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RESUMO 
 

 

Faccio, A.T. Abordagem metabolômica no estudo da exposição gestacional à 

poluição atmosférica. 2015. (141p). Dissertação - Programa de Pós-Graduação em 

Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

 

 Há fortes evidências dos efeitos negativos da exposição gestacional a poluentes 

atmosféricos. No entanto, mecanismos de atuação de poluentes não são bem 

compreendidos. Alterações fisiológicas anômalas na progenitora, durante o período de 

gravidez, podem causar mudanças permanentes na prole, que podem desencadear 

futuras doenças na vida adulta. Portanto, o estudo dessas alterações maternas é 

importante.  

 A metabolômica é definida como a análise global do metaboloma de um 

organismo em experimentos comparativos, com o objetivo de observar mudanças 

relativas da abundância dos metabólitos, o aparecimento ou desaparecimento de 

metabólitos, e pode fornecer uma melhor compreensão dos mecanismos de 

funcionamento celular dos organismos a nível molecular. 

 Nesse trabalho, um estudo experimental de exposição gestacional materna, ao 

material particulado fino (MP2,5), foi realizado, para avaliar os efeitos dessa exposição 

no metabolismo, por meio da análise metabolômica global da urina de camundongos 

fêmeas progenitoras expostas ao MP2,5 (grupo teste) ou a ar filtrado (grupo controle) 

durante a gestação. 

 Um método cromatográfico e de preparo de amostra para metabolômica urinária 

por HILIC-MS foram otimizados. Para a otimização da condição cromatográfica, foram 

investigados a influência de aditivos, concentração de sal e pH da fase móvel, bem 

como, a rampa do gradiente. A melhor condição foi escolhida por meio da avaliação do 

formato de pico, da intensidade relativa e do CV do tempo de retenção para 15 m/z 

selecionados, assim como, pelo número total de molecular features e CV da intensidade 

desses molecular features. A melhor condição obtida apresenta 20 mmol/L de formiato 

de amônio em sua composição do solvente B da fase móvel e 95% acetonitrila e 5% 

solução aquosa 400 mmol/L de formiato de amônio na composição do solvente A. Para 

o preparo de amostra, foram examinados diferentes solventes orgânicos e suas misturas, 

para a precipitação de proteínas da urina. O isopropanol foi o solvente apresentou os 

melhores resultados para o preparo de amostra. 



 Dessa forma, com o método analítico otimizado, as amostras de urina de 

camundongos fêmeas prenhas foram submetidas à analise metabolômica global por 

HILIC-MS. O metaboloma dos animais foi bastante alterado pela exposição gestacional 

ao material particulado. Observou-se alteração dos níveis de carnitinas, aminoácidos, 

peptídeos, entre outros. Há também indícios de que a poluição atmosférica alterou a 

microbiota intestinal dos animais, devido ao aumento de N-óxido de trimetilamina, um 

metabólito que também é relacionado ao processo de aterosclerose. Níveis de 

metabólitos relacionados ao metabolismo da histidina também foram alterados devido a 

exposição ao MP2,5. Níveis de carnitina e acilcarnitinas foram aumentados no teste, 

sugerindo alteração da produção de energia na mitocontria. 

 

Palavras-chave: Metabolômica, HILIC, Material Particulado, Gravidez 



ABSTRACT 
 

 

Faccio, A.T. A Metabolomics Approach to the Study of Gestational Exposure to 

Air Pollution. 2015.(141p). Master Thesis – Graduate Program in Chemistry. Instituto 

de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

 There are strong evidences regarding negative effects of gestational exposure to 

air pollution. However, the mechanisms of action of air pollutants are not well 

established. Maternal anomalous physiological changes during pregnancy may cause 

permanent changes in offsprings, that might initiate future diseases in adult life. 

Therefore, the study of those maternal changes during pregnancy is important.  

 Metabolomics is defined as the global analysis of the metabolome of an 

organism in comparative studies, for the measurement of relative changes in the 

metabolite abundance, appearance or disappearance. Metabolomics might provide a 

better understanding of cellular functioning at the molecular level. 

 In this work, an experimental study of maternal gestational exposure to fine 

particulate matter (PM2.5) was accomplished to evaluate the effects of this exposure to 

the metabolism, by an untargeted metabolomics analysis of urine from pregnant mice 

exposed to PM2.5 or to filtered air during pregnancy. 

 A chromatographic and sample preparation methods for urinary untargeted 

metabolomics analysis by HILIC-MS were optimized. For the chromatography 

optimization, the influence of mobile phase additives, salt concentration and pH, as well 

as, the gradient ramp were investigated. The best condition was chosen by the 

evaluation of peak shape, relative intensity and retention time CV of 15 selected m/z, as 

well as, the total number of molecular features and the intensity CV of those molecular 

features.  The best condition comprises of 20 mmol/L of ammonium formate as solvent 

B, and 95% acetonitrile and 5% 400 mmol/L of ammonium formate as solvent A, in the 

composition of the mobile phase. For the sample preparation, different solvents, along 

with, their mixtures were examined for the urine protein precipitation. Isopropanol was 

the solvent that presented the best results for sample preparation. 

 Thus, after the analytical method optimized, urine samples from the progenitors 

were submitted to untargeted metabolomics analysis by HILIC-MS. The animals’ 

metabolome were significantly changed by the gestational exposure to particulate 

matter. It was observed changes in the levels of carnitines, amino acids, peptides, 

among others. There is some indication that the air pollution has altered the gut 

microbiota, due to the enhancement of trimethylamine N-oxide (TMAO), a metabolite 



that is also related to the atherosclerosis process. The level of metabolites related to 

histidine metabolism were also altered due to PM2.5 exposure. Carnitine and 

acylcarnitine levels were also increased in the test group, suggesting an altered energy 

production in the mitochondria. 

 

Key-words:  Metabolomics, HILIC, Particulate Matter, Pregnancy 
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1 – Metabolômica 

 

Os avanços da genômica promoveram imenso progresso na medicina
1
, porém 

alguns objetivos almejados, como a completa previsão e entendimento do fenótipo de 

indivíduos pelo simples sequenciamento de seu DNA, não foram alcançados. Assim, 

para compreender melhor os mecanismos de funcionamento celular dos organismos a 

nível molecular, as ciências “ômicas”, como proteômica, transcriptômica e 

metabolômica ganharam força. 

Analogamente à definição de genoma (todos os genes de um organismo), em 

1998 Oliver et al. utilizaram a palavra metaboloma pela primeira vez, como o conjunto 

de todos os compostos de baixa massa molecular (metabólitos) que são sintetizados por 

um organismo 
2
. O termo metabolômica foi utilizado e definido pela primeira vez como 

a análise quantitativa abrangente do metaboloma de um sistema biológico, que pode ser 

utilizada para estudos de efeitos pleiotrópicos
a
 por Fiehn em 2002, porém ainda há 

divergências sobre os conceitos e nomenclaturas na área de metabolômica, sendo que o 

consenso é que o estudo deve ser comparativo, entre grupos alterados e controle, ou 

entre grupos sujeitos a diferentes alterações
3
. Dessa forma, conceitos dessa área são 

descritos a seguir, de acordo com alguns estudiosos da área: 

Metabolômica: enquanto que para Fiehn a metabolômica é a análise quantitativa 

global do metaboloma de um organismo em experimentos comparativos, com o objetivo 

de observar mudanças relativas da abundância dos metabólitos
3
, para Villas-Bôas a 

metabolômica é uma nova área da ciência, responsável por caracterizar o metaboloma 

em condições definidas (diferentes condições ambientais, de desenvolvimento, de 

alterações genotípicas, etc.), e associar esse metaboloma ao seu genótipo. Para Villas-

Bôas a análise de todo metaboloma não é tecnicamente viável, devido à complexidade 

das amostras biológicas, como grande diversidade química e de concentrações de 

diferentes metabólitos
4
. 

 Metabônomica: o grupo de pesquisa de Nicholson foi um dos pioneiros na área e 

utilizou o termo metabonômica pela primeira vez em 1999, como a “análise quantitativa 

da medida da resposta metabólica dinâmica e multiparamétrica de sistemas vivos a 

estímulos patofisiológicos ou a modificação genética”
5
. Contudo, atualmente a 

nomenclatura mais utilizada é metabolômica. 

                                                           
a
 Efeitos pleitrópicos: múltiplos efeitos fenotípicos de um único gene. 
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Perfil metabólico (metabolic profiling): para Fiehn, o perfil metabólico é a 

análise quantitativa de um grupo pré-estabelecido de metabólitos para estudos de 

alteração de uma via metabólica
3
. Porém, muitos autores utilizam esse termo como a 

análise global dos metabólitos detectados por uma determinada técnica analítica
6,7

. 

 Metabolômica alvo (targeted metabolomics): segundo Fiehn, é definida como a 

análise quantitativa de um determinado substrato, ou o produto de uma reação 

metabólica, diretamente ligada a uma proteína codificada por um gene específico, para o 

estudo primário de seus efeitos
3
. Entretanto, para  outros autores, o conceito de 

metabolômica targeted é mais amplo, e é considerado como a análise quantitativa de 

metabólitos pré-estabelecidos
6,8

. 

Fingerprinting metabólico: análise de classificação rápida do metaboloma 

intracelular
3
. 

 Footprinting metabólico: análise de classificação rápida do metaboloma 

extracelular
9
. 

 Assim, devido as divergências em relação a nomenclatura, nesse trabalho serão 

considerados essencialmente dois tipos de análises metabolômicas: metabolômica alvo 

(targeted metabolomics), como análise quantitativa de metabólitos pré-estabelecidos e 

metabolômica global ou não-direcionada (untargeted metabolomics), como a análise 

global dos metabólitos detectados por uma determinada técnica analítica, que abrange 

os conceitos de footprinting
9
, fingerprinting

3
 e perfil metabólico

6,7
. 

Em estudos metabolômicos, compara-se o metaboloma, ou um grupo de 

metabólitos pré-determinados, de grupo(s) submetido(s) a alguma alteração (alimentar, 

ambiental, nutricional, genética, etc.) com um grupo controle, ou com um grupo sujeito 

a outra alteração, para a obtenção de informações relevantes, como biomarcadores de 

doenças
10,11

, melhor compreensão de rotas metabólicas
12,13

 , eficácia de fármacos
14

, 

efeitos de mudança de dietas
15

, respostas biológicas de organismos a mudanças 

ambientais
16,17

, efeitos fenotípicos de mutações genéticas
18,19

, etc. Para tanto, o fluxo de 

trabalho em análises metabolômicas envolve as etapas de: problema biológico, desenho 

experimental, protocolo experimental, análise química das amostras, processamento dos 

dados, análise estatística dos dados, identificação (ID) dos metabólitos diferenciáveis e 

interpretação biológica dos dados (Figura 1). 
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Figura 1 - Fluxo de trabalho em metabolômica. 

 

1.1 – Problema biológico e desenho experimental 

 

Uma vez definido o problema biológico a ser abordado, o próximo passo é o 

desenho experimental. 

No desenho experimental, define-se o planejamento do estudo de acordo com o 

problema biológico, estabelecendo-se por exemplo, o organismo a ser utilizado, o tipo e 

tamanho da amostra, as condições experimentais em que o organismo será submetido e  

a abordagem metabolômica a ser utilizada (alvo ou global). 

 

1.2. – Protocolo Experimental 

 

A partir do desenho experimental, desenvolve-se um protocolo experimental, no 

qual define-se as condições de coleta, armazenamento e tratamento da amostra e método 

analítico a ser empregado. 

A coleta da amostra deve envolver uma etapa de quenching metabólico, como 

transferência imediata da amostra para baixas temperaturas (-20 
o
C ou menor), ou 

modificações brusca de pH (para extremos meios ácido ou básico), a fim de se parar o 

metabolismo da amostra biológica
20

. O armazenamento da amostra normalmente é feito 

em baixas temperaturas (- 40
 o
C; - 80 

o
C)

21
. 
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O preparo da amostra depende da técnica analítica e da abordagem 

metabolômica a serem empregadas. Geralmente para metabolômica global, o preparo de 

amostra é mínimo e não-seletivo, com apenas a remoção de sais e macromoléculas, 

como proteínas, enquanto que para experimentos  de metabolômica alvo, o preparo de 

amostra é seletivo e pode envolver a concentração do(s) analito(s) de interesse e 

limpeza da amostra, com o uso de extrações líquido-líquido, sólido-líquido, de colunas 

de extração em fase sólida ou de microextração por fase sólida
20

. 

 

1.3 – Análise química 

 

A metabolômica global representa um maior desafio analítico em contrapartida 

às outras ciências ômicas, devido à variação de propriedades químicas e físicas dos 

metabólitos presentes em uma determinada amostra biológica. Os metabólitos podem 

apresentar diversas funções químicas, variando de compostos extremamente polares a 

compostos apolares, diferentemente da transcriptômica, em que analisa-se  mRNAs 

(biopolímeros compostos de 4 nucleotídeos) e da proteômica, em que analisa-se  

proteínas (biopolímeros compostos de 22 aminoácidos). Além disso, diferentes 

metabólitos de uma amostra biológica podem apresentar variações grandes em suas 

faixas de concentração, aumentando o desafio analítico da análise metabolômica. 

Assim, há um grande desafio em encontrar um método analítico capaz de cobrir todo 

metaboloma em uma única análise
22

. Dessa forma, para a análise metabolômica, 

poderosas ferramentas analíticas devem ser empregadas e as mais utilizadas são a 

ressonância magnética nuclear (NMR) e a espectrometria de massas, pois fornecem 

informações estruturais e não são seletivas a uma determinada classe de compostos. A 

espectrometria de massas normalmente é acoplada a técnicas de separação, como 

cromatografia gasosa (GC-MS), cromatografia líquida (LC-MS) e eletroforese capilar 

(CE-MS)
6
. 

A ressonância magnética nuclear é abrangente, pois o preparo de amostra é 

simples, é uma técnica robusta, reprodutível, o ensaio é não-destrutível e rápido para 

experimentos de 
1
H NMR (1 a 15 min)

23–25
. Além disso, através do uso de um padrão 

interno, como  o sal solúvel em meio aquoso 3-(trimetilsilil)-propionato de sódio, o 

experimento de 
1
H NMR pode ser quantitativo

25
. Entretanto, a técnica não é tão 

sensível, quanto a espectrometria de massas e esforços vem sendo feitos para contornar 

esse problema, como por exemplo, o uso de sondas criogênicas para melhorar a 
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sensibilidade da técnica
25

. Além disso, a análise de amostras biológicas complexas, 

podem gerar sobreposição de sinais em certas regiões do espectro de ressonância, 

dificultando sua interpretação. 

A espectrometria de massas pode ser utilizada diretamente ou acoplada a 

técnicas de separação como a cromatografia gasosa (GC-MS), a cromatografia líquida 

(LC-MS) e a eletroforese capilar (CE-MS)
6
. O acoplamento a técnicas de separação é 

vantajoso, pois minimiza problemas de ionização de amostras biológicas, que são 

complexas e de composição variável e facilita a interpretação do espectro de massas, 

que torna-se mais simples, devido a separação dos metabólitos previamente a obtenção 

do espectro de massas
23

. Além disso, as técnicas de separação fornecem uma 

informação adicional importante: o tempo de retenção/migração do metabólito, que 

pode ser utilizado também na sua determinação e posterior comprovação estrutural, com 

o uso de padrões autênticos e similaridade de padrões de fragmentação. 

Dentre as técnicas de separação acopladas a MS, GC-MS é muito empregada em 

estudos metabolômicos, devido a robustez da técnica, alta reprodutibilidade e 

resolução
23

, além da disponibilidade de bibliotecas de metabólitos
26,27

, que facilitam a 

etapa de identificação dos compostos. Para a análise de compostos voláteis, GC-MS é a 

técnica ideal, no entanto, para os demais compostos é necessário ao menos uma etapa de 

derivatização para promover a volatilização dos analitos
28

. A etapa de derivatização 

pode introduzir perdas e variabilidade no preparo de amostras
23

. Além disso, essa etapa 

pode ser tediosa, o que limita o número de amostras analisadas, uma vez que, para 

metabolômica, o ideal é que as amostras sejam analisadas em uma batelada apenas. 

Ainda, a derivatização pode não ocorrer completamente para todos os metabólitos da 

amostra biológica e pode produzir mais de um produto derivatizado do mesmo 

metabólito, o que pode levar a problemas de identificação dos compostos, que devem 

ser investigados e minimizados
29

. 

LC-MS é a plataforma analítica mais utilizada
28

 e versátil das técnicas de 

separação acopladas a espectrometria de massas. Isso se deve a grande variedade de 

fases estacionárias disponíveis comercialmente, assim tanto analitos de baixa 

polaridade, como esteroides e lipídios podem ser analisados no modo reverso (RPLC-

MS), quanto analitos de alta polaridade, como aminoácidos e ácidos orgânicos de cadeia 

curta podem ser analisados no modo de interação hidrofílica (HILIC-MS). Apesar dessa 

versatilidade, não é possível a análise de todas as classes de metabólitos numa única 

corrida
30

. Ademais, avanços tecnológicos também impulsionaram o uso da técnica de 
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LC-MS em estudos metabolômicos, devido a progressos na tecnologia de colunas, como 

a comercialização de colunas de menores tamanhos de partícula, e com o advento de 

equipamentos  de cromatografia líquida de ultra eficiência (UHPLC), que se equipara a 

eficiência obtida por GC-MS
28

. No entanto, a maior desvantagem de LC-MS frente GC-

MS é a etapa de identificação dos metabólitos discriminantes, já que, ao contrário de 

GC-MS que normalmente emprega a ionização por elétrons, que confere ionização e 

fragmentação dos metabólitos de forma reprodutível, de modo que bibliotecas de 

metabólitos possam ser construídas; em LC-MS, o uso de diferentes fases móveis e o 

emprego geralmente, da ionização por eletrospray (ESI) pode levar à formação de 

adutos e clusters, que não são controláveis e previsíveis, dificultando a construção de 

bibliotecas para LC-MS
30

. Assim, para a identificação dos metabólitos discriminantes é 

necessário spiking do padrão analítico à amostra e a comparação de espectros e padrões 

de fragmentação. A identificação também pode ser realizada na ausência de padrões dos 

metabólitos, pela comparação de espectros de MS/MS com a literatura. 

CE-MS é a técnica ideal para compostos polares e iônicos, sendo complementar 

à cromatografia líquida de fase reversa, em que tais compostos são pouco retidos e à 

cromatografia gasosa, devido a não-volatilidade desses compostos. CE-MS é uma 

técnica que apresenta alta resolução, e eficiência, e necessita de um pequeno volume de 

amostra para injeção (10 nL), o que é interessante em estudos onde o volume de amostra 

é limitado e em análises de uma única célula
28,31,32

. Contudo, é necessário 

aprimoramento da repetibilidade do tempo de migração e da robustez da técnica
28,33

. 

Esses problemas de repetibilidade do tempo de migração ocorrem, pois ao contrário da 

cromatografia em que o tempo de retenção depende de uma bomba peristáltica ou de um 

sistema de regulação de pressão, o tempo de migração dos analitos na eletroforese 

capilar resulta da mobilidade do analito e da velocidade do fluxo eletroosmótico, que 

depende das propriedades da superfície do capilar e do eletrólito de corrida
28

. Outra 

desvantagem da eletroforese capilar é sua sensibilidade, que é prejudicada, devido ao 

uso de um fluxo auxiliar no acoplamento com a espectrometria de massas, que dilui os 

analitos antes de sua detecção no espectrômetro de massas
28,33

. Entretanto, para 

contornar esse problema de sensibilidade, o acoplamento da eletroforese capilar com a 

espectrometria de massas, sem o uso de um líquido auxiliar (Sheathless), foi 

desenvolvido e gerou uma melhora de até duas ordens de grandeza na sensibilidade para 

metabolômica global urinária, em comparação ao acoplamento com o uso de um líquido 

auxiliar
34

.  
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Cada técnica analítica tem suas vantagens e desvantagens, que estão resumidas 

na Tabela 1, e pode privilegiar a detecção de certos compostos na amostra biológica, 

assim estudos empregando multiplataformas analíticas podem proporcionar uma maior 

cobertura dos metabólitos presentes na amostra
23,35

. 

 

Tabela 1 – Vantagens e desvantagens das técnicas analíticas mais empregadas em estudos 

metabolômicos 

Técnica Analítica Vantagens Desvantagens 

1
H NMR  

 

 (Adequada para 

inúmeras classes 

de compostos) 

 

- Pouco preparo de amostra 

- Rapidez 

- Robustez 

- Repetibilidade 

- Não-destrutiva 

- Menor sensibilidade 

- Complexidade espectral 

 

GC-MS 

(Adequada para  

compostos voláteis 

ou derivatizáveis e 

termicamente 

estáveis) 

 

- Melhor repetibilidade entre as 

técnicas de separação 

- Disponibilidade de inúmeros 

bancos de dados 

- Alta resolução 

- Alta sensibilidade 

- Derivatização de compostos 

não-voláteis 

- Baixa frequência analítica 

- Não é adequada para todo 

metaboloma 

CE-MS 

(Adequada apenas 

para compostos  

iônicos ou 

ionizáveis) 

- Alta resolução; 

- Rapidez; 

- Requer volume pequeno de 

amostras. 

- Menor repetibilidade 

- Menor sensibilidade 

- Identificação de compostos 

depende de padrões e de 

MS/MS 

- Não é adequada para todo 

metaboloma 

LC-MS 

(Adequada para 

inúmeras classes 

de compostos) 

 

- Versatilidade devido a possível 

combinação de diferentes fases 

estacionárias e móveis 

- Boa resolução 

-Boa repetibilidade 

 

- Identificação de compostos 

depende de padrões e de 

MS/MS 

- Necessário uso de mais de 

uma coluna e modo de 

ionização para cobrir todas as 

classes de metabólitos 
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1.4 – Processamento dos dados e análise estatística 

 

 Após a analise química de acordo com o protocolo experimental definido, uma 

grande quantidade de dados é gerada e deve ser processada de acordo com a técnica 

analítica empregada. Para experimentos em que técnicas de separação são acopladas à 

espectroscopia de massas, as etapas de tratamento de dados são: criação do conjunto de 

dados, agrupamento e alinhamento dos picos, normalização dos dados, transformação 

dos dados para alcançar a estabilidade da variância e escalonamento. Alguns softwares 

utilizados nessas etapas são: XCMS
36

, MPP (Mass Profile Professional; Agilent 

Technologies), MZmine
37

, MetAlign
38

, MassLynx (Waters Corp.), AMDIS (Automated 

Mass Spectral Deconvolution and Identification System)
39

, entre outros
40

. Para 

experimentos de NMR, o processamento de dados envolve as etapas de faseamento 

(phasing), correção da linha de base, alinhamento e normalização. Alguns softwares 

utilizados nessas etapas são PERCH (PERCH Solutions Ltd.), Chenomx NMR Suite 

(Chenomx Inc.), MestReNova (Mestrelab Res.) MetaboLab
41

, MATLAB (The Math 

Works Inc.), entre outros. 

 Os dados processados devem ser avaliados por métodos estatísticos 

multivariados e univariados para a visualização dos dados e determinação dos 

metabólitos significativamente discriminantes entre os grupos estudados pela 

metabolômica. 

 A análise multivariada é muito importante em estudos metabolômicos, devido a 

capacidade de inferir a partir de uma matriz de dados complexa, um conjunto de 

metabólitos responsáveis pela diferenciação dos grupos
42

, ao contrário da análise 

univariada, que avalia as variáveis separadamente, desprezando assim as relações entre 

as variáveis. 

