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Avaliacao de protocolos de extracdo dos metabdlitos polares presentes

em soro sanguineo visando a otimizacao de analise por LC-MS/MS de
possiveis marcadores bioldgicos para o transtorno bipolar

Mariana Marques, Alessandra Sussulini

Resumo: As ciéncias ©Omicas buscam Palavras-chave: Metabolémica; Microextracdo
compreender e estudar a dindmica de um liquida; Soro; HILIC; Cromatografia Liquida;
organismo, bem como o funcionamento de suas Espectrometria de Massas.

vias metabolicas, por meio da identificacdo e
caracterizacdo de varias “pistas” deixadas em
decorréncia de processos bioldgicos, tais como a) Materiais e Métodos:
proteinas, lipidios e metabdlitos presentes em
fluidos, células e tecidos. De uma forma geral,
dentre as ciéncias 6micas, a metabolémica, tem
trazido diversos avangos para o entendimento da
natureza e, principalmente, do desenvolvimento
de processos fisiopatoldgicos no corpo humano,
por explorar moléculas que se encontram no final
do processo de expressao dos genes. Estes
estudos tém uma grande relevancia na
caracterizagao de processos patoldgicos, como o
transtorno bipolar (BD), possibilitando um melhor
entendimento sobre as vias metabdlicas

Discussao:

Para este experimento foram utilizados trés
métodos de extracdo a fim de separar o soro
sanguineo em fase aquosa, proteica e lipidica para
posterior analise da fase aquosa em LC-QTof. Os
reagentes utilizados para cada uma das diferentes
extracbes estdo explicitados na Tabela 1 e o
procedimento geral seguido para as extracdes se
encontra na Imagem 1. Para todas as extracdes
foram utilizados 40uL de soro sanguineo, valor
previamente otimizado por testes anteriores. Todos
0os métodos de extracdo foram realizados em

envolvidas no processo de adoecimento e em triplicata.

como melhor diagnosticar e tratar estas doengas. MTBE )
Muito ja foi produzido sobre a abordagem das MTBE simplex Bligh &
ciéncias dmicas em transtornos (M)* (MS)? Dyer (B)?
neuropsiquiatricos, porém ainda ndo foram Metanol (uL) 300 295 240
cunhados métodos de otimizag&o de preparo das Cloroférmio

amostras de pacientes para posteriores andlises (uL) - - 400
metabc?lc“)micas que também po§sam sgr melhor MTBE (uL) 1000 750 .
aproveitadas para outras ciéncias émicas, que Agua Milli-Q

ndao gerem desperdicio, bem como erros (uL) 250 - 160
estatisticamente relevantes e associados a este AcNH. 0.1%

preparo. ' - 190 -

(uL)
Tabela 1: Solventes e suas propor¢des utilizados para a
extracao liquido-liquido de soro sanguineo.

Assim, esta pesquisa pretende encontrar, por
meio de revisbes bibliograficas, testes e
otimizagbes de protocolos e analises por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas, um método 6timo de preparo de
amostras de soro sanguineo humano para
futuras pesquisas neste campo.
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Imagem 1: Diagrama do procedimento de extragdo replicado
para os trés métodos.

Apoés a separacdo das trés fases, como mostrado
na Imagem 1, as fases organica e aquosa foram
separadas em tubos do tipo eppendorf 0,6uL e
secas no speed-vac a fim de serem estocadas e
posteriormente analisadas por cromatografia liquida
acoplada ao espectrdmetro de  massas.
A fase proteica foi lavada e ressolubilizada em uma
solucdo de Tris-HCI 0,1M (pH=8,8) com auxilio de
ultrassom até que as solugdes estivessem limpidas
e sem material particulado. Apds a ressuspensao
completa essa fracdo foi analisada utilizando o
método Bradford a fim de quantificar o total de
proteinas e solugdo e comparar os trés métodos de
preparo.

b) Resultados obtidos:

Para a andlise das triplicatas de cada método,
seguindo o método de Bradford*, foi realizada a
construcdo de uma curva de calibracdo
apresentada na Imagem 2.

