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Avaliacdo de preparo de amostras de urina para analise de compostos organicos volateis
por GC-MS para estudo de perfil metabolémico: estudos iniciais.

Natalia A. M. Paulo*, Felipe M. Aggio, José Luiz P. Jara, Marcos N. Eberlin, Ana Valéria C. Simionato.

Resumo

Para que uma analise cromatografica do perfil metabolémico de um fluido biolégico seja abrangente, é necessario
otimizar as diversas variaveis envolvidas, de forma que seja possivel detectar a maior quantidade de picos possiveis.
Este trabalho apresenta as etapas iniciais de otimizagao da extracdo de compostos organicos volateis (VOCs) de urina
por microextragdo em fase sdlida-headspace (SPME-HS) seguida por analise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrdmetro de massas (GC-MS).
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Introducéo
Uma das abordagens metabol6micas mais promissoras é
a analise de compostos organicos volateis (chamados de
VOCs, sigla em inglés), que podem servir como
potenciais biomarcadores usados em testes seguros, ndo
invasivos e especificos, para a deteccdo precoce de
diferentes tipos doencas, como o cancer. Tais VOCs
podem ser extraidos de fluidos biolégicos como a urina,
entretanto, para que se obtenha um resultado que seja o
mais coerente possivel com a real composi¢do da
amostra, € preciso que seja realizada uma otimizagéo de
diversos componentes do procedimento experimental,
visando a obtencdo da maior quantidade de picos bem
resolvidos no cromatograma alvo. A otimizacdo consiste,
também, na escolha do método, sendo que, idealmente,
um método de preparo de amostras deve ser simples,
apresentar alta capacidade e seletividade de extragéo,
ser eficiente, rapido, potencialmente automatizado e
compativel com o método de andlise, seguro para o
operador e para 0 meio ambiente. A microextracdo em
fase sdlida (SPME) é uma técnica que integra a extracao,
a concentracdo e a introducdo da amostra no
cromatografo a gds em apenas uma etapa e seu uso
resulta na reducéo do tempo de preparo da amostra e
aumento da sensibilidade, em relacdo a outros métodos
de extragdo, sendo um método eficiente para
amostragem de VOCs, devido as complicadas
caracteristicas biol6gicas destes compostos.
Resultados e Discusséao

As amostragens foram realizadas por SPME-HS com
fibra 80/30um DVB/CARP/PDMS Stableflex seguido de
andlise por GC-MS em um equipamento Agilent
Technologies 5975C com coluna HP — 5MS de 30 m x
0,250 mm x 0,25um. Para a otimizagdo do preparo de
amostra foi realizado um planejamento com as 3
variaveis em questdo, de forma a otimiza-las
concomitantemente (Tabela 1), visando a obtenc&do do
maior nimero de picos cromatograficos. As condicfes
gue apresentaram 0s melhores resultados séo
destacadas na Tabela 1 e resultaram em um
cromatogramas com 83 picos (Figura 1).

Tabela 1. Planejamento experimental 23 do preparo de
amostra de urina por SPME-HS (n=3). Parametros
avaliados: [NaCl] (% miv): (+) = 40, (-) = 30; tempo de

exposicdo da fibra no vial: (+) = 30, (-) = 15; temperatura de
incubacéo do vial (°C): (+) = 40, (-) = 30.

Ensaio | [NaCl Gomp) | ‘gocsste | Tireusco
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - + +
6 + + +
7 - - +
8 + - +
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Figura 1. Cromatograma obtido na condi¢&o otimizada.
Segundo o Human Metabolome Database? alguns
metabolitos foram identificados, como a 4-Heptanona
(8.049 min) e Manitol (40.230 min).

Conclusoes
As condicdes de extracdo que propiciaram o0 maior
namero de picos cromatograficos sdo adicdo de 40%
NaCl & amostra e 30 min de exposicdo da fibra ao
headspace a 40 °C (+,+,+). Esses resultados indicam que
maiores valores de cada variavel deveréo ser avaliados
em uma nova otimizacao para verificar se maior nimero
de compostos pode ser detectado. Pretende-se
futuramente aplicar o método otimizado para comparar o
perfil metabolémico de VOCs de individuos sadios com o
de individuos com linfoma n&do-Hodgkin.
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