 Para uma primeira visualização dos dados, a análise multivariada não-

supervisonada de componentes principais (PCA) é muito utilizada e pode indicar a 

presença de tendências e de amostras anômalas (outliers) nos dados
43–45

. Nessa análise, 

as variáveis são reduzidas para componentes principais, que são combinações lineares 

das variáveis iniciais, e são ortogonais, ou seja, não são correlacionadas entre si. As 

componentes principais resumem a variação dos dados, sendo que a primeira é a 

responsável pela maior variância, a segunda pela segunda maior variância, e assim por 

diante 
43–45

. Uma boa maneira de visualizar os dados de PCA é através de gráfico de 

escores (score ploting) em que as amostras (observações) são plotadas em relação a 
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duas ou três componentes principais e assim, as relações entre as amostras podem ser 

mais facilmente visualizadas. 

 Geralmente, em estudos metabolômicos, os grupos estudados são previamente 

conhecidos (controle e teste, por exemplo), e assim para aperfeiçoar a separação desses 

grupos, análises multivariadas supervisionadas são utilizadas, como análise 

discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA), e análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA)
42

. 

 Os  método de mínimos quadrados parciais e de quadrados parciais ortogonais 

visam separar os grupos, através de uma relação linear entre uma matriz de variáveis 

preditoras (matriz de dados experimentais), e uma matriz de variáveis de resposta 

(grupo controle e teste, por exemplo)
46

. Em comparação com o modelo de PCA, no 

modelo de PLS-DA, as componentes principais são rotacionadas para maximizar a 

separação entres as classes conhecidas
46

. 

 O modelo de OPLS-DA incorpora um filtro de correção de sinal ortogonal 

(OSC) no modelo de PLS-DA, que separa a variação de matriz de dados preditiva da 

não-correlacionada com a resposta
46

, facilitando a interpretação das variáveis 

discriminantes, através do gráfico de dispersão S-plot
47

. 

 Os modelos de análise multivariada supervisionados devem ser validados devido 

a problemas de overfitting e podem ser utilizados, por exemplo, testes de validação 

cruzada
48

 e de permutação
40

. 

 Testes univariados também podem ser aplicados, tanto em estudos 

metabolômicos globais, quanto de analise alvo, e os mais aplicados são o teste t de 

Student, e o  teste de Mann–Whitney para duas classes, ou ANOVA e Kruskal-Wallis 

para múltiplas classes
40

. 

 

 1.5 – Identificação dos metabólitos discriminantes e interpretação biológica 

  

 A identificação de metabólitos discriminantes é feita através de buscas em 

bancos de dados, como HMDB
49

, KEGG
50

, PubChem
51

, Metlin
52

, MassBank
53

, LIPID 

MAPS
54

, ChEBI
55

, MMD
56

, BioMagResBank
57

, MetaboID
58

 e Chenomx NMR Suite 

(Chenomx Inc.). A confirmação da identificação do metabólito é feita através da 

dopagem da amostra com o padrão analítico (spiking) e comparação de espectros de 

fragmentação do metabólito (MS/MS) para MS
6
, e espectros de experimentos 2D para 

NMR
59

. 
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Após a identificação dos metabólitos significativamente alterados, busca-se em 

bancos de dados de vias metabólicas, como KEGG
50

, MetaCyc
60

, HumanCyc
61

, 

BioCyc
60

 e Reactome
62

, quais vias foram alteradas, para a interpretação biológica dos 

resultados obtidos. 

 Dependendo do resultado obtido, um novo desenho experimental com base nos 

resultados observados no experimento pode ser realizado. Pode-se, por exemplo, após 

um estudo metabolômico global, realizar estudos de análise alvo para melhor 

compreender os efeitos dos metabólitos de interesse, ou para confirmar o resultado 

obtido. 

 

2 - Poluição Atmosférica 

 

A legislação brasileira define poluição como “a degradação da qualidade 

ambiental resultante de atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a saúde, a 

segurança, e o bem-estar da população, criem condições adversas às atividades sociais e 

econômicas, afetem desfavoravelmente a biota, afetem as condições estéticas ou 

sanitárias do meio ambiente, e lancem matérias ou energia, em desacordo com os 

padrões ambientais estabelecidos” (Lei n°6.938/81)
63

. 

Os efeitos da exposição aguda da poluição foram observados em alguns 

incidentes de smog, como o do Vale do Meuse em 1930
64

, o de Donora em 1948
65

, e o 

de Londres em 1952
66

. Nesses episódios, observou-se um aumento expressivo na taxa 

de internações e na mortalidade. Assim, a comunidade científica passou a estudar os 

efeitos da poluição e os governantes passaram a legislar sobre limites seguros de 

concentrações de poluentes. A relação entre a exposição aguda à poluição atmosférica e 

os efeitos nocivos à saúde humana foram bem estabelecidos até  1970
67

, enquanto que 

os efeitos de exposição crônica ainda não haviam sido muito estudados. 

Após a constatação de riscos a saúde humana em exposições agudas, estudos 

sobre o efeito da poluição em menores concentrações e em longo prazo foram 

realizados no mundo. Em 2002, Pope et al. publicaram um estudo realizado por meio de 

dados da Sociedade Americana de Cancêr de 1,2 milhões de adultos voluntários
67

. 

Desses indivíduos, o estudo selecionou os adultos residentes em áreas metropolitanas 

norte-americanas, cujos dados de poluição atmosférica estivessem disponíveis. O estudo 

sugere que a poluição por material particulado fino e dióxido de enxofre aumenta a taxa 

de mortalidade por câncer de pulmão e por doenças cardiopulmonares. 
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Em 2011, Olmo et al. reuniram uma série de artigos nacionais e internacionais 

publicados entre 1995 e 2009, sobre o efeito da poluição atmosférica, proveniente 

essencialmente de emissões veiculares, na saúde humana
68

. A maioria dos artigos 

selecionados associam efeitos negativos à saúde humana, até em concentrações menores 

que os padrões de qualidade do ar estabelecidos pela legislação brasileira. 

No Brasil, os poluentes que compõem o índice de qualidade do ar são: material 

particulado (MP10
b
 e MP2,5

c
), fumaça

d
, ozônio (O3), monóxido de carbono (CO), dióxido 

de nitrogênio (NO2), e  dióxido de enxofre (SO2) (CETESB)
69

. Dentre esses poluentes, 

o material particulado é um dos poluentes mais prejudicais à saúde
70,71

. O MP é 

classificado de acordo com o diâmetro de suas partículas, e quanto menor seu tamanho, 

maior penetração no sistema respiratório e maior o dano á saúde humana
71

. 

Estima-se que mundialmente cerca de 1,5 milhões de mortes por problemas 

cardiopulmonares, e 95 mil mortes por câncer de pulmão são atribuídas ao material 

particulado fino (MP2,5)
72

. Além disso, o MP está associado à piora no quadro de 

pacientes com problemas respiratórios crônicos e cardiovasculares
71

. 

A composição do material particulado, assim como da poluição atmosférica em 

geral, é variável, podendo conter sulfatos, nitratos, componentes metálicos, compostos 

policíclicos aromáticos, compostos orgânicos voláteis, entre outros, dependendo de 

alguns fatores, como tipos de fontes poluidoras (automóveis, indústrias, etc.), do vento, 

do clima, etc. Assim, uma forma de se associar os efeitos da poluição a seus 

componentes específicos é o uso de biomarcadores, que podem ser associados à 

exposição desses componentes, como é o caso da cotinina, um metabólito da nicotina 

encontrado na urina, que pode ser associado à exposição de fumo de tabaco
73,74

. Outro 

metabólito, encontrado na urina, específico da degradação do benzeno pelo organismo é 

o ácido trans,trans-mucônico, que é associado a inalação de fumaça de cigarro
75

. 

O metabólito 1-hidroxipireno foi utilizado como marcador de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos, nos estudos de Pan et al. e Iñiguez e colaboradores
76,77

. No 

trabalho de Toriba e Hayakawa, os metabólitos 8-hidroxi-N-acetil-1-aminopireno, 6-

hidroxi-N-acetil-1-aminopireno, 8-hidroxi-1-nitropireno e 6-hidroxi-1-nitropireno foram 

                                                           
b
 MP10: material particulado com diâmetro menor que 10 µm 

c
 MP2,5: material particulado com diâmetro menor que 2,5 µm 

d
 Parâmetro auxiliar utilizado somente em situações específicas. Sua determinação é feita através da 

medida de refletância da luz que incide na poeira coletada em filtros e está relacionada ao teor de fuligem 

na atmosfera (CETESB) 
69

. 
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associados ao poluente policíclico aromático, 1-nitropireno, liberado no material 

particulado pela exaustão do diesel
78

. 

Os biomarcadores podem também indicar o efeito da poluição no organismo, 

como é o caso do metabólito 8-oxo-7,8-diidro-2'-deoxiguanosina (8-oxodG), associado 

a danos oxidativos no DNA
73,74,79

. Os compostos malondialdeído
76,80

 e 15-F2t-

isoprostano (15-Ft2-IsoP)
74

 foram utilizados  como marcadores de peroxidação de 

lipídios, em diferentes estudos de poluição atmosférica. 

Scarpa et al.
81

 e de Oliveira et al.
82

 revisaram recentemente o emprego de 

biomarcadores em estudos de poluição atmosférica. Na revisão de literatura de  Scarpa 

et al., a utilidade de biomarcadores não-invasivos, no estudo de efeitos agudos 

respiratórios da poluição do ar relativa ao tráfego de veículos, é discutida. Os autores 

observaram que nos artigos revisados, os biomarcadores identificados não são 

específicos para um tipo de poluente. Na revisão de literatura de Oliveira et al., foram 

avaliados trabalhos experimentais da área de poluição atmosférica entre os anos 2009 e 

2012, em que 70 biomarcadores de exposição e 164 de efeito foram compilados 
82

. 

O emprego de biomarcadores específicos é importante para estudos dos efeitos 

da poluição atmosférica no organismo, porém a abordagem metabolômica global pode 

fornecer um panorama geral das modificações do metabolismo causadas pela exposição 

a poluentes, uma vez que, o metaboloma de um biofluido ou de um determinado tecido 

é comparado com o metaboloma de um grupo controle, possibilitando uma melhor 

compreensão dos mecanismos de atuação dos poluentes nos organismos. Nesse âmbito, 

abordagens metabolômicas foram utilizadas para estudar o efeito da fumaça de cigarro 

em células epiteliais pulmonares humanas
83

, em tecidos de pulmão de camundongos
84

 e 

em saliva humana
85

. 

No trabalho de Vulimiri et al., células epiteliais alveolares expostas à fumaça 

total de cigarro, às frações gasosas, e à fração de material particulado do fumo foram 

submetidas à análise metabolômica global por RPLC-MS e GC-MS
83

. As células 

expostas as duas frações do cigarro promoveram um aumento do estresse oxidativo e 

dano celular e um decréscimo da glicólise. 

No trabalho de Izquierdo-García et al., camundongos susceptíveis a contrair 

doença pulmonar crônica obstrutiva, e camundongos resistentes à doença foram 

divididos em grupos de exposição ao fumo de cigarro, e grupos controle (sem 

exposição)
84

. Os pulmões intactos dos animais sacrificados foram submetidos a análise 

metabolômica global por 
1
H NMR HR-MAS (ressonância magnética nuclear de próton 
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de alta resolução com rotação no ângulo mágico), e seis metabólitos discriminantes 

foram utilizados para a construção de um modelo de predição da doença pulmonar 

crônica obstrutiva causada pelo cigarro. Tal modelo foi capaz de prever 100% dos 

camundongos doentes e 78% dos camundongos saudáveis. 

No recente estudo metabolômico de Mueller et al., foram comparadas salivas de 

fumantes e não-fumantes por GC-MS, e foram encontrados 13 metabólitos 

significativamente discriminantes entre os grupos
85

. A maioria desses metabólitos 

encontrados são associados a malefícios conhecidos do fumo, como a presença de 

adenosina aumentada em fumantes, que pode ser relacionada ao estresse metabólico, 

dano celular, trauma, isquemia ou hipóxia relacionadas à modulação da homeostase. 

Kuo et  al. compararam o metaboloma urinário por 
1
H NMR de soldadores, e de 

homens que trabalham em escritório de um estaleiro em Taiwan, para verificar o 

impacto da exposição de fumo de solda no metabolismo humano
86

. Nesse trabalho, 10 

metabólitos foram  identificados como discriminantes entre os dois grupos, sendo que 

alguns deles foram associados à modulação de processos inflamatórios. 

Estudos metabolômicos voltados ao efeito da poluição atmosférica na área da 

saúde são escassos e envolvem poucos poluentes. Para os demais poluentes, como 

material particulado, estudos metabolômicos devem ser realizados. 

 

2.1 - Efeitos da poluição atmosférica durante a gestação 

 

Estudos sugerem que a poluição do ar pode promover efeitos adversos à 

reprodução, como a alteração da qualidade do sêmen de homens
87

, aumento do risco de 

baixo peso de nascimento
88

, aumento do risco de nascimentos prematuros
89

,  alteração 

da morfologia funcional da placenta de camundongos
90

, decréscimo na relação 

machos/fêmeas em camundongos e humanos
91

, mortes por problemas respiratórios no 

período pós-neonatal
92

, entre outros. 

A exposição gestacional à poluição atmosférica pode alterar a gestação, e assim 

causar danos ao recém-nascido e a sua vida adulta. A programação fetal é o processo, 

em que influências desfavoráveis durante períodos críticos de desenvolvimento se 

relacionam com os efeitos permanentes causados no organismo
93

. Alguns mecanismos 

de adaptação fetal às condições intrauterinas podem levar a alterações permanentes no 

metabolismo do recém-nascido, que configuram em uma má adaptação às condições 

extra-uterinas, podendo afetar o futuro da criança. Pesquisas na área de programação 
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fetal podem indicar a predisposição a futuras doenças na vida adulta e assim, estudos 

sobre a poluição e seus efeitos na programação fetal devem ser realizados. 

Apesar de inúmeras evidências sobre os efeitos negativos da poluição durante a 

gestação, os mecanismos de atuação de poluentes nesse período ainda não estão bem 

estabelecidos, e requerem maiores estudos. 

 Estudos propõem que o material particulado pode causar estresse oxidativo por 

meio de substâncias orgânicas e componentes metálicos presentes no MP, e da produção 

de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, pela ativação de células 

inflamatórias
94

. O estresse oxidativo pode causar danos ao DNA
95

  e prejudicar o 

transporte placental de oxigênio e nutrientes
96

. 

 No recente estudo de Melo et al., um desenho experimental de quatro grupos de 

camundongos foram definidos, sendo um grupo exposto a ar filtrado, antes e durante a 

gravidez, um grupo exposto a material particulado antes, e a ar filtrado durante a 

gravidez, um grupo exposto a ar filtrado antes, e a material particulado durante a 

gestação, e um grupo exposto a material particulado antes, e durante a gravidez
97

. 

Níveis elevados da proteína IL-4 (interleucina-4) foram encontrados na porção fetal da 

placenta do grupo de camundongos expostos ao material particulado antes e durante a 

gravidez, o que sugere que uma reação inflamatória ocorreu durante a gravidez devido a 

exposição de MP, e que a IL-4 atuou na sua resolução. 

 Outras propostas de mecanismos de atuação de poluentes e malefícios ao recém-

nascido incluem a maior predisposição a inflamações alérgicas, um possível aumento da 

pressão sanguínea materna, e função endotelial prejudicada
94

. Estudos metabolômicos 

podem auxiliar na investigação dos mecanismos de atuação dos poluentes durante a 

gestação, que é o foco desse trabalho. 



33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2 – Objetivos 
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1 - Objetivos gerais 

 

Este projeto visa investigar as alterações no metabolismo de camundongos 

prenhas, expostas ao material particulado fino da cidade de São Paulo, por meio de uma 

abordagem metabolômica global. 

 

2 - Objetivos específicos 

 

 Otimizar um método cromatográfico de HILIC-MS para análise 

metabolômica global de urina 

 Otimizar o preparo de amostra para análise metabolômica global de urina 

 Analisar e comparar o metaboloma de camundongos de dois grupos, 

analisando urina: 

a. Camundongos fêmeas prenhas expostas a material particulado fino 

b. Camungongos fêmeas prenhas expostas a ar filtrado 

 Por meio da abordagem metabolômica, encontrar e identificar os 

metabólitos que diferenciam os grupos utilizando análise estatística 

multivariada e univariada 

 Formular uma interpretação biológica para o resultado obtido. 
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1 – Materiais 

 

 Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil, exceto NaOH e 

NaCl, que foram obtidos da Synth. A água utilizada em todos os experimentos foi 

purificada num sitema deionizador (MilliQ, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). 

Foram empregados solventes grau cromatográfico para a precipitação de proteínas 

(acetonitrila, metanol e isopropanol) e componentes da fase móvel grau espectrometria 

de massas (acetonitrila, formiato de amônio, acetato de amônio, ácido fórmico) para os 

experimentos de HILIC-MS. O padrão de albumina sérica bovina foi adquirido como 

uma solução de 1 mg/mL em 0,15 mol/L de NaCl e 0,05% de azoteto de sódio em 

ampolas da Sigma-Aldrich. 

 

2 – Instrumentação 

 

 Sistema de HPLC (Prominence, Shimadzu, Kyoto, Japão) acoplado a um 

espectrômetro de massas com analisador do tipo quadupolo-tempo-de-vôo e 

ionização por eletrospray (microQTOF II, Bruker Daltonics, Bremen, 

Alemanha) 

 Centrífuga (Micromax, International Equipment Company, Needham, Estados 

Unidos) 

 Agitador vortex (Q220, QUIMIS, Diadema, Brasil) 

 Concentrador centrífugo a vácuo (Savant SpeedVac SPD1010, Thermo 

Scientific, Estados Unidos)  

 Espectrofotômetro (MultiSpec-1510, Shimadzu, Kyoto, Japão) 

 

3 – Otimização da condição cromatográfica 

  

 3.1 - Preparo de amostra de urina 

 

Isopropanol gelado foi adicionado a um pool de urina de três voluntários 

saudáveis numa proporção de 3:1 (v:v). Após homogeneização por vortex, as amostras 

foram deixadas a -20 
o
C por 1,5 h e então centrifugadas (15000 rpm, 10 min). O 

sobrenadante foi seco num concentrador centrífugo a vácuo e ressuspenso, no mesmo 
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volume inicial do sobrenadante coletado, em 80% ACN (v/v). A amostra foi 

homogeneizada, centrifugada (15000 rpm, 10 min), e então o sobrenadante foi 

analisado. 

 

 3.2- Análise por HILIC-MS 

 

As analises de HILIC-MS foram realizadas no Laboratório do Prof. Dr. Ernani 

Pinto Jr., de Espectrometria de Massas na FCF-USP (Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade e São Paulo). 

Um volume de 10 µL de urina, previamente tratada com isopropanol e mantida 

no amostrador a 4 
o
C, foi injetado numa coluna zwitteriônica Syncronis HILIC (3µm, 

150 x 2,1 mm, Thermo Scientific), numa sala climatizada mantida a 22 
o
C. A fase 

móvel otimizada contém 95% de acetonitrila e 5% de formiato de amônio a 400 

mmol/L (concentração final de HCOONH4 = 20 mmol/L) como solvente (A) e 20 

mmol/L HCOONH4 aquoso (pH 6) como solvente (B). A vazão da fase móvel foi de 0,2 

mL/min. O gradiente foi 0-40% B (0-20 min), 40-95% B (20-35 min), 95% B (35-40 

min), 95-0% B (40-45 min), 0% B (45-55 min). 

 O espectro de massas foi obtido no modo de ionização positivo na faixa de m/z 

de 50-900, e os parâmetros do espectrômetro de massas foram: 

Tensão do capilar: 4500 V 

Pressão do nebulizador: 45 psi 

Vazão do gás de secagem (N2): 8,0 mL/min 

Temperatura de dessolvatação: 220 °C 

  

 3.3 - Tratamento de dados 

 

Os dados obtidos a partir das análises em triplicata de urina humana pelos 

diferentes métodos cromatográficos foram pré-tratados com o software livre R versão 

3.1.0 e pelo pacote XCMS
36

. Primeiramente, os dados cromatográficos foram 

exportados no software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para o 

formato “.cdf” para serem lidos pelo pacote XCMS. Primeiramente, cada análise 

cromatográfica foi processada individualmente no software livre R por meio do 

algoritmo centWave do XCMS
98

 (peakwidth = c(3,60), ppm = 15, snthresh = 5, prefilter 

= c(3,200) e integrate = 2). Dessa forma, obteve-se uma tabela individual de molecular 
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features
a
 no formato de arquivo de valores separados por vírgula (.csv), que aparecem 

entre 1 e 40 minutos. 

 Após a obtenção da tabela individual de molecular features de todas as análises, 

um novo processamento dos dados no software livre R, por meio do pacote XCMS, foi 

realizado para a triplicata de cada condição cromatográfica. Então, as análises em 

triplicata foram analisadas em conjunto pelo XCMS e, os molecular features foram 

extraídos pelo algoritmo centWave (peakwidth = c(3,60), ppm = 15, snthresh = 5, 

prefilter = c(3,200) e integrate = 2) e agrupados (method = density, bw = 2, mzwid = 

0.05). A seguir, o tempo de retenção dos grupos de molecular features foram alinhados 

(method = peakgroups, family = symmetric, missing = 0, extra = 0) e os molecular 

features foram reagrupados numa única tabela (method = density, bw = 2, mzwid = 

0.05). A tabela de dados foi obtida no formato de valores separados por tabulação (.tsv), 

e os dados foram então tratados no programa Excel (Microsoft Office 2010), onde os 

molecular features detectados em todas as amostras da triplicata foram contabilizados e 

a média do  coeficiente de variação (CV) da intensidade de todos os molecular features 

foi calculada. 

 Para avaliação de formato de pico, coeficiente de variação do tempo de retenção 

e magnitude da intensidade, foram selecionados 15 m/z de alta intensidade e que 

aparecem em todas as condições cromatográficas avaliadas: m/z 105,03, m/z 114,07, m/z 

162,11, m/z 130,05, m/z 138,05, m/z 144,10, m/z 147,08, m/z 170,09, m/z 180,06, m/z 

184,06, m/z 181,07, m/z 204,12, m/z 232,15, m/z 265,12 e m/z 302,23. Dados da tabela 

individual de molecular features de cada amostra analisada por HILIC-MS obtida pelo 

XCMS foram compilados para esses 15 m/z e organizados por cada triplicata da 

condição cromatográfica no Excel.  Assim, o coeficiente de variação (CV) do tempo de 

retenção, para cada condição testada em triplicata, foi calculado no Excel, a partir dos 

dados de tempo de retenção, em segundos, obtidos pela tabela de molecular features 

extraídos pelo XCMS da análise individual de cada corrida cromatográfica. Da mesma 

forma, por meio dos dados da tabela individual de molecular features, calculou-se a 

média da intensidade normalizada (pela condição que apresentou os menores valores de 

intensidade) dos 15 m/z selecionados no Excel. O formato de pico para os 15 m/z 

selecionados foi avaliado em cada condição cromatográfica testada pelo fator de 

                                                           
a
 Os molecular features são caracterizados por um determinado intervalo de m/z relacionado a 

um intervalo de tempo de retenção definido. Quando extraídos de mais de uma amostra ao 

mesmo tempo, um molecular feature é caracterizado por se encontrar agrupado e presente na 

quase totalidade das amostras. 
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cauda
99

, que foi calculado manualmente por meio do pico obtido pelo cromatograma do 

íon extraído pelo software DataAnalysis. Nos casos de coeluição, a resolução dos picos 

foi estimada para fins de avaliação do formato de pico. 

