, Quad 3 Resolution: Unit rescluticon

Target Compound
Sigma Sorbitol

Initial Q1 Scan
Target Compound
Sigma_ Sorbitol

Paramater: DP

Masses (Da)
180.940

Final Q1 Scan
Target Compound
Sigma Sorbitol

MW (neucral, Da)
182.200

Ma=s (Da)
180.940
Sctart: -300.0 Stop: -1.0
New Value
-75.0

Current Value
-90.0

Mas=s (Da)
180.935

No. Charges
1

Intensity(cps)
823138

(5 MCA Average

Step: S.0
Intensity(cps)
835251

Intensity (cps)
£40616

(5 MCA Average

Final QIMI Method: Sigma Sorbitol QOpt FinalQIMI Neg.dam

Target Compound:

Initial Product Mass

112.812
58.924
136.927
70.973
92.879

Parameter: CE

Massesz (Da)
180.935/58.924
180.935/70.973
180.935/92.879
180.935/112.9212
180.935/136.927

Parameter: CXP

Mazsse=z(Da)

Sigma_Sorbitol

225000
150000
143000
131000
107000

Start: -130.0 Stop: -5.0

Currenc Value New Value
-40.0 -26.0
-40.0 -26.0
-40.0 -24.0
-40.0 -10.0
-40.0 -16.0

Start: =55.0 Stop: -0.0

Current Value New Value

Inictial Product Ion Intensity(cps)

{26 MCA Sum)

Intensity(cps)
31997
28572
24560

101710
49818

Step: 2.0

Intensity(cps)