y = 0,0066x + 0,1388
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Imagem 3: Curva de calibracdo obtida utilizada para a
guantificacéo de proteinas total das amostras

A principal finalidade de quantificar o total de proteinas
extraidas em cada método é verificar qual deles pode
gerar menos residuos de outras fracdes nas analises
posteriores das fragdes de metabdlitos por LC-MS/MS.
Devido a pequena quantidade de proteinas presentes
nas outras fracdes e a falta de métodos rapidos e
praticos como o Bradford para a andlise de analitos
totais de tais fragcfes, a forma mais simples de verificar
a efetividade dos métodos de extracao utilizados € por
meio da quantificacdo total de proteinas na fragédo
proteica. Assim, por exclusdo pode-se determinar qual
dos métodos é o mais eficiente para a separacdo de
fracBes de soro sanguineo.

Amostras Média Desvio Cogficiente de
(ug/ml) Padréo Variagéo (%)

B4.1

B4.2 947.47 396.87 41.9

B4.3

M4.1

M4.2 1210.10 |[893.23 73.8

M4.3

MS4.1

MS4.2 |1250.51 |434.70 34.8
MS4.3

Tabela 2: Média, desvio padrao e coeficiente de variacao
calculados para cada conjunto de métodos de extragcdo
realizados.

Concluséo: Devido as caracteristicas do proprio
método de andlise e diferencas de preparacao
intrinsecos do analista, existe uma grande diferenca
entre as concentracoes reais das amostras. Com
isso, a melhor forma de analisar os resultados e
comparar os métodos de extracdo € por meio do
coeficiente de variagdo do conjunto de amostras,
cujos valores estdo apresentados juntamente com a
média e o desvio padrao na Tabela 2.

Dessa forma, pode-se concluir que o método cuja
extracao de proteinas se mostrou mais eficiente foi



o MTBE Simplex, devido a seu menor coeficiente de
variacao e facilidade de diluicdo das proteinas apos
a extracdo e separagdo das fracbes de soro
sanguineo.

Perspectivas Futuras: Um dos principais desafios
das pesquisas relacionadas as ciéncias 6micas € a
analise integrada de todas as areas (lipiddmica,
protedmica, metabolémica, gendmica,
metabonOmica e transcriptdmica), principalmente
devido a complexidade e ao volume dos conjuntos
de dados provenientes das andlises individuais por
cada um dos ramos dessas ciéncias.® Avancar
nesse sentido poderia trazer grandes inovacdes em
diversos ramos da ciéncia nos quais a
metabolémica pode ser aplicada como agricultura,
analises clinicas e toxicologia.

No caso do setor médico e diagnostico, mais
especificamente para o Transtorno Afetivo Bipolar, a
analise integrada de ciéncias 6micas vem permitindo a
identificacdo de alguns possiveis marcadores
biologicos para esta condicdo psiquiatrica. Alguns
deles permitem diferenciar pacientes com Transtorno
Afetivo Bipolar (TAB) e Controles, como hidroxibutirato,
colina, isobutirato e N-metilniconiamida. E possivel,
ainda, diferenciar pacientes portadores de TAB e
portadores de transtornos cognitivos moderados por
meio de alguns metabdlitos como propionato, formiato,
acido (R*, S*) 2,3-dihidroxibutanoico, fenilalamina, 2,4-
dihidroxipirimidina e B-alanina.®

Nesse estudo foi possivel avaliar qual das trés
principais técnicas utilizadas atualmente na extragéo
de metabdlitos de soro sanguineo permite o maior
indice de recuperacdo de proteinas da amostra.
Porém, a precipitacdo correta de proteinas ndo € o
Unico fator que determina a qualidade de extracdo da
amostra. Alguns outros fatores que também devem ser
avaliados séo a reprodutibilidade e a repetibilidade da
técnica, sua adequacao a plataforma analitica, além da
guantidade de etapas de extracdo e o custo dos
solventes. Além disso os parametros de analise da
plataforma analitica também devem ser otimizados
para a avaliacdo adequada do perfil metabdlico da
amostra.
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