 

4 – Otimização da precipitação de proteínas 

  

 4.1 - Análise por HILIC-MS 

 

Um volume de 400 µL de uma mistura de urina de quatro voluntários saudáveis 

foi transferido para um tubo eppendorf e, 1200 µL de isopropanol foi adicionado a esse 

tubo, que foi homogeneizado por vortex e mantido a - 20 
o
C durante a noite, e em 

seguida, centrifugado (15000 rpm, 10 min). O sobrenadante foi seco e ressuspenso em 

700 µL de 50% acetonitrila (v/v). Todas as amostras foram preparadas em triplicata e 

analisadas na condição cromatográfica otimizada como descrito no item 3.2 desse 

capítulo. 

  

 4.2 - Tratamento de dados 

  

 Obteve-se a tabela de todos os molecular features da análise em triplicata por 

HILIC-MS de diferentes condições de precipitação de proteína através do pacote 

XCMS, como descrito no item 3.3 desse capítulo. 

 O coeficiente de variação da intensidade de todos os molecular features de cada 

triplicata foi calculado e o número de molecular features com CV menor que 25% foi 

contabilizado no programa Excel. 

 

 4.3 - Estimativa da concentração de proteína no pellet de urina 

  

 Uma mistura de urina de dois voluntários saudáveis foi centrifugada (2500 g, 10 

min) para a remoção de células e material particulado. Para a precipitação de proteína, 2 

mL de urina foram pesados (aproximadamente 2,065 g) e submetidos, em triplicata, ao 

mesmo procedimento descrito no item 4.1 desse capítulo. O pellet de proteína foi 

ressuspenso em 2 mL de uma solução aquosa a 4 mmol/L de NaOH e centrifugado (5 

min, 12000 rpm). Então, 500 µL do sobrenadante foram adicionados a 2 mL do reagente 
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de Bradford (proporção 4:1 reagente:amostra), a solução foi incubada por 5 min e a 

absorbância foi medida no comprimento de onda de 595 nm em um espectrofotômetro. 

 Para a construção da curva analítica, soluções aquosas de concentrações 

conhecidas de albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) em 0,15 mol/L 

de NaCl e 4 mmol/L de NaOH foram submetidas ao ensaio de Bradford, em triplicata, 

da mesma maneira que as amostras de urina. Todas as amostras e soluções padrão foram 

analisadas de 5 em 5, adicionando-se primeiramente a solução padrão ou amostra a 

cinco cubetas e, depois, o reagente de Bradford, para minimizar problemas de 

repetibilidade, devido a diferentes tempos de incubação. 

   

 5 – Metabolômica 

 

 5.1 – Desenho experimental e ensaios biológicos 

 

Os ensaios biológicos foram realizados pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. 

Paulo Hilário N. Saldiva e da Dra. Mariana M. Veras, na FM-USP (Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo). Os animais utilizados nesse trabalho são do 

projeto intitulado: “Efeitos da exposição ao material particulado concentrado: estudo 

dos mecanismos placentários envolvidos no comprometimento do ganho de peso fetal e 

suas implicações sobre a saúde na vida adulta” de responsabilidade do Prof. Dr. Paulo 

Hilário N. Saldiva, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da HC-FMUSP – 

número 023/12 (em anexo). 

Camundongos isogênicos
b
 BALB/c fêmeas e prenhas foram divididos em dois 

grupos com 12 camundongos cada. No grupo teste, os camundongos foram submetidos 

diariamente à exposição de material particulado MP2,5 e, no grupo controle foram 

submetidos, com o mesmo tempo de exposição do grupo teste, a ar filtrado, durante a 

gestação. A prole (machos) gerada por esses camundongos fêmeas foram ainda 

divididos em quatro grupos, de acordo com a Figura 2. Nesse trabalho somente a urina 

dos camundongos fêmeas e prenhas foi analisada. 

A  concentração do MP2,5 durante a exposição foi de 600 µg/m³, o que equivale 

à média que um indivíduo respira em um dia na cidade de São Paulo, e a uma dose de 

0,147 µg de MP2,5/ g peso de camundongo (média 20 g para um camundongo adulto). 

                                                           
b
 Organismos geneticamente idênticos 
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Figura 2 - Desenho experimental, dos animais expostos ao material particulado fino (MP2,5) ou 

a ar filtrado (AF). 

 

A exposição dos camundongos ao material particulado foi realizada na cidade de 

São Paulo na FM-USP, por meio de um concentrador de partículas ambientais que se 

encontra dentro de um container, no cruzamento entre as ruas Teodoro Sampaio e Dr. 

Arnaldo (Figura 3). Esse concentrador foi desenvolvido em Harvard e emprega a 

tecnologia de impactadores virtuais a fim de concentrar o MP2,5 em até 30 vezes
100

. Três 

impactadores são dispostos em sequência e em cada um, a vazão de ar é acelerada na 

direção de uma passagem estreita e calibrada, enquanto um vácuo perpendicularmente à 

direção da passagem é aplicado. Assim, em cada estágio, a porção gasosa do fluxo e 

parte das partículas ultrafinas com diâmetro menor que 0,1 µm são removidas, e o MP2,5 

passa pelo equipamento e é concentrado. No final de três estágios, o MP2,5 concentrado 

é direcionado às câmaras de exposição, sem alteração de suas propriedades físico-

químicas para exposição dos camundongos (Figura 3B). Simultaneamente, e sob as 

mesmas condições de vazão, pressão, umidade e temperatura, na câmara ao lado, o 

grupo controle é submetido ao ar filtrado, durante o mesmo período de tempo que o 

grupo teste. Nas câmaras, os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas e 

estavam livres para respirar naturalmente. 
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Figura 3 - Concentrador de partículas ambientais utilizado nesse trabalho (A) e um zoom das 

câmaras de exposição dos camundongos do grupo controle e teste (B). FONTE: Foto cedida 

pela Dra. Mariana M. Veras. 

 

Nos intervalos entre as exposições, os animais foram mantidos em gaiolas, em 

estantes ventiladas, recebendo ar filtrado, com ração e água disponíveis ad libitum
c
 e 

sob ciclo luz/escuro de 12h/12h. 

Durante o período de gravidez e de exposição, foram coletadas amostras diárias 

de urina das mães, 2 horas após a exposição, para análise metabolômica. As amostras de 

diferentes dias de coleta de urina foram agrupadas em uma única amostra por 

camundongo, para posterior análise metabolômica. 

Durante a gestação, as fêmeas foram avaliadas quanto ao ganho de peso, o 

desenvolvimento fetal e o fluxo sanguíneo placentário pelo grupo de pesquisa do Prof. 

Dr. Paulo Hilário N. Saldiva e da Dra. Mariana M. Veras, na FM-USP (Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo). 

  

 5.2 - Análises metabolômicas por HILIC-MS 

 

As amostras de urina de camundongo foram preparadas de acordo com o 

procedimento otimizado descrito no item 4.1 desse capítulo, porém numa menor escala 

(80-150 µL de urina de camundongo). As amostras de urina de camundongo foram 

ressuspensas na proporção de 2:7 de urina: solução 50% de ACN e centrifugadas 

(15.000 rpm, 20 min) antes da injeção. Uma amostra de controle de qualidade (QC) foi 

preparada por meio da mistura de 5 µL de todas as amostras processadas de urina de 

camundongo (controle e teste), para avaliação da performance do sistema analítico. 

Essas amostras de QC foram analisadas inicialmente cinco vezes antes das amostras dos 

                                                           
c
 À vontade 
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grupos controle e teste, a cada cinco amostras desses grupos, e ao final da sequência. A 

análise por HILIC-MS foi realizada no laboratório do professor Dr. Massuo Jorge Kato 

no IQ-USP (Instituto de Química da Universidade de São Paulo), com as condições 

descritas no item 3.2 desse capítulo, porém o tempo de lavagem da coluna foi de 10 

minutos para manter a estabilidade do coluna, e as amostras ficaram sob temperatura 

ambiente no amostrador, numa sala climatizada (21-22 
o
C). 

  Uma solução de 10 mmol/L de formiato de sódio em 50% (v/v) isopropanol foi 

injetada no final das corridas cromatográficas, durante a etapa de equilíbrio da coluna, 

para posterior calibração do m/z exato das análises; porém o dispositivo falhou durante 

algumas análises (11C, QC2, QC3, QC4, QC5). O formiato de sódio forma clusters de 

carga unitária, em uma ampla faixa de m/z, e é adequado para a calibração do 

instrumento quando a fonte de ionização utiliza eletrospray
101

.  

  

 5.3 - Tratamento de dados 

 

Os dados brutos das amostras dos grupos controle, teste e de controle de 

qualidade (QC) foram primeiramente exportados para o formato “.cdf”, os quais foram 

lidos pelo pacote XCMS no software de acesso livre R, para a obtenção da tabela de 

molecular features dos dados das análises metabolômicas. 

O processamento dos dados seguiu a seguinte sequencia no XCMS: 

 Extração dos molecular features pelo algoritmo matchedFilter com os 

parâmetros padrão desse algoritmo, como largura do pico a meia altura 

de 30 segundos (fwhm=30) e limite inferior da razão sinal/ruído igual a 

10 (snthresh =10) 

 Agrupamento dos molecular features pelo algoritmo density (bw=30, 

mzwid = 0,05) 

 Alinhamento do tempo de retenção pelo algoritmo peakgroups (Family= 

gaussian) 

 Reagrupamento molecular features dos  pelo algoritmo density (bw=10, 

mzwid = 0,05) 

 Preenchimento de valores de intensidade de picos não encontrados em 

algumas amostras pelo algoritmo fillPeaks 

 Normalização dos dados pela mediana da intensidade
102
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 Obtenção da tabela de dados 

A análise estatística dos dados processados foi realizada no programa SIMCA 

P+12 (Umetrics, Umea, Suécia), com um escalonamento por pareto e, analisados 

primeiramente por PCA e depois por PLS-DA. 

A seguir, os dados brutos somente das amostras dos grupos controle e teste 

foram novamente processados pelo XCMS, com os mesmos parâmetros utilizados 

descritos acima. Então, a tabela de dados foi submetida à análise estatística no programa 

SIMCA P+12. Os dados foram escalonados por pareto e analisados por PCA, PLS-DA e 

OPLS-DA. O modelo de PLS-DA foi validado por validação cruzada (Q
2
 e CV-

ANOVA) e pelo método de permutações e o modelo de OPLS-DA foi validado por 

validação cruzada. A partir do modelo de OPLS-DA obteve-se um gráfico de S-plot 

para uma primeira seleção das variáveis discriminantes. Essas variáveis foram avaliadas 

pelo intervalo de confiança do Jackknife (obtido pelo SIMCA P+12), pelo p-valor do 

teste t (calculado no programa Excel), pelo valor do coeficiente de variação da 

intensidade da variável nas amostras do QC (calculado no Excel) e, pelo valor do 

sinal/ruído (observado no cromatograma do íon extraído, obtido pelo programa 

DataAnalysis, a partir dos dados brutos). Os molecular features com relação sinal/ruído 

menor que 3 foram descartados. 

O valor de m/z exato de cada molecular feature foi obtido por meio de uma 

calibração (com o software DataAnalysis) com o pico do padrão de formiato de sódio, 

injetado ao final das corridas, para algumas corridas cromatográficas do grupo controle 

e teste. Os dados obtidos dessas análises cromatográficas foram extraídos no XCMS. 

A(s) possível(is) identidade(s) dos molecular features discriminantes foram 

encontradas nos bancos de dados Metlin e HMDB pelo m/z exato. Para alguns 

compostos fragmentados, tempo de retenção, formato de pico e espectros de MS/MS da 

literatura (Metlin, HMDB, MassBank) desses compostos foram avaliados para a 

identificação de molecular features que não foram identificados por bases de dados. As 

informações referentes ao papel biológico dos metabólitos identificados foram 

buscadas, primeiramente no HMDB e as rotas desses metabólitos foram buscadas no 

banco de dados KEGG para camundongos (espécie Mus musculus). Além disso, para 

alguns compostos, buscou-se informações na literatura. 
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1 – Otimização das condições cromatográficas 

 

Dentre os fluidos biológicos, a urina foi a escolhida, devido à facilidade da 

coleta e por essa não ser invasiva, à facilidade de obtenção de volumes relativamente 

grandes de amostra, ao seu menor teor de proteínas em relação a outros biofluidos, 

como o sangue, e por conter informações biológicas valiosas
103,104

. 

A urina apresenta majoritariamente compostos polares e, o uso de HILIC-MS 

vem sendo empregado em trabalhos de metabolômica global para a análise de 

metabólitos polares desse biofluido, como pode-se observar na Tabela 2. 

Na cromatografia de interação hidrofílica as fases estacionárias são polares, 

como a do modo cromatográfico normal, entretanto, o eluente é uma mistura de 

solventes polares orgânicos com água/tampão, típico de fase reversa (RPLC), porém 

difere de RPLC, pois o solvente orgânico é o eluente fraco. Assim, pelo fato do solvente 

orgânico estar presente em uma maior porcentagem, a eficiência dos processos de 

formação do spray e de dessolvação na ionização por eletrospray (ESI) é melhor, 

levando a uma maior sensibilidade em relação à RPLC-MS
105

. Além disso, as análises 

possuem melhor repetibilidade que análises típicas de modo normal
106

. 

Em HILIC, a fase móvel mais forte é a aquosa e os compostos mais apolares são 

eluídos primeiramente, enquanto que os polares são mais retidos. Estudos indicam que a 

retenção em HILIC é na maioria das vezes multimodal, isto é, envolvendo tanto 

mecanismo de partição, típico do modo reverso, quanto de adsorção, característico do 

modo normal
105

. Geralmente em HILIC, o mecanismo predominante é o de partição 

hidrofílica, em que uma camada de água da fase móvel é parcialmente imobilizada na 

fase estacionária e, os analitos interagem com esse ambiente hidrofílico, mas ainda 

podem ocorrer interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio entre o analito e a fase 

estacionária
105

. A influência de cada mecanismo na retenção depende do analito e das 

condições cromatográficas, como a proporção de água presente na fase móvel, e do tipo 

de fase estacionária, que pode apresentar diferentes materiais susceptíveis a diferentes 

interações, como aminas, sílica, compostos zwitteriônicos, diol, ciclodextrinas, entre 

outras
105–109

. 
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Tabela 2 - Trabalhos de metabolômica global que empregam HILIC-MS em amostras de urina 

TIPO DE 

URINA 
PREPARO DE AMOSTRA 

COLUNA 

FASE ESTAC. 

COMPOSIÇÃO DA FASE MÓVEL 

SOLVENTE (A) E SOLVENTE (B) 
REFERÊNCIA 

Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1) 

2 - Centrifugação (15.000 g,10 min, 4 
o
C) 

Acquity HILIC 

(Waters) 

Sílica
a
 

A = ACN, B = 0,1% HCOOH, 100 mmol/L 

HCOONH4 (aq) 

110, 111 

Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina,1:1)  

2 - Centrifugação (13.000 rpm, 5 min) 

Aphera NH2 

polymer (Astec) 

Amina (polímero) 

A = ACN, B = 13 mmol/L CH3COONH4 (aq) 

(pH 9,1 ajustado com NH4OH ) 

112 

Humana 1- Adição de ACN a urina (ACN:urina,1:1)  

2 - Centrifugação (13.000 rpm, 5 min) 

Luna NH2 

(Phenomenex) 

Amina
a
 

A= ACN, B = 13 mmol/L CH3COONH4 (aq) 

(pH 9,1 ajustado com NH4OH) 

113 

Humana 1 - Liofilização 

2 – Ressuspensão em D2O (urina: D2O, 5:1)
c
 

Supersphere Si 

(Trentec) 

Sílica
a
 

A = 0,2 % HCOOH em ACN, B = 100 

mmol/L NH3(aq) 

114 

Humana 1 - Centrifugação (13.000 rpm, 10 min, 4
 o
C) 

2 - Liofilização 

3 - Ressuspensão em ACN:MeOH:HCOOH, 

650:350:2 (urina:solvente, 5:2) 

4 - Filtração (0,22 µm) 

TSKgel amide-80 

(TOSOH) 

Amida (polímero)
b
 

A = 10 mmol/L CH3COONH4 em 85% ACN 

B = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 60% ACN 

115 
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Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1) 

2 - Homogeneização por vortex e mistura 

mantida a 4 ºC  por 10 min 

3 - Centrifugação (13.000 rpm, 10 min, 4 ºC) 

4 - Filtração ( 0,22 µm) 

Xbridge HILIC 

(Waters) 

Sílica híbrida
a
 

A = 0,1% HCOOH em ACN, B = 10 mmol/L 

CH3COONH4 (aq) 

116 

Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1)  

2 – Mistura mantida a temperatura ambiente 

por 10 min  

3 - Centrifugação (12.000 rpm, 10 min, 4 ⁰C) 

Xbridge HILIC 

(Waters) 

Sílica híbrida
a
 

A = 0,1% HCOOH em ACN, B = 0,1% 

HCOOH(aq)  

117 

Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 1:1) 

2 - Centrifugação (10.186 g, 8 min) 

3 - Filtração (0,45 µm) 

ZIC-HILIC 

(Sequant) 

Sulfobetaína 

(zwitteriônica)
a
 

A = 0,1% HCOOH em ACN, B = 0,1% 

HCOOH, 5 mmol/L CH3COONH4 (aq) 

(pH 4) 

118 

Humana 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1)  

2 - Mistura passa por uma placa de 

precipitação de proteínas 

ZIC-HILIC 

(HiChrom) 

Sulfobetaína, 

ZIC-pHILIC 

(HiChrom) 

Sulfobetaína  

(zwitteriônicas) 

 

ZIC-HILIC - A = 0,1% HCOOH em ACN,  

B = 0,1% HCOOH (aq) 

ZIC pHILIC - A = ACN, B = 20 mmol/L 

(NH4)2CO3 (pH  9,2 ajustado com 0,1% 

NH4OH(aq)) 

119 
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Humano 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1)  

2 - Centrifugação (3.000 rpm, 5 min) 

ZIC-pHILIC 

(HiChrom) 

Sulfobetaína 

(zwitteriônica)
a
 

A = ACN, B = 20 mmol/L (NH4)2CO3(aq) (pH 

9,2) 

120 

Humana 1 – Adição de H2O a urina (H2O:urina, 2:1) 

2 – Centrifugação com filtro (corte molecular 

de 3 kDa, 200,35 g, 30 min) 

3 – Ressuspensão no solvente A 

(solvente:urina, 4:1) 

ZIC-HILIC 

(Sequant) 

Sulfobetaína 

(zwitteriônica) 

A = 95% ACN, 5% 50 mmol/L 

CH3COONH4 (aq), B = 50% 50 mmol/L 

CH3COONH4 (aq), 45% H2O, 5% ACN 

121 

Rato 1 - Adição de H2O a urina (H2O:urina, 3:1) 

2 - Centrifugação (14.000 rpm, 13 min) 

Acquity BEH 

HILIC (Waters) 

Sílica híbrida
a
 

A = 95% ACN, 5% 10 mmol/L 

CH3COONH4(aq) (pH 8), B = 50% ACN, 

50% 10 mmol/L CH3COO NH4 (aq) (pH 6) 

122 

Rato 1 - Adição de H2O a urina (H2O:urina, 3:1)  

2 - Centrifugação (16.089 g, 10 min) 

Acquity BEH 

HILIC (waters) 

Sílica híbrida 

A = 0,1% HCOOH, 10 mmol/L NH4CH3CO2 

em 95% ACN, B = 0,1% HCOOH, 10 

mmol/L CH3COO NH4 em 50% ACN 

123 

Rato 1 – Adição de uma mistura de solventes 

(ACN:MeOH, 3:1) a urina (solvente:urina, 

3:2) 

2 - Centrifugação (12.000 rpm, 15 min) 

3 - Liofilização 

4 - Ressuspenção em ACN:MeOH:HCOOH, 

650:350:2 (urina:solvente, 2:1) 

Atlantis HILIC 

(Waters) 

Sílica
b
 

A = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 90% 

ACN, B = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 

50% ACN  

124 
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Rato 1 - Centrifugação (800 g, 10 min) 

2 - Diluição em água (urina:H2O, 1:1) 

3 - Adição de ACN a urina diluída 

(ACN:urina diluída, 2:3) 

4 - Centrifugação (10.000 g, 10 min, 4 
o
C) 

Atlantis HILIC 

(Waters) 

Sílica 

A= ACN, B = 10 mmol/L HCOONH4 (aq) 

(pH 2,5 ajustado com HCOOH) 

125 

Rato 1 – Adição de mistura de solventes 

(ACN:MeOH, 3:1) a urina (solvente:urina, 

3:2) 

2 - Centrifugação (12.000 rpm, 15 min) 

3 – Liofilização 

4 - Ressuspenção em ACN:MeOH:HCOOH, 

650:350:2 (urina:solvente, 2:1) 

5 - Filtração (0,22 µm) 

HILIC Si (Waters) 

Sílica
b
 

A = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 90% 

ACN, B = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 

50% ACN 

126 

Rato 1 - Adição de ACN a urina (ACN:urina, 4:1) 

2 - Centrifugação (10.000 g, 10 min) 

XBridge Amide 

(Waters) 

Amida trifuncional 

A = 10 mmol/L CH3COO NH4 em 90% 

ACN, B = 10 mmol/L CH3COONH4 em 50% 

ACN 

127, 128 

Rato 1 – Procedimento de SPE (Oasis HLB, 

Waters) 

2 – Filtração da fração de lavagem (Gelman 

GHP Acrodiscs, 13mm D.I., 45 µm, Merck) 

ZIC-HILIC 

(Merck) 

Sulfobetaína 

(zwitteriônica)
a
 

A = 0,025% HCOOH em ACN,  B = 5 

mmol/L CH3COO NH4 (aq) (pH = 4 ajustado 

com HCOOH) 

129 

As proporções e porcentagens representadas referem-se à relação volume-volume. 
a 

A amostra de urina também foi analisada por RPLC-MS; 
b
 A técnica de cromatografia 

líquida multidimensional foi empregada; 
c
 Procedimento para LC-MS e LC-NMR/MS. 
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Devido à diversidade de fases estacionárias disponíveis comercialmente e, as 

possibilidades de diferentes interações com os analitos, a escolha da coluna é muito 

importante no desenvolvimento de método por HILIC
108,130

. 

Um dos recheios comumente utilizados é a coluna zwiteriônica, com 

grupamentos de sulfobetaína (Figura 4). Esse recheio apresenta cargas negativas e 

positivas permanentes na faixa de pH de trabalho recomendada (pH entre 3 e 8) e, carga 

neutra total, devido à proporção de 1:1 dos grupos de amina quartenária e de sulfônico. 

Assim, a separação dos componentes da amostra pode ocorrer tanto por partição 

hidrofílica, quanto por interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio, tornando esse 

tipo de recheio adequado para a separação de compostos polares neutros ou carregados 

(Figura 4). No trabalho de otimização de métodos cromatográficos de LC-MS para 

metabolômica urinária de Zhang et al., duas colunas HILIC com grupamentos de 

sulfobetaína apresentaram resultados superiores ao uso de colunas cromatográficas de 

fase reversa
131

. Portanto, neste trabalho, optou-se pelo uso de uma coluna de recheio 

zwitteriônico, como o representado na Figura 4. 

 

 
Figura 4 – Possíveis mecanismos de interação do analito no modo HILIC com uma fase 

estacionária zwitteriônica do tipo sulfobetaína, baseados em descrições da literatura
105,132

. 

 

Em HILIC, os solventes orgânicos devem ser miscíveis em água, e podem ser 

empregados acetonitrila e alguns álcoois e ésteres cíclicos, que obedecem a seguinte 

ordem de força de eluição: metanol > etanol > isopropanol > tetrahidrofurano > 

acetonitrila, sendo que o solvente mais utilizado é a acetonitrila, pois outros solventes 
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podem resultar em baixa retenção dos analitos e em picos alargados e assimétricos
105,108,130

. 

Assim, a acetonitrila foi escolhida neste trabalho para compor a fase móvel.  

A fase móvel de HILIC normalmente contém sais, que têm um papel importante 

nesse modo cromatográfico, atuando no controle da força iônica e do pH do meio, e sua 

ausência pode resultar em tempos de retenção demasiadamente longos ou picos 

alargados
109

. Para o acoplamento com a espectrometria de massas, os sais empregados 

na fase móvel devem ser solúveis no solvente orgânico de escolha e voláteis, como por 

exemplo o formiato de amônio e o acetato de amônio
133

. Juntamente com os sais, ácidos 

fracos voláteis, como ácido fórmico e ácido acético
105

, podem ser utilizados para ajuste 

do pH, que pode influenciar a retenção e o formato de pico dos analitos
108,130

. Além 

disso, alguns trabalhos da literatura utilizam como aditivo da fase móvel apenas ácido 

fórmico
117,119

, que é também, comumente aplicado em RPLC-MS
117,118,122

. Então, neste 

trabalho, acetato de amônio, formiato de amônio e ácido fórmico foram investigados 

como aditivos da fase móvel. Assim, as fases móveis testadas preliminarmente para 

análise de urina foram: 

 (A) 95% ACN, 5% 100 mmol/L CH3COONH4 (aq) como solvente A e 5 

mmol/L CH3COONH4 (aq) (pH 7) como solvente B 

 (B) 95% ACN, 5% 100 mmol/L HCOONH4 (aq) como solvente A e 5 

mmol/L HCOONH4 (aq) (pH 6) como solvente B 

 (C) 95% ACN, 5% 100 mmol/L HCOONH4 (aq) e 446 mmol/L HCOOH 

(aq) como solvente A e 5 mmol/L HCOONH4 (aq), 22,3 mmol/L 

HCOOH(aq) (pH 3) como solvente B 

 (D) 5% 1915 mmol/L HCOOH(aq): 95% ACN (v/v %) (Cfinal HCOOH = 

0,1%, v/v %) como solvente A e 0,1% HCOOH(aq) (v/v %) como 

solvente B. 

 Os aditivos das fases móveis avaliadas (ácido fórmico, formiato de amônio e 

acetato de amônio) estão na mesma concentração final nos solventes A e B, a fim de se 

manter as concentrações dos mesmos constantes durante todo gradiente. 

Um fator muito importante em separações por HILIC é a porcentagem de água 

na fase móvel, que além de ser o solvente forte desse modo cromatográfico, alterando a 

retenção dos compostos pelo mecanismo de partição, também pode influenciar a 

retenção dos analitos de outra maneira, pois em menor quantidade, a camada de água 

parcialmente imobilizada na fase estacionária pode ser menos espessa, e assim, o 
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mecanismo de adsorção pode ser favorecido
134

. No estudo de Guo et al. foram avaliados 

a influência de alguns parâmetros na otimização na separação de seis ácidos orgânicos 

aromáticos, por  um desenho experimental, utilizando diferentes colunas HILIC, e 

concluiu-se que em geral para esse conjunto de analitos, a porcentagem de água na fase 

móvel foi o fator de maior impacto na retenção, seguida da concentração de sal (acetato 

de amônio) e por último, a temperatura da coluna
134

. Nesse sentido, para analises 

metabolômicas, em que procura-se detectar o maior numero possível de compostos, a 

otimização do gradiente e teor de água na fase móvel é muito importante, pois altera a 

retenção dos compostos. Além disso, a otimização do gradiente, pode acarretar em uma 

melhor resolução dos picos, e assim, pode-se minimizar interferências de ionização 

(supressão ou aumento), devido a coeluição dos compostos. Então, diferentes gradientes 

foram avaliados neste trabalho. 

Primeiramente, testes preliminares foram realizados com um pool de amostras 

de urina humana, para selecionar gradientes a serem testados com mais detalhes. Um 

gradiente exploratório de 30 minutos de 5 a 95% B (Figura 5A) foi testado para as fases 

móveis A, B, C e D, e por meio dessas corridas, molecular features
a
 foram extraídos 

pelo software DataAnalysis da Bruker. Então, foi determinada a %B em que a maioria 

dos compostos foram eluídos, e assim, novos gradientes em que a rampa do gradiente 

foi variada decrescida, até alcançar essa %B, foram testados. 

Para a fase móvel B, por exemplo, 96,5% dos molecular features obtidos pelo 

DataAnalysis eluem em até 12 minutos, ou seja, em até 40% B (Figura 5A). Então, 

optou-se por tornar o gradiente mais lento até atingir 40% B e, depois aumentar a 

porcentagem de solvente B mais rapidamente até 95% B para garantir a lavagem da 

coluna (Figura 5B). Esse novo gradiente resultou em cerca de 47% mais molecular 

features (de 316 para 464) e em áreas maiores para picos selecionados presentes em 

todas as amostras, indicando que o novo gradiente minimiza efeitos de supressão de 

ionização e assim, mais molecular features são extraídos e com maior intensidade. 

                                                           
a
 Os molecular features são caracterizados por um determinado intervalo de m/z relacionado a 

um intervalo de tempo de retenção definido. Quando extraídos de mais de uma amostra ao 

mesmo tempo, um molecular feature é caracterizado por se encontrar agrupado e presente na 

quase totalidade das amostras. 
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Figura 5 - Gráfico de %B versus tempo para o gradiente exploratório (A) e o gradiente mais 

lento (B). 

Então, foi realizada uma analise prévia de corridas em diferentes gradientes para 

as fases móveis A, B, C e D, considerando o número de molecular features extraídos, a 

intensidade normalizada de alguns íons extraídos presentes em todos os gradientes, e a 

inspeção visual da forma dos picos nos cromatogramas. Assim, as condições que 

tiveram os melhores desempenhos para cada fase móvel foram avaliadas com mais 

detalhes, em análises de triplicata de uma mesma amostra de um pool de urina. Por 

meio dessas análises prévias, as corridas de melhor desempenho das fases móveis A, B, 

C e D foram comparadas em relação ao número de molecular features obtidos pelo 

software DataAnalysis e, ao valor do sinal/ruído para íons extraídos intensos e de m/z  

presentes em todas as análises cromatográficas. A fase móvel C apresentou de 32 a 

142% mais molecular features que as demais fases móveis testadas e, em geral 

melhores valores de sinal/ruído para os picos selecionados. A concentração de sal pode 

influenciar as interações eletrostáticas entre a fase estacionária e o analito
135

 e  o 

aumento da força iônica pode levar a uma melhora do formato de pico
108

. Assim, para a 

fase móvel C, a concentração de sal final na fase móvel foi aumentada de 5 para 20 

mmol/L (Fase móvel E, Tabela 3). 

Os gradientes testados para a fase móvel E, foram selecionados através de testes 

preliminares, como discutido anteriormente. Também foi avaliado um aumento da 

concentração de sal da fase móvel C (solvente B: formiato de amônio 5 mmol/L, pH 3) 

de 5 para 20 mmol/L de sal (Fase móvel F, Tabela 3), pois essa condição 

cromatográfica apresentou o maior número de molecular features encontrados pelo 

pacote XCMS do software de acesso livre R, porém apresentou resultados ruins para o 

formato de pico de alguns m/z selecionados para avaliação, e presentes em todas as 

condições cromatográficas. Assim, todas as fases móveis testadas, bem como os 

gradientes avaliados, estão compilados nas Tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3 - Fases móveis avaliadas com mais detalhes em experimentos de triplicata 

 
Solvente A Solvente B 

A 
95% ACN: 5% 100 mmol/L CH3COONH4 (aq) 

(v/v) (Cfinal CH3COONH4 = 5 mmol/L) 
5 mmol/L CH3COONH4 (pH 7) 

B 
95% ACN: 5% 100 mmol/L HCOONH4 (aq) 

(v/v) (Cfinal HCOONH4 = 5 mmol/L) 
5 mmol/L HCOONH4 (pH 6) 

C 

95% ACN: 5% 100 mmol/L HCOONH4 (aq) e  

446 mmol/L HCOOH (aq) (v/v) 

(Cfinal HCOONH4 = 5 mmol/L e Cfinal HCOOH = 

22,3 mmol/L) 

5 mmol/L HCOONH4, 

22,3 mmol/L HCOOH (pH 3) 

D 
5% 1915 mmol/L HCOOH (aq): 95% ACN 

(v/v) (Cfinal HCOOH = 0,1%, v/v %) 
0,1% HCOOH (v/v) 

E 
95% ACN: 5% 400 mmol/L HCOONH4 (aq) 

(v/v) (Cfinal NH4HCO2 = 20 mmol/L) 
20 mmol/L HCOONH4 (pH 6) 

F 

95% ACN: 5% 400 mmol/L HCOONH4 (aq) e 

1786 mmol/L HCOOH (aq) (v/v) (Cfinal 

HCOONH4 = 20 mmol/L e Cfinal HCOOH = 89,3 

mmol/L) 

20 mmol/L HCOONH4, 

89,3 mmol/L HCOOH (pH 3) 

 

Tabela 4 - Gradientes testados para as fases móveis da Tabela 3 

 Gradiente Fases móveis testadas 

G1 0-40% B (0-20 min), 40-95% B (20-35 min), 95% B 

(35-40 min), 95-0% B (40-45 min), 0% B (45-55 min) 

A, B, C, D, E e F 

G2 0-40% B (0-30 min), 40-95% B (30-45 min), 95% B 

(45-50 min), 95-0% B (50-55 min), 0% B (55-65 min) 

A, B, C 

G3 0-20% B (0-20 min), 20-95% B (20-35 min), 95% B 

(35-40 min), 95-0% B (40-45 min), 0% B (45-55 min) 

D 

G4 0-50% B (0-20 min), 50-95% B (20-35 min), 95% B 

(35-40 min), 95-0% B (40-45 min), 0% B (45-55 min) 

E 

G5 5-95% B (0 -30 min), 95% B (30-35 min), 95-5% B (35-

40 min), 5%B (40-50 min). 

D 
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 Na metabolômica, busca-se detectar a maior quantidade de metabólitos possíveis 

em uma só análise, que deve ser reprodutível para produzir resultados confiáveis. Dessa 

forma, para escolher uma condição cromatográfica ótima, avaliou-se auferindo uma 

nota de 0 a 5 de: número total de molecular features detectados (na triplicata), 

repetibilidade da intensidade (de todos os molecular features), repetibilidade do tempo 

de retenção (de m/z selecionados), o formato de pico (de m/z selecionados) e a 

magnitude da intensidade (de m/z selecionados). As notas foram obtidas para 

experimentos realizados em triplicata da mesma amostra de um pool de urina humana, 

para todas as condições examinadas. A avaliação por meio de notas é encontrada em 

alguns trabalhos de otimização de métodos cromatográficos para metabolômica
136,137

 e 

facilita a seleção de condições cromatográficas que separem uma grande quantidade de 

compostos simultaneamente de maneira reprodutível. 

Para a metabolômica alvo de 142 metabólitos, que constituem cerca de 25% dos 

metabólitos conhecidos de E. coli., Bajad et al. otimizaram um método de LC-MS/MS, 

em que foram testadas sete colunas diferentes (de HILIC e de RPLC), em pelo menos 

dois pHs distintos, com 142 padrões de metabólitos. A performance das condições foi 

avaliada através de uma nota atribuída para cada condição, tendo sido examinadas a 

sensibilidade, retenção, altura e simetria do pico, e sendo assim, os picos dos padrões de 

metabólitos foram classificados como bom, razoável ou ruim 
136

. Os autores obtiveram 

os melhores resultados com o emprego da coluna de fase estacionária amino no pH 9, 

que resultou na maior quantidade de metabólitos avaliados como bons (77 metabólitos) 

ou razoáveis (39 compostos). 

 Para metabolômica global de urina, Kloos et al. avaliaram diferentes colunas 

cromatográficas para RPLC e HILIC, em diferentes fases móveis (variação de pH), 

empregando-se uma mistura de 54 padrões de compostos encontrados na urina, que 

foram individualmente examinados, de maneira similar ao trabalho de Bajad et al.
136

, 

pela sensibilidade, retenção, altura e simetria do pico, e uma nota foi auferida para cada 

condição examinada
137

. As colunas para HILIC testadas resultaram em maior retenção 

de compostos polares em relação à fase reversa, e a coluna diol obteve o melhor 

desempenho. 

 O número de molecular features detectados é um parâmetros comumente 

utilizado no desenvolvimento de métodos cromatográficos para metabolômica
131,137–139

. 

Assim, neste trabalho o número de molecular features detectados em triplicata foi 

utilizado na composição da nota das condições cromatográficas, para avaliá-las em 
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relação a maior quantidade de informações obtidas em apenas uma corrida 

cromatográfica. Os molecular features foram extraídos, agrupados, o tempo de retenção 

foi alinhado e os molecular features foram novamente agrupados pelo pacote XCMS
36

 

do software de acesso livre R. Ao final do processamento dos dados pelo XCMS, uma 

tabela de dados com colunas contendo o m/z, intensidade e tempo de retenção corrigido 

e agrupado dos molecular features, é gerada. O pacote XCMS de acesso livre foi criado 

para o tratamento de dados de metabolômica gerados por LC-MS
36

. Esse procedimento 

foi realizado para contabilizar apenas os molecular features detectados nas três réplicas 

da mesma amostra de urina, a fim de se minimizar a contabilização de ruídos. Ainda, 

com esta mesma finalidade, foram removidos da tabela de dados, molecular features 

que apareceram na análise de um branco (solução de 80% acetonitrila, v/v %). A nota 

para o número de molecular features é dada pela Equação 1, em que a condição que 

apresentou o maior número de molecular features é considerada (nmáx). 

 

𝑁𝑚𝑜𝑙 = 5 × (
𝑛

𝑛𝑚á𝑥
)         [1] 

 

onde: 

𝑁𝑚𝑜𝑙  é a nota em relação ao número de molecular features detectados 

𝑛 é o número de molecular features detectados na triplicata 

𝑛𝑚á𝑥 é o número de molecular features máximo obtido 

 

 A repetibilidade dos molecular features foi avaliada por meio do cálculo da 

média do coeficiente de variação (CV) da intensidade de todos os molecular features de 

cada condição, que foi calculado no programa Excel, pelo uso da tabela de dados das 

corridas em triplicata gerada pelo XCMS (detalhes no item 3.3 do capítulo 3). Esse 

parâmetro foi avaliado, pois os experimentos metabolômicos são comparativos e a 

repetibilidade da intensidade é muito importante para se obter resultados confiáveis. O 

coeficiente de variação da intensidade foi avaliado em alguns trabalhos da literatura de 

desenvolvimento de métodos de cromatografia líquida para metabolômica
131,138,140

. A 

nota do coeficiente de variação é dada na Equação 2 e leva-se em consideração a 

condição cromatográfica com melhor desempenho nesse parâmetro. 
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𝑁𝐶𝑉 𝑖𝑛𝑡 = (
1

𝐶𝑉𝑖𝑛𝑡
÷

1

𝐶𝑉𝑖𝑛𝑡 𝑚í𝑛
) × 5      [2] 

 

onde: 

NCV int  é a nota em relação ao coeficiente de variação da intensidade 

CVint é o coeficiente de variação médio da intensidade de todos os molecular features 

CVint mín é o coeficiente de variação médio da intensidade mínimo obtido 

 Para os parâmetros de repetibilidade do tempo de retenção, formato de pico e 

magnitude da intensidade, 15 m/z presentes em todas as condições cromatográficas e, 

que apresentam alta intensidade foram selecionados: m/z 105,03, m/z 114,07, m/z 

162,11, m/z 130,05, m/z 138,05, m/z 144,10, m/z 147,08, m/z 170,09, m/z 180,06, m/z 

184,06, m/z 181,07, m/z 204,12, m/z 232,15, m/z 265,12 e m/z 302,23. 

 A repetibilidade do tempo de retenção foi examinada através do cálculo da 

média do coeficiente de variação do tempo de retenção de m/z selecionados, que 

aparecem em todas as condições cromatográficas. Esse parâmetro foi avaliado em 

alguns trabalhos de otimização de métodos cromatográficos
131,140

. No tratamento de 

dados de metabolômica, os molecular features passam por uma etapa de correção de 

tempo de retenção (alinhamento) e duas etapas de agrupamento, e quando o tempo de 

retenção varia muito, pode ocorrer um problema nessas etapas do tratamento de dados. 

Assim, esse parâmetro foi considerado relevante para a avaliação das condições 

cromatográficas. O cálculo da nota de repetibilidade do tempo de retenção é mostrado 

na Equação 3, e o menor CV obtido pelas condições avaliadas foi considerado nessa 

equação (CV TRmin). 

𝑁𝐶𝑉 𝑇𝑅 = (
1

√𝐶𝑉 𝑇𝑅
÷

1

√𝐶𝑉 𝑇𝑅𝑚𝑖𝑛
) × 5      [3] 

   

onde: 

𝑁𝐶𝑉 𝑇𝑅 é a nota em relação ao coeficiente de variação do tempo de retenção 

𝐶𝑉 𝑇𝑅 é o coeficiente de variação médio do tempo de retenção de m/z selecionados 

𝐶𝑉 𝑇𝑅𝑚𝑖𝑛 é o coeficiente de variação médio do tempo de retenção mínimo obtido 

 

 O formato de pico foi avaliado, pois picos divididos ou muito alargados podem 

ser extraídos de maneira errônea por algoritmos de extração de molecular features
141

. O 

formato de pico foi investigado em alguns trabalhos de metabolômica de 

desenvolvimento de método cromatográfico
131,136,137

.  Neste trabalho esse parâmetro foi 

avaliado através do cálculo de fator de cauda (TF) dos picos dos m/z selecionados nos 
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cromatogramas de íon extraído, como mostrado na Figura 6. Picos com fator de cauda 

entre 0,8 e 1,5 foram considerados bons, picos com fator de cauda entre 0,6 e 0,7 foram 

considerados razoáveis e picos com demais valores de fator de cauda, ou não-

resolvidos, foram considerados ruins (Figura 6). 

 

Figura 6 – Cromatogramas de íon extraído (intensidade x tempo de retenção) com exemplos de 

picos com formato bom para o m/z 114,07 da condição E G1(A), razoável para m/z 162,11 da 

condição F G1(B) e ruim para o m/z 105,03 da condição C G2 (C), baseados no cálculo de fator 

de cauda (TF) ou na resolução. 

 A nota referente ao formato de pico foi dada atribuindo um valor de 3 para picos 

com bom formato, 2 para picos com formato razoável, e 0 para picos com formato ruim. 

Esse valor foi somado, divido por 45, que seria a soma do caso ideal, em que todos os 

15 picos foram considerados bons (3 x 5 = 45) e multiplicado por 5 (Equação 4). 

 

𝑁𝑓𝑜𝑟𝑚 = (
3𝑛𝐵𝑂𝑀+2𝑛𝑅𝐴𝑍

45
) × 5       [4] 

 

onde: 

𝑁𝑓𝑜𝑟𝑚 é a nota do formato de pico 

 𝑛𝐵𝑂𝑀 é o número de picos com formato classificado como bom 

𝑛𝑅𝐴𝑍 é o número de picos com formato classificado como razoável 

  

 A magnitude da intensidade foi avaliada para examinar possíveis efeitos de 

supressão de ionização ou baixa eficiência de ionização. No trabalho de Zhang et al., a 

área de picos selecionados foi utilizada para avaliar o uso de ácido acético e ácido 

fórmico, como aditivos da fase móvel de RPLC-MS, no modo negativo
142

. O uso de 

ácido acético para o modo negativo resultou em um número maior de molecular 

features e em áreas de picos selecionados cerca de cinco vezes maiores do que as 
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obtidas com o ácido fórmico, devido a maior eficiência de ionização desse aditivo.  Para 

o cálculo da nota desse parâmetro, primeiramente a intensidade de cada m/z foi 

normalizada em relação à intensidade da condição A G1, que apresentou baixas 

intensidades, e então, a média das intensidades normalizadas foi dividida pela média da 

melhor condição nesse quesito (E G1) e multiplicada por 5 (Equação 5). 

𝑁𝑖𝑛𝑡 = (
𝐼

𝐼𝑚á𝑥
) × 5         [5] 

 

onde: 

𝑁𝑖𝑛𝑡 é a nota referente a magnitude da intensidade 

𝐼 é a media das intensidades normalizadas pela condição A G1 

𝐼𝑚á𝑥é a média máxima das intensidades normalizadas (da condição E G1) 

 

 As condições foram então avaliadas somando as notas de cada parâmetro, mas 

impondo uma maior importância à nota dos parâmetros de repetibilidade de tempo de 

retenção e de intensidade (Equação 6), pois são os parâmetros importantes para a 

repetibilidade do método e, assim para a confiança do resultado final. 

 

𝑁𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 1,5 𝑁𝐶𝑉 𝑅𝑇 + 1,5 𝑁𝐶𝑉 𝐼𝑛𝑡 + 𝑁𝐹𝑜𝑟𝑚 + 𝑁𝑚𝑜𝑙 + 𝑁𝐼𝑛𝑡   [6] 

 

 As notas individuais de cada parâmetro analisado, bem como a nota total de cada 

condição cromatográfica estão mostradas no Figura 7. 

  



61 

 

 

 

0

30

A G1 A G2 B G1 B G2 C G1 C G2 D G1 D G3 D G5 E G1 E G2 F G1

B N total

0

5

A G1 A G2 B G1 B G2 C G1 C G2 D G1 D G3 D G5 E G1 E G2 F G1

A N mol N CV int N CV TR N Int N formN
mol

 N
CV

 
int

 N
CV

 
int

 N
CV

 
TR

 N
Int

 N
form

 

N
total

 

Figura 7  - (A) Gráfico de barras das notas individuais de todos os parâmetros, obtida pelo número total de molecular features detectados (N mol), média do CV da 

intensidade (NCV int), média do CV do tempo de retenção de m/z selecionados (NCV TR), media de intensidades de picos selecionados normalizada (Nint) e de formato 

de pico (Nform) e (B) gráfico de barras da nota total (Ntotal) de cada condição cromatográfica avaliada em triplicata. 
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 A condição E G1, cujo solvente B é composto por 20 mmol/L de formiato de 

amônio a pH = 6, atingiu a melhor nota total e, portanto foi escolhida como a condição 

cromatográfica ótima (Figura 7B). Ainda, pode-se observar na Figura 7A que essa 

condição atingiu boas notas em todos os quesitos avaliados. A fase móvel B de mesmo 

pH que a fase móvel E, mas composta por formiato de amônio numa menor 

concentração, apresentou em todos os quesitos pior desempenho que a condição E G1, 

demonstrando a importância da concentração de sal no desenvolvimento de método de 

HILIC-MS. Comparando-se, por exemplo, a condição B G1 com a condição E G1 em 

relação ao formato de pico, observa-se que o aumento da concentração de sal, melhorou 

consideravelmente esse parâmetro, o que foi observado também na literatura
107

. O 

aumento da concentração de sal é associado à diminuição das interações eletrostáticas 

entre a fase estacionária e o analito
109

. Assim, a hipótese para a melhora no formato de 

pico é que os íons formiato e amônio interagem com os grupos carregados da coluna 

zwitteriônica, competindo com os analitos e diminuindo as interações eletrostáticas 

entre os analitos e a fase estacionária, tornando o mecanismo de retenção controlado 

essencialmente por partição e minimizando a adsorção dos analitos e a presença de 

caudas, como se pode observar na Figura 8, para os cromatogramas de íon extraído de 

m/z 144,10 e 265,12. 

 

 

Figura 8 - Cromatogramas de íon extraído (intensidade x tempo de retenção) de m/z 144,10, das 

condições F G1 (A) e B G1 (B), e de m/z 265,12, das condições F G1 (C) e B G1 (D). 

 As análises de fases móveis contendo acetato (Fase móvel A) apresentaram 

poucos molecular features detectados na triplicata e baixa  magnitude da intensidade, 

vide Figura 7. Esse resultado pode indicar que o pH mais alto dessa fase móvel 
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compromete a ionização no modo positivo, uma vez que, geralmente, os íons na 

ionização por eletrospray são gerados por protonação. De fato, no trabalho de Zhang et 

al., o ácido acético se mostrou um aditivo superior ao ácido fórmico para a ionização de 

metabólitos da urina no modo negativo, e os autores atribuíram essa performance a uma 

combinação de efeito de pH (redução de hidrônio do meio) e da alta basicidade do 

acetato na fase gasosa
142

. Assim, neste trabalho, além da contribuição do pH do meio, 

os íons acetato podem suprimir a ionização dos analitos por competição pela protonação 

devido a sua alta basicidade na fase gasosa. 

 As condições avaliadas contendo apenas ácido fórmico como aditivo da fase 

móvel (Fase móvel D) resultaram em uma baixa retenção dos compostos, além de 

formatos de picos ruins (Figura 9). No trabalho de McCalley et al., o uso de uma fase 

móvel contendo 0,2% de ácido fórmico em 85% acetonitrila resultou em picos 

alargados e com cauda frontal para analitos carregados, devido a problemas de 

sobrecarga da coluna Atlantis sílica
143

. Os autores atribuíram esse desempenho inferior 

da coluna, ao fato de que em altas proporções de acetonitrila, o ácido fórmico está 

fracamente ionizado, resultando em uma baixa força iônica e na sobrecarga da coluna. 

Uma possível explicação para a baixa retenção dos analitos nessa condição de fase 

móvel, seria pela competição de íons hidrônio (H3O
+
) dessa fase móvel com os analitos 

pelas ligações de hidrogênio com o grupo sulfônico da coluna (mecanismo de adsorção) 

e pela solvatação do ácido pela água (mecanismo de partição), levando a uma 

diminuição da retenção dos analitos. Na Figura 9, pode-se observar que para os picos do 

íon de m/z 114,07, a fase móvel D resultou em baixos tempos de retenção e a uma 

aparente sobrecarga da coluna. O íon de m/z 114,07 é a creatinina, presente em altas 

concentrações na urina, o que pode corroborar a hipótese de sobrecarga da coluna. 
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Figura 9 - Cromatogramas de íon extraído de m/z 114,07 das condições D G5 (A), D G1 (B), D 

G3 (C) e E G1 (D). 

 As condições avaliadas para a fase móvel C apresentaram bom desempenho em 

todos os quesitos menos no formato de pico. Assim, tentou-se aprimorar o formato de 

pico, pelo aumento da concentração de sal e mantendo-se o pH da fase aquosa igual a 3 

(Fase móvel F). Porém, o aumento de sal não melhorou o formato dos picos e, a alta 

concentração de sal e ácido fórmico resultou numa menor quantidade de molecular 

features detectados e menor magnitude de intensidade, o que pode ser resultado de um 

aumento de supressão de ionização. Assim, para obter-se o máximo de informações 

(maior número de molecular features), da maneira mais confiável e reprodutível, a 

condição de maior nota, E G1 foi obtida como condição ótima e o cromatograma de 

pico de base dessa condição é mostrado na Figura 10. 
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Figura 10 - Cromatograma de pico de base (intensidade x tempo de retenção) da condição 

ótima (E G1). 

 

2 – Otimização da precipitação de proteínas 

 

 As análises metabolômicas podem ser comprometidas devido às proteínas  

presentes na urina, pois as mesmas podem promover a supressão de ionização  

comprometendo a repetibilidade do método. Além disso, as proteínas podem ser 

adsorvidas na coluna, por meio de interações eletrostáticas e de ligação de hidrogênio 

com os grupamentos sulfônicos presentes na  coluna zwitteriônica (Figura 4), 

diminuindo a repetibilidade do método cromatográfico e a vida útil da coluna.  

O preparo das amostras de urina, para uso em colunas para HILIC, é 

relativamente simples, com a precipitação de proteínas por meio da adição de um 

solvente orgânico, seguida de centrifugação da amostra previamente à injeção da urina, 

por exemplo, vide trabalhos relatados apresentados na Tabela 2. 

Em se tratando de otimização de método envolvendo análise metabolômica de 

urina por HILIC-MS, poucos trabalhos são encontrados na literatura, bem como, a 
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otimização do preparo da amostra é pouco detalhada. No trabalho apresentado por Chen 

et al.
144

, os autores mencionam a otimização do preparo da amostra com diferentes 

solventes, metanol, acetonitrila, acetona e misturas desses solventes, sendo que, a 

acetonitrila foi a melhor condição obtida. Entretanto, a otimização detalhada desse 

estudo não foi apresentada, apenas o resultado final obtido.  

Portanto, um procedimento de precipitação de proteínas da urina com adição de 

solvente orgânico, previamente à injeção da amostra no cromatógrafo, foi estudado. Os 

solventes acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e isopropanol (iPrOH), e misturas 

desses solventes (1:1 MeOH:ACN, 1:1 ACN:iPrOH, 1:1 iPrOH:MeOH e 1:1:1 

iPrOH:MeOH:ACN (v/v)) foram empregados neste estudo. 

A acetonitrila foi utilizada, pois é o solvente mais empregado em estudos de 

metabolômica urinária por HILIC-MS, como pode-se observar na Tabela 2. Por outro 

lado, a literatura menciona o uso do metanol para precipitar proteínas de plasma
145

, 

soro
146

 e fluído cerebrospinal
147

, fluidos biológicos que contém maior teor de proteína 

que a urina. Também, a mistura de metanol e acetonitrila foi empregada para esta 

mesma finalidade, em estudos de metabolômica em urina por HILIC-MS
115,124,126

. 

Ainda, em análise lipidômica, o isopropanol apresentou-se eficiente na remoção de 

proteínas de plasma, tanto quanto o emprego de acetonitrila e metanol
148

. Entretanto, 

para a análise metabolômica de urina, o efeito do isopropanol na precipitação de 

proteínas, ainda não foi investigado. 

 Neste trabalho, os solventes ACN, MeOH e iPrOH, bem como suas misturas, 

foram investigados, como procedimento de precipitação de proteínas de um pool de 

urina humana (em triplicata), para análise metabolômica por HILIC-MS. O 

procedimento experimental adotado foi o mesmo para cada condição de solvente 

avaliada. Os detalhes estão descritos no item 4.1 do capítulo 3 considerando a melhor 

condição. 

 Para a otimização da precipitação de proteínas, dois critérios foram adotados, 

sendo que, o primeiro deles foi a quantidade de informação confiável, obtida em uma 

única corrida cromatográfica, por meio do número de molecular features, detectados em 

todas as amostras da triplicata, que apresentaram o coeficiente de variação da 

intensidade menor que 25% (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Número de molecular features com coeficiente de variação da intensidade menor 

que 25% para as condições investigadas 

Condição N° de molecular features 

ACN 583 

iPrOH 1138 

MeOH 945 

1:1 ACN:iPrOH 1043 

1:1 ACN:MeOH 797 

1:1 MeOH:iPrOH 746 

1:1:1 ACN:iPrOH:MeOH 853 

 

O outro critério adotado foi a eficiência do solvente na precipitação de proteínas, 

que foi avaliada pela estimativa de proteínas totais, precipitadas por cada solvente 

estudado, por meio do método de Bradford. O princípio desse método envolve  a reação 

entre o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250 e  proteínas, o que altera o máximo 

de absorção do corante de 465 para 595 nm. Por meio da construção de uma curva 

analítica com soluções padrão de proteína, a medida de absorção da mistura reacional 

após um curto período de incubação, de alguns minutos em 595 nm, é relacionada à 

concentração de proteínas na amostra
149

. O método de Bradford foi utilizado em 

trabalhos de otimização de método de preparo de amostra de urina para proteômica para 

determinar a eficiência desses métodos na extração de proteínas
150–152

. Want et al., em 

estudos de metabolômica, também avaliaram a eficiência da remoção de proteínas de 

soro, por meio de ensaios de Bradford, após o emprego de diferentes métodos de 

precipitação
153

. 

Neste trabalho, o método de Bradford foi empregado para as medidas de 

proteínas totais precipitadas, em cada condição de estudo (solvente e misturas), como 

previamente descrito, a fim de avaliar o melhor solvente para a precipitação de proteína. 

Entretanto, para o método de Bradford, fez-se necessário o uso de um maior volume de 

amostra, devido a baixa quantidade de proteína nas amostras de urina, bem como a 

remoção das células e materiais particulados
150

, pois estas, podem prejudicar a 

solubilização das proteínas. Assim, uma centrifugação branda, prévia à precipitação de 
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proteínas da amostra de urina foi realizada (detalhes do procedimento no item 4.3 do 

capítulo 3). 

 A solubilização das proteínas sedimentadas (pellet), geradas após os 

procedimentos de precipitação, foi investigada. Dentre as soluções tipicamente 

utilizadas para dissolução de proteína, e que não interferem no teste de Bradford, estão: 

4 mmol/L de NaOH, 40 mmol/L de Tris (tris(hidroximetil)aminometano), 10% (v/v) 

etanol, 0,15 mol/L de NaCl, 4 mmol/L de HCl, entre outros; o 4 mmol/L de NaOH foi o 

que apresentou melhor solubilização do pellet. 

Dessa forma a quantidade de proteínas precipitadas em cada solvente, e suas 

misturas, foi realizada por meio da construção de uma curva de analítica com padrões 

de albumina sérica bovina, em 0,15 mol/L de NaCl e 4 mmol/L de NaOH, vide Figura 

11. A concentração de proteína na urina foi determinada por interpolação da equação da 

reta da curva analítica, e foi corrigida pela massa de urina pesada para cada alíquota de 

amostra. 

 

 

Figura 11 - Curva analítica para determinação de proteínas pelo método de Bradford com y = 

0,0060 ± 0,0002 x + 0,0817 ± 0,0086, R
2
 = 0,9965, F = 1138, p-valor = 5.10

-6
, erro padrão da 

regressão = 0,0075. 

 Portanto, os resultados obtidos em relação à estimativa da concentração de 

proteínas precipitadas e, ao número de molecular features, com coeficiente de variação 

da intensidade menor que 25%, para cada condição de solvente investigada estão 

resumidos  na Figura 12. 
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Figura 12 - Desenho experimental dos solventes e misturas testados para remoção de proteínas 

em urina com os resultados de estimativa da concentração de proteínas no pellet em µg proteína/ 

g urina (p) e do número de molecular features com coeficiente de variação da intensidade 

menor que 25% (mf) são apresentados. *A absorbância das amostras precipitadas com 

acetonitrila é menor do que a obtida para uma solução de padrão de proteína 10 mg/L. 

 

 Como mencionado anteriormente, a acetonitrila é o solvente mais utilizado no 

preparo de amostras de urina, para análise por HILIC-MS (Tabela 2), pois é usualmente 

empregada como solvente A da fase móvel. Portanto, ao utilizar acetonitrila para 

precipitar a proteína, as etapas de secagem e ressuspensão da amostra são 

desnecessárias, o que torna esse método simples para metabolômica por HILIC-MS. 

Entretanto, o uso de acetonitrila acarreta em menos molecular features detectados, e é 

ineficiente para a remoção de proteínas, vide Figura 12 (ACN, p:0; mf:583). Ainda, a 

repetibilidade desse método, avaliada pela média do coeficiente de variação da 

intensidade de todos os molecular features detectados na urina (triplicata), foi a pior 

observada para as condições testadas (CV = 22%). Esses resultados eram esperados, 

uma vez que durante o preparo da amostra, especificamente após a etapa da 

centrifugação, não foi visualizada uma clara sedimentação das proteínas, o que 

compromete uma remoção eficiente de todo o sobrenadante, e consequentemente, uma 

perda de metabólitos e baixa repetibilidade do método são constatadas. Esses resultados 
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estão de acordo com os apresentados por Want et al., ou seja, uma menor remoção de 

proteínas, baixa repetibilidade e moderado número de molecular features foram obtidos 

quando ACN foi empregada para remoção de proteínas de soro, em análise 

metabolômica global
153

. Ainda, os resultados obtidos por Afkarian et al., para análise de 

proteômica, também corroboram com os resultados aqui apresentados, isto é, a 

acetonitrila foi ineficaz, em comparação com outros solventes orgânicos, na extração de 

proteínas da urina
151

.  

 Os demais solventes e misturas investigados foram eficientes na remoção de 

proteínas em comparação a ACN pura, sendo que o mais eficiente foi a mistura de 1:1 

isopropanol:acetonitrila (v/v). Porém, em relação ao número de molecular features,  o 

melhor solvente foi o isopropanol. Portanto, um comprometimento entre a remoção 

efetiva de proteínas (aumentando assim a vida útil da coluna cromatográfica) e a 

obtenção do maior número de molecular features (maior quantidade de informações 

confiáveis em uma única corrida cromatográfica, minimizando a perda de metabólitos) 

foi considerado para obtenção da melhor condição. Dessa forma, o método de 

precipitação de proteínas com isopropanol foi selecionado como ótimo. 

 Na busca de um aumento da frequência analítica e mínima manipulação da 

amostra (evitando perdas de metabólitos), a influência do plug de injeção do 

sobrenadante, sem as etapas de secagem e ressuspensão da amostra, foi avaliada.  Dessa 

forma, dois procedimentos de preparo de amostra foram testados em triplicata: um 

procedimento completo, que incluiu, além da centrifugação, as etapas de secagem e 

ressuspensão da amostra (50% acetonitrila, v/v) após a precipitação de proteína com 

isopropanol, e um procedimento sem as etapas de secagem e ressuspensão. 

 Os resultados obtidos mostraram a presença de picos alargados e distorcidos 

para alguns compostos, no inicio da corrida cromatográfica, vide Figura 13, quando o 

procedimento sem as etapas de secagem e ressuspensão da amostra (plug de injeção 

contendo 75% de isopropanol, v/v) foi empregado. Por outro lado, com o procedimento 

completo, ou seja, centrifugação, secagem e ressuspensão (50 % ACN, v/v), o 

alargamento de pico é aceitável e não há distorção na forma do pico. Além disso, 567 

molecular features presentes em todas as amostras da triplicata e com coeficiente de 

variação da intensidade menor que 25% para as amostras injetadas em 75% isopropanol 

foram detectados, enquanto que para a mesma amostra de urina precipitada com 

isopropanol, seca e ressuspensa em 50% acetonitrila obteve-se 733 molecular features. 



71 

 

 Analogamente à cromatografia em modo reverso, quando o solvente utilizado 

para dissolução da amostra é muito forte, após a injeção da amostra, o solvente entra em 

contato com a fase móvel e não é prontamente diluído, então parte da amostra irá eluir 

mais rapidamente até que o solvente e o analito sejam completamente diluídos na fase 

móvel, o que causa  distorção de picos, principalmente no início da corrida, quando a 

diferença da força dos solventes é maior e não há tempo hábil para a diluição do 

solvente na fase móvel
99,154

. Em HILIC, a força do solvente aumenta de acordo com a 

sua polaridade e capacidade de doar ou receber prótons, assim o isopropanol  é um 

solvente mais forte que a acetonitrila
108

, pois apesar de sua menor polaridade, possui 

tanto a capacidade de receber prótons, devido aos pares de elétrons livres no oxigênio, 

quanto a capacidade de doar prótons devido ao grupamento OH da molécula, ao 

contrário da acetonitrila que pode apenas receber prótons. Assim, provavelmente a 

solução de 75% isopropanol é mais forte que a solução de 50% acetonitrila, o que 

acarreta num maior efeito de distorção de picos no início da corrida cromatográfica. 

Então, as etapas de secagem e ressuspensão da amostra em 50% acetonitrila foram 

mantidas no método de preparo de amostra. 

 

 

Figura 13 - Cromatogramas de íon extraído (intensidade x tempo de retenção) de m/z 181,07 de 

uma amostra de urina com as etapas de secagem e ressuspensão da amostra em 50% acetonitrila 

(A) e de uma amostra em 75% isopropanol  e sem a etapa de secagem (B). 
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Capítulo 5 – Metabolômica 
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1 – Análise metabolômica por HILIC-MS 

  

 A exposição gestacional do material particulado fino (MP2,5)  pode proporcionar 

malefícios ao feto, como retardação do crescimento fetal
155

, aumento do risco de 

desenvolvimento de autismo na criança
156

, e do risco de recém-nascidos com baixo 

peso
157

, entre outros. Dessa forma, nesse trabalho a investigação dos efeitos da poluição 

no metabolismo, durante a gravidez, foi estudado por meio de um desenho experimental 

descrito com detalhes no item 5.1 do Capítulo 3. Resumidamente, um grupo de 

camundongos fêmeas prenhas foi submetido à exposição a MP2,5 diariamente e um 

grupo controle foi submetido à exposição a ar filtrado, sob as mesmas condições. 

Durante o período de exposição, amostras de urina desses camundongos foram 

coletadas, e então, o metaboloma dos dois grupos foi comparado, por meio da análise 

metabolômica global da urina por HILIC-MS. 

 O método de preparo de amostra e o cromatográfico, otimizados no capítulo 4 

com urina humana, foram utilizados com algumas adaptações, para análise 

metabolômica da urina dos camundongos. Para a amostra de urina de camundongo 

utilizou-se um fator de diluição maior, previamente à injeção da amostra no sistema de 

cromatografia líquida, e a etapa de lavagem da coluna foi aumentada, para garantir a 

estabilidade do sistema analítico durante toda a análise das amostras. 

 

2 – Visualização e análise estatística dos dados  

 

 A primeira visualização dos dados foi feita pelo gráfico de escores (score plot) 

da análise multivariada não supervisionada de componentes principais (PCA). A análise 

por PCA indica a variabilidade dos dados adquiridos e é uma boa maneira de se 

verificar a estabilidade analítica durante as análises por HILIC-MS. Os pontos mais 

próximos no gráfico de escores indicam similaridade e os afastados, disparidade. Assim, 

para avaliação da estabilidade analítica, uma amostra de controle de qualidade, formada 

pela mistura de 5 µL de cada amostra preparada de urina de camundongos dos grupo 

teste e controle, foi analisada antes, durante (a cada cinco amostras) e no final das 

corridas de HILIC-MS. Essas amostras devem aparecer no PCA próximas entre si, 

indicando que a variabilidade analítica é muito menor do que a biológica
158

. A análise 

por PCA foi realizada no software SIMCA P+12, após obtenção da tabela de dados pelo 

software livre XCMS, em que as amostras passaram pelas etapas de extração dos 
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molecular features, agrupamento, correção do tempo de retenção (alinhamento), 

reagrupamento, preenchimento de valores ausentes e normalização pela mediana, para 

corrigir efeitos de diluição da urina
102

. A tabela de dados foi então inserida no software 

SIMCA P+12,  os dados foram escalonados por pareto (Equação 7) e analisados por 

PCA. O escalonamento foi realizado, pois os metabólitos na urina possuem uma larga 

faixa de concentrações e podem apresentar diferenças na variância. O escalonamento 

por pareto, reduz a importância de variáveis de alta magnitude, e preserva parcialmente 

a estrutura dos dados
46

. 

𝑥̃ =
𝑥−𝑥̅

√𝑠
           [7] 

onde: 

𝑥̃  é o valor da intensidade escalonado para a variável 

𝑥  é o valor da intensidade da variável antes do escalonamento 

𝑥̅ é o valor médio da intensidade da variável  

𝑠  é o desvio padrão da intensidade da variável 

  

 Na figura 14 pode-se observar que a variabilidade de dez amostras de controle 

de qualidade (QC) é muito menor que a das amostras controle e teste, comprovando a 

estabilidade analítica durante as análises de HILIC-MS. Além disso, as amostras de QC 

aparecem no centro do gráfico de escores do PCA, já que não  possuem informações de 

todas as amostras (tanto de grupo controle, como do grupo teste) e o número de 

amostras do grupo controle e teste é o mesmo, o que torna a amostra de QC composta 

por 50% de urina de cada grupo aqui estudado . 
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Figura 14 - Gráfico de escores do modelo de PCA com as amostras de controle de qualidade 

(■), do grupo teste (♦) e do grupo controle (●) com R
2
 = 0,649 (variação explicada pelo modelo) 

e Q
2
 = 0,100 (previsibilidade do modelo). 

  

 Outra maneira de avaliar as amostras de controle de qualidade é por meio da 

construção de um modelo de PLS-DA, somente com as amostras do grupo controle e 

teste, com a predição da classe das amostras do grupo QC. As amostras do grupo QC 

novamente se encontram no centro e juntas, demonstrando a estabilidade do sistema 

analítico durante as análises metabolômicas, vide Figura 15. 
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Figura 15 - Modelo de PLS-DA construído com as amostras do grupo controle (■) e teste (♦), 

com predição da classe das amostras de QC (●), com R
2
 = 0,889 (variação explicada pelo 

modelo)  e Q
2
 = 0,558 (previsibilidade do modelo). 

  

 Após verificar a estabilidade do sistema analítico, os dados foram novamente 

processados no XCMS, sem incluir as amostras de QC, porém mantendo os parâmetros 

utilizados na extração da matriz de dados com as amostras de QC. A matriz de dados foi 

normalizada pela mediana, e escalonada por pareto e então, analisada novamente por 

PCA. 

 O segundo modelo de PCA foi construído a fim de se verificar a presença de 

tendências e de amostras anômalas (outliers). A ausência de amostras fora da elipse de 

Hotelling T2, que representa um intervalo de confiança de 95%, indica que não há 

outliers nesse conjunto de dados
159

 (Figura 16). Além disso, observa-se na Figura 16 

uma tendência de separação do grupo controle e teste, com a maioria das amostras do 
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grupo teste nos quadrantes da esquerda e as amostras do grupo controle nos quadrantes 

da direita. 

 

Figura 16 - Gráfico de escores do modelo de PCA com as amostras do grupo controle (■) e 

teste (●) com R
2
 = 0,721(variação explicada pelo modelo) e Q

2
 = 0,208 (previsibilidade do 

modelo). 

   

 A seguir os dados foram analisados pelo método multivariado supervisionado de 

análise discriminante pelo método de mínimos quadrados parciais (PLS-DA). 

  O gráfico de escores do PLS-DA mostra uma nítida separação entre o grupo de 

camundongos prenhas exposto a material particulado e o grupo controle (exposto a ar 

filtrado), com um Q
2
 de 0,557 e um R

2
 de 0,877 (Figura 17). Os modelos de PLS-DA 

podem apresentar um problema de overfitting, e por isso deve-se analisar os dados com 

cautela, assim alguns testes de validação foram realizados
40,48

. 

 O R
2
 é o ajuste do modelo e indica a variação explicada pelo modelo e o Q

2
 

indica a previsibilidade do modelo
160

. O Q
2
 deriva de uma validação cruzada em que um 
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sétimo das amostras é retirado do conjunto de dados (parâmetro padrão do SIMCA 

P+12), a seguir, um novo modelo é construído com o restante das amostras e a classe 

das amostras retiradas do modelo é prevista. Esse procedimento se repete, até que todas 

as amostras tenham sido previstas somente uma vez. Os valores de Q
2
 e R

2
 obtidos são 

usuais para experimentos biológicos (Q
2
 > 0,4 e R

2
 > 0,7)

160
. 

 

Figura 17 - Gráfico de escores do modelo de PLS-DA com as amostras do grupo controle (■) e 

teste (●) com R
2
 de 0,877 e Q

2
 de 0,557. 

  

 O modelo também foi validado por um teste de permutação, em que 

primeiramente o valor de R
2
 e Q

2
 do modelo é estimado com a matriz de dados sem 

modificações, então, mantendo-se a matriz de dados fixa (X), a matriz de resposta (Y) é 

aleatoriamente permutada um certo número de vezes, e para cada permutação um novo 
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valor de R
2
 e Q

2
 são calculados. Um gráfico dos valores de R

2
 e Q

2
 são plotados em 

relação ao coeficiente de correlação entre a resposta real e a resposta da permutação
48

. 

Por meio desse gráfico, podemos determinar se o R
2
 e o Q

2
 dos modelos, calculados a 

partir da permutação, fornecem valores maiores que o valor de R
2
 e Q

2
, invalidando o 

modelo, ou menores, validando o modelo
48

. O teste de 50 permutações com duas 

componentes do modelo de PLS-DA foi realizado e pode-se observar que os valores 

calculados de R
2
 e Q

2
 são menores que o valor real, validando assim o modelo (Figura 

18). 

 

Figura 18 - Gráfico da validação do modelo de PLS-DA pelo teste de permutação (50 

permutações) de R
2
(▲) e Q

2
 (■). 

  

 Outro teste para validação do modelo é o CV-ANOVA, que utiliza-se de um 

teste F de significância, para observar se o modelo de PLS ou OPLS possui resíduos 

preditivos da validação cruzada significativamente menores do que a variação global em 

torno da média da resposta
48

. O p-valor indica a probabilidade de que um modelo com 

esse valor de F é resultado de um acaso, e o valor obtido para esse modelo é de 0,003 

(Tabela 6), sendo mais um indicativo de que o modelo de PLS-DA é válido. 
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Tabela 6 - CV-ANOVA para o modelo de PLS-DA de duas componentes 

 SQR* Graus de 

liberdade** 

Variância F p Desvio 

padrão 

Total 23 23 1   1 

Regressão 12,55 4 3,14 5,71 0,003 1,77 

Residual 10,45 19 0,55   0,74 

*SQR: soma dos quadrados dos resíduos 

** Valor aproximado 

 

 Posteriormente um modelo de análise discriminante pelo método de mínimos 

quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA) foi construído, devido a facilidade de 

interpretação em relação às variáveis de maior influência na separação dos grupos. 

 

Figura 19 - Gráfico de escores do modelo de OPLS-DA (1+3+0 componentes) do grupo teste 

(●) e controle (■) com R
2 
= 0,978 e Q

2 
= 0,606. 
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 No gráfico de escores observa-se uma clara separação entre o grupo controle e 

teste (Figura 19). Nesse gráfico, a distância horizontal dos pontos representa a variação 

inter-grupos e a distância vertical dos pontos, representa a variabilidade das amostras 

intra-grupo. Os valores de R
2
 e Q

2
 obtidos são usuais para experimentos biológicos

160
. 

 Analogamente ao modelo de PLS-DA, aplicou-se o teste de CV-ANOVA para o 

modelo de OPLS-DA (Tabela 7). O p-valor para esse modelo foi de 0,036, o que valida 

o modelo de OPLS-DA. 

 

Tabela 7 - CV-ANOVA para o modelo de OPLS-DA (1+3+0 componentes) 

 SQR* Graus de 

liberdade** 

Variância F p Desvio 

padrão 

Total 23 23 1   1 

Regressão 13,95 8 1,74 2,89 0,036 1,32 

Residual 9,05 15 0,60   0,78 

*SQR: soma dos quadrados dos resíduos 

** Valor aproximado 

 

 Para inferir quais molecular features possuem maior influência sob o modelo de 

separação da análise multivariada por OPLS-DA, um gráfico de S-plot foi construído 

através do software SIMCA P+12. O S-plot é um diagrama de dispersão entre 

correlação (eixo y) e covariância (eixo x) da componente preditiva do modelo das 

variáveis (molecular features). A covariância indica a contribuição ou magnitude da 

variável no modelo, enquanto que a correlação indica seu efeito e confiabilidade
47

. 

Assim, os molecular features que mais afetam o modelo possuem alta covariância e alta 

correlação (em módulo). A área  assinalada no círculo da Figura 20A indica os 

molecular features que mais afetam o modelo, pois possuem os maiores valores de 

covariância e correlação. 
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Figura 20 – (A) Gráfico de S-plot com as variáveis A, B, C e D destacadas. (B) Gráficos das 

intensidades normalizadas das variáveis A, B, C e D (C). Gráfico de barra da covariância da 

componente preditiva do modelo OPLS-DA com intervalos de confiança de Jackknife. 
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 Para demonstrar o efeito da correlação e da covariância na metabolômica, quatro 

pontos (A, B, C e D – Figura 20) com diferentes características foram selecionados no 

gráfico de S-plot. A variável “A” no gráfico de S-plot apresenta alta correlação e 

covariância, pertencendo à região que tem maior influência no modelo de separação do 

OPLS-DA (Figura 20A). No gráfico de linhas dos dados de intensidade normalizada 

pela mediana (Figura 20B), pode-se observar que os valores dessa variável para os 

grupos controle e teste são distintos e não há sobreposição dos valores para nenhuma 

amostra (réplica), o que pode ser confirmado pelo teste-t dessa variável que resulta num 

p-valor de 6 x 10
-7

, indicando uma diferença significativa entre as médias do grupo 

controle e teste para esse metabólito. Além disso, no gráfico de barras da covariância da 

componente preditiva do modelo com os correspondentes intervalos de confiança 

gerados pela técnica de reamostragem Jackknife
161

, pode-se observar que a variável A 

apresenta uma grande covariância e um intervalo de confiança relativamente pequeno 

(Figura 20C). 

 O molecular feature “B” apresenta baixa covariância e correlação no gráfico de 

S-plot, assim essa variável não é responsável pela separação dos grupos controle e teste 

(Figura 20A). O gráfico das intensidades normalizadas para essa variável (Figura 20B) 

demonstra claramente que para essa variável não há diferença entre o grupo controle e 

teste, o que pode ser comprovado pelo alto p-valor do teste-t (0,74). Ademais, o 

intervalo de confiança da covariância é muito grande e passa no eixo zero, indicando 

que os valores da variável são dispersos e não podem ser diferenciados (Figura 20C). 

 A variável “C” apresenta uma alta correlação e uma baixa covariância no S-plot, 

assim deve-se analisa-la com cuidado (Figura 20A). Ao observarmos o gráfico das 

intensidades normalizadas para esse metabólito, notamos que uma amostra do grupo 

controle apresenta o mesmo valor que muitas amostras do grupo teste (Figura 20B), 

porém os demais pontos do grupo controle estão separados e o p-valor do teste-t para 

esse metabólito é de 9 x 10
-6

, o que indica que as médias da intensidade são 

significativamente diferentes para os grupos teste e controle, e que provavelmente 

houve algum problema na medida da intensidade para esse molecular feature em uma 

amostra do grupo teste. No gráfico de covariância com o intervalo de confiança de 

Jackknife, pode-se observar que apesar de ter uma baixa covariância, o intervalo de 

confiança é muito pequeno, assim essa variável influencia na separação dos grupos 

(Figura 20C). 
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 O metabólito D apresenta alta covariância e uma baixa correlação no S-plot, 

assim deve-se realizar uma análise cuidadosa dessa variável (Figura 20A). O gráfico 

que apresenta as medidas de intensidade dessa variável (Figura 20B) mostra que esse 

metabólito apresenta intensidades parecidas para os dois grupos, o que pode ser 

verificado pelo p-valor do teste-t (0,10). Além disso, o grande intervalo de confiança da 

covariância para essa variável corrobora o fato de que esse molecular feature não é  

responsável pela separação dos grupos (Figura 20C). 

 Assim, para melhor avaliação dos molecular features discriminantes, 

primeiramente as variáveis foram escolhidas através do gráfico de S-plot, conforme 

destacado na Figura 21. As variáveis destacadas no quadrante superior direito estão 

aumentadas no teste, enquanto que as destacadas no quadrante inferior esquerdo estão 

diminuídas. 

 Posteriormente, os candidatos a molecular features discriminantes foram 

avaliados pelo intervalo de confiança de Jackknife da covariância da componente 

preditiva, pelo p-valor do teste-t, pelo sinal/ruído dos picos no cromatograma do íon 

extraído e pelo coeficiente de variação (CV) da intensidade desses molecular features 

das análises da amostra de controle de qualidade (QC). Os molecular features que 

apresentam o intervalo de confiança que não toca o eixo x (Jackknife), que possuem p-

valor do teste-t menor que 0,05, relação sinal/ruído maior que 3 no cromatograma do 

íon extraído, e CV da intensidade das análises de QC menor que 30%
33

 foram 

considerados possíveis candidatos a metabólitos discriminantes. 
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Figura 21 - Gráfico de S-plot do modelo de OPLS-DA construído com as amostras do grupo 

controle e teste. 

 

4 – Identificação tentativa dos metabólitos discriminantes 

  

 A identificação tentativa desses metabólitos foi realizada através de busca da 

relação m/z exata nos bancos de dados HMDB
49

 e Metlin
52

. Os dados dessa avaliação e 

da possível identificação foram compilados em duas tabelas, sendo uma para os 

metabólitos diminuídos no teste e outra para os aumentados (Tabelas 8 e 9). Os 

metabólitos foram ordenados de acordo com o valor da importância da variável na 

projeção (VIP)
 a

. As Tabelas 8 e 9 apresentam a caracterização do molecular feature 

pelo m/z e tempo de retenção em segundos, valores de VIP, de correlação (Cor.) e 

covariância (Cov.) (do gráfico de S-plot do modelo de OPLS-DA), o p-valor do teste-t 

(realizado com as intensidades normalizadas pela mediana), o fold-change (calculado 

pela razão da média das intensidades normalizadas dos molecular features do grupo 

controle e teste), o coeficiente de variação das análises das amostras de controle de 

qualidade (QC), o aduto para cada identificação, o erro de m/z em ppm, a possível 

identificação e o papel biológico dos metabólitos. 

  

                                                           
a
 O cálculo de VIP (Importância da Variável na Projeção) é realizado pelo software SIMCA P+12 e indica 

a influência da variável (molecular feature) na classificação do modelo de separação de OPLS-DA
193. 
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Tabela 8 - Identificação de Molecular features discriminantes diminuídos no teste e seu papel biológico 

Molecular 

feature 

and m/z 

VIP  Cor. Cov. 
p-

value 

Fold 

change 

(C/T) 

% 

CV 

QC 

Adduct 

m/z 

error 

(ppm) 

Name Biological role 

138.1/1071 

138.0549 
7.2 -0.49 -0.22 2.10

-2
 1.2 8 [M+H]

+
 0 

 Trigonelline
a
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

 p-Aminobenzoic acid
a
 Folate biosynthesis 

2-aminobenzoic acid 

(Anthranilic acid )
a
 

Tryptophan metabolism; 

degradation of aromatic 

compounds 

160.1/939 

160.1327 
4.3 -0.75 -0.13 4.10

-5
 1.6 3 

[M+H]
+
 3 2-Aminooctanoic acid

a
 

Modified after exercise 

training in diabetic mice 

(plasma)
162

 

[M+NH4]
+
 3 2-Octenoic acid

a,b
 

Produced by hepatic 

microsomal oxidation of 

aliphatic aldehydes 

156.1/191 

156.1017 
4.0 -0.61 -0.12 3.10

-3
 1.6 8 [M+NH4]

+
 1 Tyrosol

a,b
 

Tyrosine metabolism, 

phenol consumption 

130.1/678 

130.0646 
3.3 -0.65 -0.10 1.10

-3
 1.3 3 ? ? ? ? 

100.1/702 

100.0892 
3.2 -0.66 -0.10 1.10

-3
 1.5 11 ? ? ? ? 

160.1/1176 

160.1072 
3.0 -0.56 -0.09 6.10

-3
 1.8 5 [M+NH4]

+
 5 Ectoine 

Glycine, serine and 

threonine metabolism 
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190.1/1086 

190.1186 
2.9 -0.59 -0.09 3.10

-3
 1.7 6 

[M+H]
+
 0 Homocitrulline

a
 

 In the mitochondria lysine 

and carbamylphosphate are 

converted to 

homocitrulline
163

 

M+NH4 0 Dipeptide (glycine and proline)
a
   

127/980 

127.0387 
2.8 -0.48 -0.08 2.10

-2
 1.3 4 [M+H]

+
 2 Maltol

b
 Animal food 

170.1/595 

170.0920 
2.7 -0.57 -0.08 4.10

-3
 1.9 13 

[M+H]
+
 2 1-Methylhistidine

a
 Histidine Metabolism 

[M+H]
+
 2 3-Methylhistidine

a
 

Degradation of skeletal 

muscle proteins
164

 

[M+NH4]
+
 2 

N-Methyl-2-pyridone-5-

carboxamide
a
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

[M+NH4]
+
 2 

N-Methyl-4-pyridone-3-

carboxamide
a
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

94.1/1069 

94.0646 
2.3 -0.61 -0.07 2.10

-3
 1.3 4 [(M+H)-CO2]

+
 6 

Fragment of Trigonelline or p-

aminobenzoic acid
a
 

Vide Trigonelline; p-

aminobenzoic acid 
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112.1/893 

112.0869 
2.2 -0.62 -0.07 4.10

-3
 1.6 8 [M+H]

+
 0  Histamine 

Synaptic vesicle cycle, 

Histidine metabolism, 

Neuroactive ligand-

receptor interaction, Fc 

epsilon RI signaling 

pathway, Inflammatory 

mediator regulation of TRP 

channels, Gastric acid 

secretion, Protein digestion 

and absorption, Asthma 

174.2/857 

174.1473 
2.2 -0.74 -0.07 1.10

-4
 1.7 5 [M+NH4]

+
 8 

4-Hydroxynonenal
a,b

 
End product of lipid 

peroxidation 

 4-Oxononanal
b
 Animal food 

157.1/203 

157.0971 
2.2 -0.47 -0.07 2.10

-2
 1.3 9 ? ? ? ? 

95.1/879 

95.0599 
2.2 -0.51 -0.07 2.10

-2
 1.5 5 ? ? ? ? 

107.1/469 

107.0852 
2.1 -0.63 -0.07 2.10

-3
 1.2 3 ? ? ? ? 

165.1/543 

165.0550 
2.1 -0.56 -0.07 6.10

-3
 1.3 10 [M+H]

+
 2 

 Phenylpyruvic acid
a,b

 

Phenylalanine metabolism, 

2-Oxocarboxylic acid 

metabolism  

3 -Hydroxycinnamic acid
a,b

 

Phenylalanine metabolism, 

degradation of aromatic 

compounds 
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2 -Hydroxycinnamic acid
b
 Phenylalanine metabolism 

Enol-phenylpyruvate
b
 Phenylalanine metabolism 

149.1/469 

149.0961 
2.1 -0.59 -0.07 5.10

-3
 1.2 5 ? ? ? ? 

139.1/1071 

139.0577 
2.0 -0.48 -0.06 2.10

-2
 1.2 8 [M+H]

+
 5 Isotope peak of m/z 138.0549 Vide m/z 138.0549 

84.1/986 

84.0797 
1.9 -0.67 -0.06 8.10

-4
 1.2 7 [M+H]

+
 12 Piperideine Lysine degradation 

150.1/190 

150.0900 
1.9 -0.58 -0.06 8.10

-3
 2.2 6 ? ? ? ? 

150.1/835 

150.0773 
1.9 -0.61 -0.06 3.10

-3
 1.4 6 

[M+H]
+
 1 1-Methyladenine

a
 

Product of alkylation 

damage in DNA  

[M+H]
+
 1 3-Methyladenine

a
 

Purines damaged by 

alkylation and oxidation, 

Autophagy modulator
165

 

[M+H]
+
 1 6-Methyladenine

a
 

Internal adenine 

methylation in eucaryotic 

mRNA,  Base excision 

repair pathway 

[M+H]
+
 1 7-Methyladenine  

 Base excision repair 

pathway 

[M+NH4]
+
 7 Ethylmalonic acid

a,b
 

Patients affected by fatty 

acid metabolism disorder 

(urine) 

[M+NH4]
+
 7 2-Acetolactate

b
 

Pantothenate and CoA 

biosynthesis 
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[M+NH4]
+
 7 Monoethyl malonic acid

a,b
 

Healthy pediatric 

population urine 

[M+NH4]
+
 7 Methylsuccinic acid

a,b
 

Increased levels in 

ethylmalonic 

encephalopathy (urine) 

[M+NH4]
+
 7  Glutaric acid

a,b
 

Fatty acid degradation, 

Lysine degradation 

[M+NH4]
+
 7 

2-(Hydroxymethyl)-4-

oxobutanoate
b
 

Vitamin B6 metabolism 

[M+NH4]
+
 7 4-Hydroxy-2-oxopentanoate

b
 

Phenylalanine metabolism, 

degradation of aromatic 

compounds 

[M+NH4]
+
 7 

 3-Hydroxy-3-methyl-2-

oxobutanoic acid
b
 

Valine, leucine and 

isoleucine biosynthesis, 2-

Oxocarboxylic acid 

metabolism 

100.1/194 

100.0752 
1.8 -0.61 -0.06 5.10

-3
 2.1 4 [M+H]

+
 4 2-Hydroxy-2-methylbutanenitrile 

Cyanoamino acid 

metabolism 

121.1/469 

121.0996 
1.6 -0.61 -0.05 3.10

-3
 1.2 5 ? ? ? ? 

101.1/1175 

101.0605 
1.6 -0.54 -0.05 1.10

-2
 1.7 4 [M+H]

+
 7 

Senecioic acid
a,b

 

Patients with 3-

Methylcrotonic aciduria 

(urine) 

 3-Methylbutyrolactone
a,b

 Isovaleric academia (urine) 
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 2-Ethylacrylic acid
b
 

Intermediate metabolite in 

the conversion of R-2-

methylbutyrate into 2-

ethylhydracrylic acid 

112.1/985 

112.0758 
1.6 -0.58 -0.05 5.10

-3
 1.2 6 [M+NH4]

+
 1  Phenol

a,b
 Tyrosine metabolism 

133.1/472 

133.0985 
1.6 -0.53 -0.05 2.10

-2
 1.3 15 

[M+H]
+
 10 Ornithine

a
 

ABC Transporters, 

Arginine biosynthesis, 

Arginine and proline 

metabolism, D-Arginine 

and D-ornithine 

metabolism, Glutathione 

metabolism, 2-

Oxocarboxylic acid 

metabolism 

[M+H]
+
 10  2,4-Diaminopentanoate 

D-Arginine and D-

ornithine metabolism 

[M+NH4]
+
 10 Acetamidopropanal  

Polyamine backconversion 

pathway
166

 

[M+NH4]
+
 10 Proline

a
 

Protein digestion and 

absorption, ABC 

transporters, Arginine and 

proline metabolism, 

Aminoacyl-tRNA 

biosynthesis, Mineral 

absorption, Central carbon 

metabolism in cancer 
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167.1/469 

167.1060 
1.6 -0.54 -0.05 1.10

-2
 1.2 3 

[M+Na]
+
 10 Caprylic acid

b
 

Fatty acid biosynthesis, 

Mitochondrial β-Oxidation 

of Short Chain 

[M+NH4]
+
 12 1 -Methyladenine

a
 Alkylation damage in DNA 

[M+NH4]
+
 12 3 -Methyladenine

a
 Alkylation damage in DNA 

[M+NH4]
+
 12 6 -Methyladenine

a
 

Internal adenine 

methylation in eucaryotic 

mRNA (might be required 

for mRNA transport to the 

cytoplasm, the selection of 

splice sites or other RNA 

processing reactions) 

169.1/253 

169.0788 
1.5 -0.51 -0.05 1.10

-2
 1.5 6 ? ? ? ? 

155.1/353 

155.1051 
1.5 -0.48 -0.04 2.10

-2
 1.6 12 [M+NH4]

+
 1  1-Methylnicotinamide

a
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism, 

Bile secretion 

193.1/837 

193.1165 
1.5 -0.81 -0.05 5.10

-5
 2.2 6 [M+2H]

2+
 9 20-Trihydroxy-leukotriene-B4

b
 

 Catabolism of leukotriene 

B4 in human 

polymorphonuclear 

leukocytes 

192.1/190 

192.1007 
1.4 -0.82 -0.04 1.10

-5
 1.8 3 

[M+ACN+H]
+
 6 Hydrocinnamic acid

a,b
 Phenylalanine metabolism 

[M+ACN+H]
+
 6  2-Phenylpropionate

a,b
 

Intermediate in alpha-

Methylstyrene metabolism 

[M+ACN+Na]
+
 6  1,3-Diacetylpropane

a,b
 Acetylated polyamine 



93 

 

210.2/657 

210.1594 
1.4 -0.53 -0.04 1.10

-2
 2.8 11 [M+Na]

+
 8 

 N1-Acetylspermidine
a
 

Stabilization of cell 

membranes, biosynthesis 

of informing molecules, 

cell growth and 

differentiation, as well as 

adaptation to osmotic, 

ionic, pH and thermal 

stress. 

N8-Acetylspermidine
a
 

Might play a role in cell 

growth and differentiation 

132.1/905 

132.0999 
1.4 -0.78 -0.04 6.10

-6
 1.7 7 ? ? ? ? 

132.1/795 

132.1087 
1.3 -0.72 -0.04 2.10

-4
 1.5 5 ? ? ? ? 

161.1/939 

161.1348 
1.3 -0.75 -0.13 3.10

-5
 1.6 4 

[M+H]
+
or 

[M+NH4]
+
 

11 Isotope peak of m/z 160.1327 Vide m/z 160.1327 

120.1/973 

120.0755 
1.3 -0.82 -0.04 3.10

-5
 1.7 6 [M+NH4]

+
 10  N-Formiminoglycine Purine metabolism 

181.1/651 

181.0869 
1.3 -0.61 -0.04 2.10

-3
 1.8 12 [M+H]

+
 5 

3-Methoxybenzenepropanoic 

acid
a,b

 

Naturally occurring human 

metabolite 

92.1/1070 

92.0490 
1.2 -0.50 -0.04 1.10

-2
 1.2 5 [(M+H)-46]

+
 ? 

Fragment of Trigonelline or p-

aminobenzoic acid 

Vide Trigonelline or p-

aminobenzoic acid 

140.1/887 

140.1052 
1.2 -0.58 -0.04 6.10

-3
 1.6 4 [M+ACN+H]

+
 13  3-Hexenal

b
 

-Linolenic acid 

metabolism 
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254.2/869 

254.1610 
1.2 -0.78 -0.04 9.10

-5
 1.9 6 [2M+NH4]

+
 5 

2-Hydroxy-3-methylbutyric 

acid
a,b

 

Originates mainly from 

ketogenesis and from the 

metabolism of valine, 

leucine and isoleucine 

Erythronilic acid
a,b

 

Isoleucine catabolism, β-

oxidation of fatty acids and 

ketogenesis 

3-Hydroxyvaleric acid
a,b

 

Condensation of propionyl-

CoA with acetyl-CoA 

catalyzed by 3-oxoacyl-

CoA thiolases 

2-Methyl-3-hydroxybutyric 

acid
a,b

 

Isoleucine catabolism, β-

oxidation of fatty acids and 

ketogenesis 

3-Hydroxyisovaleric acid
a,b

 

Elevated levels in several 

inherited disorders. Found 

in smokers. (urine) 

2-Hydroxyvaleric acid
a,b

 
Associated with lactic 

acidosis (urine) 

3-Hydroxy-2-methylbutanoic 

acid
a,b

 

Isoleucine catabolism,  β-

oxidation of fatty acids and 

ketogenesis 

2-Hydroxy-2-methylbutyric 

acid
a,b

 

 2-Hydroxyglutaric 

aciduria and maple syrup 

urine disease (urine) 

116.1/860 

116.1034 
1.2 -0.62 -0.03 1.10

-3
 1.4 8 ? ? ? ? 
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93.1/469 

93.0694 
1.1 -0.57 -0.03 8.10

-3
 1.2 4 ? ? ? ? 

105.1/469 

105.0692 
1.1 -0.57 -0.03 8.10

-3
 1.2 7 ? ? ? ? 

145.1/560 

145.0498 
1.0 -0.52 -0.03 2.10

-2
 1.4 4 

[M+H]
+
 1 trans-2-Hexenedioic acid

a,b
 

Derived from 

dehydrogenation of adipic 

acid 

[M+H]
+
 1 trans-3-Hexenedioic acid

a,b
 Fatty acid metabolism 

[M+H]
+
 1 

3-Hydroxyadipic acid 3,6-

lactone
a,b

 

Increased levels during 

fasting and in some forms 

of dicarboxylic aciduria 

(urine) 

[M+H]
+
 1 3-Methylglutaconic acid

a,b
 

Intermediate (as the CoA 

thioester) in the leucine 

degradative pathway and in  

the mevalonate shunt 

[M+H]
+
 1 2-Methylglutaconic acid

a,b
 

Patients with organic 

aciduria (urine) 

[M+H]
+
 1 2,3-Dimethylmaleate

b
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

[M+H]
+
 1 2-Methyleneglutarate

b
 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

[2M+H]
+
 2  Pyruvaldehyde

a,b
 

Glycine, serine and 

threonine metabolism, 

Pyruvate metabolism, 

Propanoate metabolism  
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101.1/979 

101.0630 
1.0 -0.70 -0.03 6.10

-4
 1.6 6 ? ? ? ? 

252.2/508 

252.1591 
1.0 -0.80 -0.03 5.10

-5
 2.2 8 [M+Na]

+
 8  N-Decanoylglycine Metabolite of fatty acids 

321.2/271 

321.2059 
1.0 -0.70 -0.03 1.10

-4
 1.9 6 [2M+H]

+
 5 Tryptamine

a
 

Tryptophan metabolism, 

Neuroactive ligand-

receptor interaction 

243.1/445 

243.1012 
1.0 -0.84 -0.03 9.10

-6
 2.0 9 [2M+K]

+
 8 

1-Hydroxy2-pentanone
a,b

 Found in human urine 

Ethylmethylacetic acid
a,b

 
Low amounts in normal 

humans 

160.1/709 

160.0925 
0.9 -0.58 -0.03 2.10

-3
 1.3 4 [M+NH4]

+
 12 Pimelylcarnitine

a
 ? 

79.1/469 

79.0540 
0.8 -0.57 -0.03 6.10

-3
 1.2 5 ? ? ? ? 

191.1/1083 

191.1203 
0.8 -0.58 -0.03 3.10

-3
 1.5 6 

[M+H]
+
 9 Isotope peak of m/z 190.1186 Vide m/z 190.1186 

[M+H]
+
 12 N-Methylserotonin

a
 Tryptophan metabolism 

[M+H]
+
 12 5-Methoxytryptamine

a
 Tryptophan metabolism 

152.1/927 

152.0816 
0.8 -0.58 -0.02 5.10

-3
 1.5 19 [M+Na]

+
 14 4-Guanidinobutanal 

Arginine and proline 

metabolism 

306.2/940 

306.2255 
0.7 -0.65 -0.01 7.10

-4
 1.5 23 ? ? ? ? 

85/983 

85.0306 
0.7 -0.62 -0.02 2.10

-3
 1.2 6 ? ? ? ? 

98.1/192 

98.0605 
0.6 -0.63 -0.02 1.10

-3
 1.3 7 [M+H]

+
 4 4,5-Dimethyloxazole Animal food 
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233.1/679 

233.0911 
0.6 -0.65 -0.02 9.10

-4
 1.3 5 

[M+Na]
+
 6 

2,6-

Dihydroxypseudooxynicotine 

Nicotinate and 

nicotinamide metabolism 

[M+NH4]
+
 6 Glycerylphosphorylethanolamine 

Glycerophospholipid 

metabolism, Ether lipid 

metabolism 

322.2/270 

322.2056 
0.5 -0.67 -0.01 3.10

-4
 1.9 15 [M+NH4]

+
 

8 Tripeptide 

Might be endogenous or 

derived from protein 

digestion. Some peptides 

play important 

physiological roles
167

 

13 
3-Polyprenyl-4-hydroxy-5-

methoxybenzoate
b
 

Ubiquinone and other 

terpenoid-quinone 

biosynthesis 

13 

2-Polyprenyl-3-methyl-5-

hydroxy-6-methoxy-1,4-

benzoquinone
b
 

Ubiquinone and other 

terpenoid-quinone 

biosynthesis 

290.2/1239 

290.1472 
0.4 -0.64 -0.01 1.10

-3
 1.3 9 [M+H]

+
 4 

Dipeptide (arginine and 

aspartate) 

Product of protein 

digestion or catabolism. 

Some dipeptides are known 

to have physiological or 

cell-signaling effects. 

292.1/550 

292.1290 
0.3 -0.68 -0.01 3.10

-4
 1.4 12 

[M+H]
+
 0 

Dipeptide  (serine and 

tryptophan) 
Vide dipeptide 

[M+Na]
+
 7 Tripeptide Vide tripeptide 

[M+H]
+
 12 Tripeptide Vide tripeptide 

a
Compounds found in human or mouse urine. 

b
Compounds poorly ionized in ESI-MS positive mode. 
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Tabela 9 - Identificação de Molecular features discriminantes aumentados no teste e seu papel biológico 

Molecular 

feature 

and m/z 

VIP Cor. Cov. 
p-

value 

Fold 

change 

(T/C) 

% 

CV 

QC 

Adduct 

m/z 

error 

(ppm) 

Name Biological role 

114.1/671 

114.0662 
9.5 0.71 0.29 2.10

-4
 1.2 2 [M+H]

+
 0 Creatinine

a
 

Arginine and proline 

metabolism 

118.1/1073 

118.0856 
8.8 0.84 0.26 6.10

-7
 1.5 6 

[M+H]
+
 5 Betaine

a
 

ABC transporters, Glycine, 

serine and threonine 

metabolism 

[M+H]
+
 5 5-Aminopentanoic acid

a
 

Lysine degradation, Arginine 

and proline metabolism 

[M+H]
+
 5 Valine

a
 

Protein digestion and 

absorption, Valine, leucine and 

isoleucine 

metabolism,Cyanoamino acid 

metabolism, Pantothenate and 

CoA biosynthesis, Aminoacyl-

tRNA biosynthesis, 2-

Oxocarboxylic acid 

metabolism, ABC transporters, 

Mineral absorption, Central 

carbon metabolism in cancer 

[M+H]
+
 5 4-Methylaminobutyrate 

Nicotinate and nicotinamide 

metabolism 



99 

 

[M+NH4]
+
 5 2-Ethylacrylic acid

a,b
 

Intermediate metabolite in the 

conversion of R-2-

methylbutyrate into 2-

ethylhydracrylic acid. Increased 

in defects of isoleucine 

oxidation at distal steps in the 

catabolic pathway 

[M+NH4]
+
 5 Senecioic acid

a,b
 

Patients with 3-Methylcrotonic 

aciduria (urine) 

[M+NH4]
+
 5 3-Methylbutyrolactone

a,b
 

Patients with isovaleric 

acidemia (urine) 

162.1/1339 

162.1114 
7.1 0.72 0.23 3.10

-4
 2.1 6 [M+H]

+
 6 Carnitine

a
 

Bile secretion, fatty acid β-

oxidation in the mitochondria 

76.1/1421 

76.0756 
5.0 0.76 0.15 3.10

-5
 1.8 4 

[M+H]
+
 1 

Trimethylamine N-oxide 

(TMAO)
a
 

Product of the oxidation of 

trimethylamine  (produced by 

the gut microbiota) 

[M+NH4]
+
 1 Acetone

b
 Produced during ketoacidosis 

[M+NH4]
+
 1 Propanal

b
 

Propanoate metabolism, 

Degradation of aromatic 

compounds 

134.1/115 

134.0595 
4.4 0.61 0.14 2.10

-3
 1.3 4 

[M+H]
+
 4 Mandelonitrile Cyanoamino acid metabolism 

[M+H]
+
 4 Indoxyl Tryptophan metabolism 

179.1/236 

179.0708 
3.9 0.49 0.11 2.10

-2
 4.4 4 [M+3H]

3+
 6 5''-Phosphoribostamycin 

Butirosin and neomycin 

biosynthesis 

140.1/1069 

140.0666 
3.7 0.74 0.11 2.10

-4
 1.7 9 [M+Na]

+
 11 

Betaine
a
, 5-Aminopentanoic acid

a
, 

Valine
a
 or 4-Methylaminobutyrate 

Vide m/z 118.0856 
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160.1/1644 

160.1321 
3.5 0.60 0.11 4.10

-3
 2.4 3 

[M+H]
+
 6 2-Aminooctanoic acid

a
 

Modified after exercise training 

in diabetic mice (plasma)
162

 

[M+NH4]
+
 6 2-Octenoic acid

a,b
 

Produced by hepatic 

microsomal oxidation of 

aliphatic aldehydes 
168

 

150.1/548 

150.0548 
3.5 0.56 0.11 6.10

-3
 1.9 13 [M+H]

+
 1 

5,6-Dihydroxyindole Tyrosine metabolism 

2-Formylaminobenzaldehyde Tryptophan metabolism 

103/1339 

103.0384 
3.0 0.71 0.09 4.10

-4
 2.1 3 

[(M+H)-

N(CH3)3]
+
 

6 Carnitine Fragment Vide Carnitine 

[M+H]
+
 5 

Methylmalonic acid 

semialdehyde
b
 

Valine, leucine and isoleucine 

degradation, Propanoate 

metabolism 

[M+H]
+
 5 Succinic acid semialdehyde

a,b
 

Alanine, aspartate and 

glutamate metabolism, Tyrosine 

metabolism, Butanoate 

metabolism, Vitamin B6 

metabolism, Nicotinate and 

nicotinamide, Carbon 

metabolism 

[M+H]
+
 5 Acetoacetic acid

a,b
 

Synthesis and degradation of 

ketone bodies, Valine, leucine 

and isoleucine degradation, 

Lysine degradation, Tyrosine 

metabolism, Propanoate 

metabolism, Butanoate 

metabolism 
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[M+H]
+
 5 2-Ketobutyric acid

a,b
 

Glycine, serine and threonine 

metabolism, Cysteine and 

methionine metabolism, Valine, 

leucine and isoleucine 

biosynthesis, Propanoate 

metabolism, 2-Oxocarboxylic 

acid metabolism 

139.1/565 

139.0497 
2.8 0.48 0.09 3.10

-2
 1.3 4 [M+H]

+
 3 Urocanic acid

a
 Histidine metabolism 

121.1/221 

121.0665 
2.7 0.68 0.08 3.10

-4
 1.8 11 ? ? ? ? 

204.1/1240 

204.1226 
2.6 0.73 0.08 4.10

-4
 2.2 3% [M+H]

+
 2 Acetylcarnitine

a
 

Mitochondrial β-oxidation of 

fatty acids. Neuroprotective, 

neuromodulatory, and 

neurotrophic properties 

90.1/1074 

90.0541 
2.3 0.63 0.07 1.10

-3
 1.6 3 [M+H]

+
 9 Alanine

a
 

Protein digestion and 

absorption, Sulfur relay system, 

Alanine, aspartate and 

glutamate metabolism, Cysteine 

and methionine metabolism, 

Taurine and hypotaurine 

metabolism, Selenocompound 

metabolism, Aminoacyl-tRNA 

biosynthesis, Carbon 

metabolism, ABC transporters, 

Mineral absorption, Central 

carbon metabolism in cancer 



102 

 

[M+H]
+
 9 Beta alanine

a
 

Pyrimidine metabolism, beta-

Alanine metabolism, 

Propanoate metabolism, 

Pantothenate and CoA 

biosynthesis, Neuroactive 

ligand-receptor interaction, 

Protein digestion and absorption 

[M+H]
+
 9 Sarcosine

a
 

Glycine, serine and threonine 

metabolism, Arginine and 

proline metabolism 

[M+NH4]
+
 9 Pyruvaldehyde

a,b
 

Glycine, serine and threonine 

metabolism, Pyruvate 

metabolism, Propanoate 

metabolism 

[M+NH4]
+
 9 Malondialdehyde

a,b
 

Biomarker of oxidative damage 

to lipids caused by smoking 

[M+NH4]
+
 9 Acrylic acid

b
 

Degradation of aromatic 

compounds 

161.1/234 

161.0604 
2.2 0.45 0.06 3.10

-2
 4.0 6 [M+H]

+
 4 Dihydroxynaphthalenes

a
 

Biomarkers for exposure to 

naphthalene. 1,2-

dihydroxynaphthalene showed 

the highest concentration 

(urine)
169

 

85/1240 

85.0280 
2.2 0.73 0.07 4.10

-4
 2.3 3 

[(M+H)-

(N(CH3)3)-

CH3COOH]
+
 

6 Acetylcarnitine fragment Vide Acetylcarnitine 

[M+H]
+
 4 3-Butynoate

b
 Butanoate metabolism 
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119.1/1073 

119.0881 
2.1 0.82 0.06 2.10

-6
 1.5 7 [M+H]

+
 13 Isotope peak of m/z 118.0856 Vide  m/z 118.0856 

163.1/1339 

163.1146 
2.1 0.72 0.07 3.10

-4
 2.1 4 [M+H]

+
 8 Isotope peak of Carnitine Vide Carnitine 

115.1/671 

115.0680 
2.0 0.66 0.06 8.10

-4
 1.1 3 [M+H]

+
 14 Isotope peak of Creatinine Vide Creatinine 

102.1/1339 

102.0906 
1.9 0.73 0.06 2.10

-4
 

 
2 

[(M+H)-

CH2C(OH)2]
+
 

8 Carnitine Fragment Vide Carnitine 

[M+H]
+
 7 5-Aminopentanal 

Derived from the oxidation of 

the diamines putrescine and 

cadaverine 

[M+H]
+
 7 2-methylbutanal oxime 

Cyanoamino acid metabolism, 

2-Oxocarboxylic acid 

metabolism 

[M+H]
+
 7 Betaine aldehyde Glycine, serine and threonine 

[M+H]
+
 7 3-Methylbutyraldehyde oxime 

2-Oxocarboxylic acid 

metabolism 

[M+NH4]
+
 7 3-Methyl-2-butenal

b
 

Formed endogenously during 

lipid peroxidation or after 

oxidative stress 

154.1/1073 

154.0598 
1.9 0.58 0.06 3.10

-3
 1.8 5 [M+Na]

+
 7 Creatine

a
 

Glycine, serine and threonine 

metabolism, Arginine and 

proline metabolism 

180.1/221 

180.0847 

 

 

1.9 

 

 

 

0.61 

 

 

 

0.06 

 

 

 

2.10
-3

 

 

 

 

1.7 

 

 

 

6 

 

 

 

[M+NH4]
+
 11 2-Hydroxyadipic acid

a,b
 

Product of the reduction of 2-

ketoadipic acid. Found in 

patients with 2-ketoadipic 

acidemia (urine). 
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[M+NH4]
+
 11 3-Hydroxyadipic acid

a,b
 

Derived from the omega-

oxidation of 3-hydroxy fatty 

acids 

[M+NH4]
+
 11 3-Hydroxymethylglutaric acid

a,b
 

Patients affected by 3-Hydroxy-

3-methylglutaric aciduria 

(urine) 

[M+H]
+
 11 Glucosamine

a
 

Amino sugar and nucleotide 

sugar metabolism 

[M+H]
+
 11 Fructosamine 

Increased in diabetes mellitus 

(serum) 

136.1/1072 

136.0466 
1.9 0.58 0.06 3.10

-3
 1.7 6 ? ? ? ? 

106.1/115 

106.0648 
1.9 0.65 0.06 1.10

-3
 1.3 4 [(M+H)-CO]

+
 4 Might be an Indoxyl fragment Vide Indoxyl 

101.1/1644 

101.0592 
1.8 0.60 0.06 4.10

-3
 2.3 5 [M+H]

+
 5 

2-Ethylacrylic acid
b
 

Intermediate metabolite in the 

conversion of R-2-

methylbutyrate into 2-

ethylhydracrylic acid. Increased 

in defects of isoleucine 

oxidation 

Senecioic acid
a,b

 
Patients with 3-Methylcrotonic 

aciduria (urine) 

118.1/157 

118.0649 
1.7 0.64 0.05 1.10

-3
 1.4 5 [M+H]

+
 1 

Indole
a
 

Tryptophan metabolism, 

Phenylalanine, tyrosine and 

tryptophan biosynthesis, Protein 

digestion and absorption 

Phenylacetonitrile Cyanoamino acid metabolism 
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126.1/876 

126.0655 
1.6 0.45 0.05 3.10

-2
 1.1 5 [M+H]

+
 5 

3-Methylcytosine
a
 

Cytotoxic and mutagenic 

methylated base in DNA 

5-Methylcytosine
a
 Pyrimidine metabolism 

135.1/114 

135.0618 
1.4 0.67 0.05 7.10

-4
 1.3 5 [M+H]

+
 12 Isotope peak of m/z 134.0595 Vide m/z 134.0595 

159.1/425 

159.0515 
1.4 0.53 0.04 6.10

-3
 1.2 15 

[M+H]
+
 1 Allantoin

a
 

Major end product of purine 

metabolism in mouse
170

 

[M+Na]
+
 9 1-Methylnicotinamide

a
 

Nicotinate and nicotinamide 

metabolism, Bile secretion 

[M+NH4]
+
 8 O-Phosphoethanolamine

a
 

Glycerophospholipid 

metabolism, Sphingolipid 

metabolism, Sphingolipid 

signaling pathway 

126.1/301 

126.0883 
1.4 0.50 0.04 2.10

-2
 1.4 7 [M+Na]

+
 4 Choline 

Cholinergic synapse , ABC 

transporters, Choline 

metabolism in cancer, Glycine, 

serine and threonine 

metabolism, 

Glycerophospholipid 

metabolism, Bile secretion 

145.1/1239 

145.0485 
1.3 0.71 0.04 7.10

-4
 2.1 3 

[(M+H)-

N(CH3)3]
+
 

8 Fragment of acetylcarnitine Vide Acetylcarnitine 

[M+H]
+
 7 trans-2-Hexenedioic acid

a,b
 

Probably derived from 

dehydrogenation of adipic acid 

[M+H]
+
 7 trans-3-Hexenedioic acid

a,b
 

Increased in  fatty acid 

metabolism disorders (urine) 
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[M+H]
+
 7 

3-Hydroxyadipic acid 3,6-

lactone
a,b

 

Increased during fasting and in 

some forms of dicarboxylic 

aciduria (urine) 

[M+H]
+
 7 3-Methylglutaconic acid

a,b
 

Intermediate (as the CoA 

thioester) in the leucine 

degradative pathway and in the 

mevalonate shunt 

[M+H]
+
 7 2-Methylglutaconic acid

a,b
 

Patients with organic aciduria 

(urine) 

[M+H]
+
 7 2,3-Dimethylmaleate

b
 

Nicotinate and nicotinamide 

metabolism 

[M+H]
+
 7 2-Methyleneglutarate

b
 

Nicotinate and nicotinamide 

metabolismo 

[M+Na]
+
 9 Erythritol

a,b
 ABC transporters 

[M+Na]
+
 9 Threitol

a,b
 

Main end product of D-xylose 

metabolism in man 

223.1/192 

223.1014 
1.2 0.52 0.04 1.10

-2
 1.5 5 [M+2H]

2+
 5 Peptide (4 aa) 

Might be endogenous or 

derived from protein digestion. 

Some peptides play important 

physiological roles 

138/599 

138.0251 
1.2 0.54 0.03 4.10

-3
 2.2 11 [M+H+K]

2+
 

0 Formylkynurenine Tryptophan metabolism 

0 Dipeptide (serine and methionine) 

Product of protein digestion or 

catabolism. Some dipeptides are 

known to have physiological or 

cell-signaling effects. 
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77.1/1421 

77.0782 
1.1 0.73 0.03 5.10

-5
 1.8 17 [M+H]

+
 12 Isotope peak of TMAO Vide TMAO 

85/220 

85.0289 
1.0 0.68 0.03 3.10

-4
 1.4 8 

[M+2H]
2+

 6 
3,4-Dihydroxybenzeneacetic 

acid
a,b

 

Tyrosine metabolism, 

Degradation of aromatic 

compounds, Dopaminergic 

synapse 

[M+2H]
2+

 6 p-Hydroxymandelic acid
a,b

 Metabolite of tyramine 

[M+2H]
2+

 6 Homogentisic acid
a,b

 

Ubiquinone and other 

terpenoid-quinone biosynthesis, 

Tyrosine metabolism 

[M+2H]
2+

 6 3-Hydroxymandelic acid
a,b

 Catecholamine metabolite 

267.2/445 

267.1747 
1.0 0.57 0.03 4.10

-3
 1.7 7 [M+K]

+
 9 Myristic acid

a,b
 Fatty acid biosynthesis 

85/1339 

85.0280 
1.0 0.69 0.03 6.10

-4
 2.0 3 

[((M+H)-

N(CH3)3)-

H2O]
+
 

5 Carnitine fragment Vide Carnitine 

[M+H]
+
 4 3-Butynoate

b
 Butanoate metabolism 

255.1/248 

255.0671 
0.9 0.77 0.03 3.10

-5
 1.7 9 [M+H]

+
 10 5-Glutamyl-taurine 

Taurine and hypotaurine 

metabolism 

238.1/737 

238.1055 
0.9 0.58 0.03 8.10

-3
 1.7 13 

[M+Na]
+
 2 Propenoylcarnitine

a
 

Fatty acids mitochondrial β-

oxidation
171

 

[M+NH4]
+
 8 Dipeptide (Serine, Asparatate) Vide dipeptide 

[2M+NH4]
+
 8 Pyrocatechol

a,b
 

Degradation of aromatic 

compounds 

[2M+NH4]
+
 8 Hydroquinone

a,b
 

Tyrosine metabolism, 

Riboflavin metabolism 
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120.1/792 

120.0798 
0.9 0.55 0.03 5.10

-3
 1.3 5 [M+ACN+H]

+
 8 Benzene

a,b
 

Pollutant from vehicle 

emissions and cigarette 

smoke
172

 

96.1/1068 

96.0756 
0.9 0.75 0.03 8.10

-5
 1.6 5 ? ? ? ? 

255.1/163 

255.0659 
0.9 0.44 0.03 4.10

-2
 1.3 5 [M+H]

+
 5 5-Glutamyl-taurine 

Taurine and hypotaurine 

metabolism 

200.1/1339 

200.0673 
0.9 0.70 0.03 5.10

-4
 1.9 5 

[M+K]
+
 5 Carnitine

a
 Vide Carnitine 

[M+Na]
+
 5 5-Hydroxytryptophol

a
 Minor metabolite of serotonin 

205.1/1239 

205.1261 
0.9 0.68 0.03 9.10

-4
 2.5 10 [M+H]

+
 2 Isotope peak of  acetylcarnitine Vide Acetylcarnitine 

285.1/168 

285.0777 
0.8 0.49 0.03 3.10

-2
 1.4 5 [M+Na]

+
 1 Thiamine aldehyde Thiamine metabolism 

145/696 

145.0306 
0.8 0.59 0.03 6.10

-3
 2.0 13 ? ? ? ? 

182.1/197 

182.1233 
0.8 0.59 0.02 3.10

-3
 1.5 3 ? ? ? ? 

331.2/447 

331.1903 
0.8 0.52 0.02 1.10

-2
 1.7 15 ? ? ? ? 

257.1/1069 

257.1454 
0.8 0.76 0.02 3.10

-5
 2.0 14 [2M+Na]

+
 7 

Betaine
a
, Valine

a
, 5-

Aminopentanoic acid
a
 or 4-

Methylaminobutyrate 

Vide m/z 118.0856 

230.1/847 

230.1248 
0.7 0.44 0.02 3.10

-2
 1.1 6 [M+NH4]

+
 0 Dipeptide (histidine and glycine) Vide Dipeptide 

249.2/195 

249.1549 
0.7 0.75 0.02 7.10

-5
 1.3 6 [M+NH4]

+
 3 Peptide (2 or 3 aa) Vide Peptide 
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152.1/563 

152.0571 
0.7 0.43 0.02 4.10

-2
 1.2 6 

[M+H]
+
 2 Guanine

a
 Purine metabolism 

[M+H]
+
 2 8-Hydroxyadenine

a
 Marker of DNA damage 

[M+H]
+
 2 2-Hydroxyadenine

a
 

Formed by hydroxyl radical 

attack on DNA bases 

[M+NH4]
+
 11 Malate

a,b
 Butanoate metabolism 

201.1/990 

201.0788 
0.7 0.47 0.02 2.10

-2
 1.4 8 [M+K]

+
 0 

Nicotine
a
 Presence in tobacco smoke 

Anabasine
a
 

Metabolite of nicotine 

(exposure to tobbacco smoke) 

188.1/846 

188.1019 
0.7 0.45 0.02 3.10

-2
 1.1 4 [M+Na]

+
 14 Hordenine Tyrosine metabolism 

141/1339 

140.9937 
0.7 0.70 0.02 5.10

-4
 1.7 10 

[M+H]
+
 7 Acetyl phosphate

b
 

Taurine and hypotaurine 

metabolism, Pyruvate 

metabolism, Carbon 

metabolism 

[M+K]
+
 8 

Methylmalonic acid 

semialdehyde
b
 

Valine, leucine and isoleucine 

degradation, Propanoate 

metabolism 

[M+K]
+
 8 Succinic acid semialdehyde

a,b
 

Alanine, aspartate and 

glutamate metabolism, Tyrosine 

metabolism , Butanoate 

metabolism, Vitamin B6 

metabolism, Nicotinate and 

nicotinamide metabolism, 

Carbon metabolism 
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[M+K]
+
 8 Acetoacetic acid

a,b
 

Synthesis and degradation of 

ketone bodies, Valine, leucine 

and isoleucine degradation, 

Lysine degradation, Tyrosine 

metabolism, Propanoate 

metabolism, Butanoate 

metabolism 

[M+K]
+
 8 2-Ketobutyric acid

a,b
 

Glycine, serine and threonine 

metabolism, Cysteine and 

methionine metabolism, Valine, 

leucine and isoleucine 

biosynthesis, Propanoate 

metabolism, 2-Oxocarboxylic 

acid metabolism 

344.2/187 

344.1519 
0.7 0.67 0.02 1.10

-3
 1.5 5 

[M+NH4]
+
 13 

6,7-Dimethyl-8-(1-D-

ribityl)lumazine 
Riboflavin metabolism 

[M+H]
+
 13 Peptide (3 or 4 aa) Vide Peptide 

205.1/924 

205.0692 
0.6 0.46 0.02 3.10

-2
 1.5 9 [M+Na]

+
 4 

Mannitol
a,b

 
Fructose and mannose 

metabolism, ABC transporters 

Galactitol
a,b

 Galactose metabolism 

Sorbitol
a,b

 

Fructose and mannose 

metabolism, Galactose 

metabolism, ABC trasnporters 

265.1/431 

265.1446 
0.6 0.58 0.02 6.10

-3
 1.7 28 ? ? ? ? 
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351.1/219 

351.1058 
0.5 0.54 0.02 1.10

-2
 2.0 8 [M+K]

+
 13 Dipeptide ( phenylalanine) Vide Dipeptide 

310.2/704 

310.1605 
0.5 0.61 0.02 7.10

-3
 1.8 6 [M+NH4]

+
 5 Dipeptide (histidine) Vide Dipeptide 

106/566 

106.02977 
0.5 0.47 0.02 4.10

-2
 1.3 4 ? ? ? ? 

58.1/1422 

58.0665 
0.5 0.59 0.01 3.10

-3
 1.7 13 

[(M+H)-

H2O]
+
 

24 TMAO fragment Vide TMAO 

108/572 

108.0445 
0.4 0.49 0.01 2.10

-2
 1.3 7 ? ? ? ? 

59.1/1422 

59,0720 
0.4 0.58 0.01 410

-3
 1.5 10 [(M+H)-OH]

.+
 17 TMAO fragment Vide TMAO 

329.1/1073 

329.0854 
0.4 0.48 0.01 2.10

-2
 2.1 8 

[M+K]
+
 1 Argininosuccinic acid

a
 

Arginine biosynthesis, Alanine, 

aspartate and glutamate 

metabolism 

[M+K]
+
 1 Peptide (3 or 4 aa) Vide Peptide 

[M+H]
+
 3 

2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-

hydroxy-3-cyclohexene-1-

carboxylate
b
 

Ubiquinone and other 

terpenoid-quinone biosynthesis 

[M+Na]
+
 10 Peptide (3 or 4 aa) Vide Peptide 

248.2/1231  

248.1475 
0.4 0.50 0.01 1.10

-2
 1.6 8 [M+H]

+
 7 Hydroxybutyrylcarnitine 

Associated with insulin 

resistance and type 2 diabetes 

mellitus. Fatty acids β-

oxidation
173
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262.2/1207 

262.1640 
0.4 0.60 0.01 4.10

-3
 1.9 22 [M+H]

+
 3 3-Hydroxyisovalerylcarnitine 

Associated with organic 

acidemias in newborns. Fatty 

acids β-oxidation 
174

 

188.1/773 

188.0694 
0.4 0.44 0.01 3.10

-2
 1.2 6 [M+Na]

+
 6 Phenylalanine 

Protein digestion and 

absorption, Phenylalanine 

metabolism, Cyanoamino acid 

metabolism, Phenylalanine, 

tyrosine and tryptophan 

biosynthesis, Aminoacyl-tRNA 

biosynthesis, 2-Oxocarboxylic 

acid metabolism, ABC 

transporters, Mineral 

absorption, Central carbon 

metabolism in cancer 

269.2/194 

269.1710 
0.4 0.66 0.01 8.10

-4
 1.2 16 [M+2H]

2+
 8 Peptide (4 aa) Vide peptide 

213.1/847 

213.0978 
0.4 0.49 0.01 2.10

-2
 1.1 7 

[M+H]
+
 1 Dipeptide (histidine and glycine) Vide dipeptide 

[M+Na]
+
 9 N-Methylserotonin

a
 Tryptophan metabolism 

[M+Na]
+
 9 5-Methoxytryptamine

a
 Tryptophan metabolism 

[M+K]
+
 10 Ne,Ne dimethyllysine Lysine degradation 

256.1/162 

256.0689 
0.4 0.49 0.01 2.10

-2
 1.3 6 

[M+K]
+
 2 

Dipeptide (glutamine or gamma-

glutamate and alanine) 
Vide dipeptide 

[M+K]
+
 2 Tripeptide Vide peptide 

[M+K]
+
 2 N-α-Acetylcitrulline Arginine biosynthesis 
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[M+NH4]
+
 1 

Erythro-imidazole-glycerol-

phosphate 
Histidine metabolism 

[M+Na]
+
 9 Dipeptide (glutamate and serine) Vide dipeptide 

382.3/785 

382.2576 
0.4 0.62 0.01 1.10

-3
 1.4 5 [M+NH4]

+
 3 

18-Hydroxy-11-

dehydrotetrahydrocorticosterone
a,b

 

Major urinary metabolite of 18-

hydroxycorticosterone (Steroid 

hormone biosynthesis) 

3a,11β,21-Trihydroxy-20-oxo-5β-

pregnan-18-al
b
 

Steroid hormone biosynthesis 

11β,21-Dihydroxy-3,20-oxo-5β-

pregnan-18-al
b
 

Steroid hormone biosynthesis 

11β,17a,21-

Trihydroxypregnenolone
b
 

Steroid hormone biosynthesis 

Tetrahydrocortisone
a,b

 Cortisol metabolism 

Dihydrocortisol
b
 Steroid hormone biosynthesis 

74.1/1067 

74.0931 
0.4 0.72 0.01 2.10

-4
 1.5 11 ? ? ? ? 

357.2/199 

357.1578 
0.4 0.51 0.01 1.10

-2
 1.4 23 

[M+NH4]
+
 3 Tripeptide Vide Peptide 

[M+Na]
+
 2 Tripeptide Vide Peptide 

[M+K]
+
 11 Tripeptide Vide Peptide 

345.2/188 

345.1618 
0.3 0.81 0.01 4.10

-6
 1.4 8 ? ? ? ? 

407.1/194 

407.1402 
0.3 0.62 0.01 410

-3
 1.5 13 [M+H]

+
 1 or 3 Peptide (4 aa) Vide Peptide 



114 

 

[M+K]
+
 9 Peptide (4 or 3 aa) Vide Peptide 

348.2/186 

348.1767 
0.2 0.52 0.01 1.10

-2
 1.2 13 [M+H]

+
 0 Tripeptide Vide Peptide 

390.1/189 

390.1630 
0.2 0.59 0.01 5.10

-3
 1.4 11 

[M+H]
+
 2 Peptide (3 or 4 aa) Vide Peptide 

[M+Na]
+
 1 Tripeptide Vide Peptide 

a
Compounds found in human or mouse urine. 

b
Compounds poorly ionized in ESI-MS positive mode due to chemical structure. 
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 Durante a busca dos compostos significativamente alterados no estudo no banco 

de dados, observou-se que alguns m/z não puderam ser identificados e assim, buscou-se 

na lista de metabólitos discriminantes, compostos com tempo de retenção similares, e 

verificou-se a possibilidade dos m/z não identificados estarem relacionados aos 

metabolitos identificados com tempo de retenção similar. Primeiramente, foi observado 

se o formato de pico nos cromatogramas do íon extraído desses molecular features eram 

compatíveis, então, investigou-se a possibilidade desses compostos serem fragmentos 

dos metabolitos identificados, íons isotópicos ou adutos desses metabólitos. Para 

averiguar se houve fragmentação dos metabólitos, buscou-se em bancos de dados 

(HMDB
49

, Metlin
52

, e MassBank
53

), espectros de MS/MS com ionização por eletrospray 

no modo positivo dos metabólitos relacionados aos m/z não identificados. Assim, 

verificou-se que a carnitina, o N-óxido de trimetilamina (TMAO), a acetilcarnitina, a 

trigonolina ou o ácido p-benzóico (m/z 138,0549) foram fragmentados durante a análise. 

Outro metabólito que pode ter sofrido fragmentação foi o indoxil, que pode ter perdido 

uma molécula neutra de CO. Porém, para esse metabólito não foi encontrado nenhum 

espectro de MS/MS por ESI no modo positivo. 

 Observou-se também, a presença de íons isotópicos de compostos abundantes na 

lista de molecular features discriminantes como creatinina, carnitina, N-óxido de 

trimetrilamina, ácido urocânico, entre outros. Também, para alguns compostos 

observou-se a presença de outros adutos, além do [M+H]
+
, como para a carnitina 

([M+K]
+
) e para o m/z 118,0863 ([M+Na]

+
 e [2M+Na]

+
 para betaina, ácido 5-

aminopentanóico ou  valina). 

 A carnitina apresentou três picos referentes à fragmentação, com um fragmento 

formado possivelmente a partir da saída de trimetilamina (m/z 103,0390), e outro pela 

subsequente desidratação, formando um fragmento estabilizado por ressonância, pela 

presença de duas duplas ligações conjugadas, que espalham a carga positiva do 

fragmento (m/z 85,0285, Figura 22B). Um outro fragmento foi formado provavelmente 

pela saída de 1,1-etenodiol e formação de uma ligação dupla C=O (Figura 22C). Esses 

fragmentos foram também encontrados na literatura para a ionização por eletrospray de 

um padrão de carnitina, como pode-se observar na Figura 22A. Os molecular features 

associados à carnitina (fragmentos, íon isotópico e aduto) apresentaram fold-change 

similares ao do íon majoritário da carnitina [M+H]
+ 

(fold-change de 1,9 a 2,1), o que 

representa mais um indicativo de que a identificação desses adutos e fragmentos são 

realmente da carnitina, e corrobora sua identificação. 
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Figura 22 - Cromatograma dos íons extraídos (intensidade x tempo de retenção) relacionados à 

carnitina de m/z 85, 102, 103, 162, 163 e 200, e espetro de MS/MS da carnitina do MassBank 

realizado em LC-ESI-QTOF com rampa de energia de colisão de 5 a 60V  (A), e possíveis 

mecanismos de formação dos fragmentos de carnitina encontrados como discriminantes nas 

análises metabolômicas (B e C). 

 O N-óxido de trimetilamina (TMAO) apresentou dois picos referentes à 

fragmentação da molécula e um íon isotópico (Figura 23). O fragmento de m/z 59 foi 

formado possivelmente pela saída de um radical hidroxila, e o fragmento de m/z  58 foi 

provavelmente formado pela desidratação da molécula (Figura 23B). Esses fragmentos 

foram encontrados na análise de MS/MS desse composto por ionização por electrospray 

e detecção no modo positivo na literatura, como pode-se observar na Figura 23A. Os 

fragmentos de m/z 58 e 59 apresentam um erro alto de m/z, provavelmente devido a sua 

baixa massa e a calibração de massas. Essa calibração foi realizada com o padrão de 

formiato de sódio, que apresenta diversos clusters para a calibração de uma ampla faixa 

de m/z, porém o primeiro ponto possui m/z 90,9766, e assim, esses m/z estão fora da 

faixa de calibração. Na busca pelos bancos de dados, nenhum resultado foi encontrado 

para esses  m/z. Além disso, o fold-change para esses m/z são similares ao obtido para o 
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TMAO (1,8 para TMAO, 1,5 para o m/z 59 e  1,7 para o m/z 58), o que sugere que esses 

m/z são provenientes da fragmentação do TMAO. 

 

Figura 23 - Cromatograma dos íons extraídos (intensidade x tempo de retenção) relacionados 

ao N-óxido de trimetilamina (TMAO) de m/z 58, 59, 76 e 77 e (A), espetro de MS/MS do 

TMAO do MassBank realizado em LC-ESI-QTOF com de energia de colisão de 30 V  (A) e 

possíveis mecanismos de formação dos fragmentos do TMAO (B). 

  

 Foram observados dois picos referentes à fragmentação da acetilcarnitina e um 

pico referente ao íon isotópico com um 
13

C dessa molécula (Figura 24). Analogamente a 

carnitina (Figura 24B), provavelmente houve a saída de uma molécula de trimetilamina 

e formação do fragmento de m/z 85, que é estabilizado por ressonância (Figura 24B). Os 

molecular features associados à acetilcarnitina apresentam fold-change semelhantes ao 

molecular feature principal da acetilcarnitina (aduto [M+H]
+
), variando de 2,1 a 2,5. 



118 

 

 

Figura 24 - Cromatograma dos íons extraídos (intensidade x tempo de retenção)  relacionados à 

acetilcarnitina de m/z 85, 145 e 204, e espetro de MS/MS da acetilcarnitina do MassBank 

realizado em LC-ESI-IT com de energia de colisão de 40 V (A), e possíveis mecanismos de 

formação dos fragmentos da acetilcarnitina (B). 

 

4 – Interpretação biológica dos resultados 

  

 O papel biológico dos metabólitos identificados nas Tabelas 8 e 9 são referentes 

às informações fornecidas no registro do HMDB dos metabólitos e as rotas metabólicas 

apresentadas foram obtidas no banco de dados KEGG para camundongos (Mus 

musculus). Para alguns metabólitos, buscou-se referências na literatura sobre seu papel 

biológico. 

 Por meio dos resultados apresentados nas Tabelas 8 e 9, pode-se obervar que o 

metabolismo dos camundongos foi alterado devido à exposição dos mesmos ao material 

particulado, com 59 molecular features diminuídos e 78 aumentados no teste.  

 Diversas classes de metabólitos foram alteradas, como se pode observar na 

Figura 25. Essa figura foi construída a partir da classificação dos metabólitos em amidas 
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e derivados, aminoácidos, aromáticos, compostos fosfatados, ácidos orgânicos/graxos, 

peptídeos, cetonas/aldeídos/lactonas, indol/imidazol e derivados, açúcar e derivados, 

piridina e derivados, pirimidina/purina e derivados, nitrilas, aminas e derivados, 

carnitina/acilcarnitinas e outros. Molecular features que apresentam como possíveis 

identidades mais de um composto da mesma classe, a classe do metabólito foi 

considerada apenas uma vez. Para compostos relacionados a mais de um molecular 

feature (aduto, fragmento, íon isotópico), por tempo de retenção e formato de pico, 

como discutido no item anterior, a classe do composto foi contabilizada somente uma 

vez, como por exemplo, para a carnitina, relacionada a seis molecular features, mas 

contabilizada apenas uma vez para a construção da Figura 25. 

 A ionização de algumas classes de compostos, como ácidos orgânicos, ácidos 

graxos, cetonas, aldeídos e lactonas, não é favorecida no modo positivo, devido à 

estrutura química desses compostos. Assim essas classes estão provavelmente 

superestimadas na Figura 25. 

 Devido a grande quantidade de metabólitos encontrados como discriminantes 

neste trabalho, serão discutidas interpretações biológicas de metabólitos discriminantes 

que possuem fundamentação na literatura relacionada ao problema biológico aqui 

estudado. 

 O metabólito TMAO foi encontrado aumentado no grupo teste com um fold-

change de 1,8. Segundo a literatura, TMAO está diretamente ligado à microflora 

intestinal, portanto, esse resultado sugere que a microflora intestinal foi alterada devido 

à exposição ao material particulado.  O TMAO é o produto da oxidação da 

trimetilamina, produzida pelas bactérias do intestino por fermentação da colina 
175

. A 

ingestão de carnitina também pode levar a formação de trimetilamina e 

consequentemente a formação de TMAO
176

. 

 Neste trabalho, a colina e a carnitina foram encontradas em níveis elevados na 

urina dos camundongos prenhas expostos ao material particulado. Os animais do grupo 

controle e teste foram mantidos com mesma ração (contendo colina) disponível ad 

libitum
a
. No entanto, não foi observado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Paulo 

Hilário Saldiva e da Dra. Mariana Veras, responsável pela experimentação animal, 

diferenças nos hábitos alimentares dos dois grupos. Portanto, esses resultados sugerem 

                                                           
a
 à vontade 
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que a alteração do metabólito TMAO no grupo teste foi por efeito do material 

particulado e não pela dieta.  

 

Figura 25 - Classe de metabólitos discriminantes encontrados aumentados (A) ou diminuídos 

(B) no grupo teste. 
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 Trabalhos na literatura demonstram que a ingestão de material particulado pode 

alterar a microbiota e a permeabilidade do intestino
177,178

. O material particulado pode 

ser ingerido durante o processo de respiração. Esse processo ocorre devido a uma 

deposição do material particulado na região da nasofaringe, na qual, secreções e muco 

são produzidos e podem levar à deglutição do material particulado
179

. No trabalho de 

Kish et al., a ingestão de  material particulado (MP10) provocou um aumento na 

porcentagem de bactérias intestinais do filo Firmicutes, após 45 dias de exposição, em 

camundongos
177

.  A bactéria Foecalibacterium prausnitzii é pertencente a esse filo, e é 

um dos microorganismos, do intestino, que produz trimetilamina
180

. 

 A exposição ao material particulado também é relacionada ao progresso
181

 e 

potencialização
182

 da aterosclerose. No estudo metabolômico realizado por Wang et al., 

o nível alterado de alguns metabólitos, entre eles TMAO, betaína e colina (elevados) 

foram associados ao risco de desenvolver doenças cardiovasculares
183

. Assim, para 

melhor compreender os resultados obtidos, Wang et. al., estudaram o efeito da dieta de 

betaína, TMAO e colina em um modelo animal. Nesse estudo, níveis elevados de 

TMAO no plasma de camundongos, devido a uma alta dieta de colina, TMAO ou 

betaína, foram relacionados ao aumento dos níveis dos receptores das superfícies de 

macrófagos, CD36 e SR-A1, que são associados ao processo de  aterosclerose. Assim, a 

hipótese é de que a poluição pode alterar a microbiota do intestino, aumentando a 

produção e excreção de TMAO, que potencializa a aterosclerose. 

 Assim como o TMAO, outros metabólitos relacionados à colina, por meio da via 

metabólica da glicina, serina e treonina (em anexo) foram encontrados aumentados no 

grupo teste, como a colina, creatina e betaína. Além disso, o nível de creatinina, um 

metabólito relacionado à creatina, foi encontrado elevado na urina do grupo teste. A 

creatina dentro da célula é fosforilada para fins de armazenamento de energia, então, a 

creatina fosforilada pode ser convertida a creatinina, num processo espontâneo e não-

enzimático e, excretada na urina. 

 No trabalho de Kuo et al., o metaboloma da urina de trabalhadores expostos a 

fumo de solda e um grupo controle não exposto foram comparados
86

. Nesse trabalho, os 

autores também encontraram betaína, TMAO e creatinina aumentados no grupo teste, 

mas a creatina foi encontrada diminuída nesse caso. O aumento de betaína no grupo 

teste foi atribuído a um mecanismo de autoproteção do organismo em resposta ao 

estresse oxidativo causado pela exposição ao fumo de solda. A betaína possui 
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propriedades antioxidantes que auxilia no combate de processos de estresse oxidativo 

relacionados aos mecanismos de atuação da poluição atmosférica. 

 Outro metabólito discriminante foi a histamina, cujo nível reduzido no grupo 

teste foi observado. Durante a gravidez o nível de histamina na urina de ratos aumenta, 

especialmente no último terço da gestação, devido a um aumento da atividade da 

histidina descarboxilase
184

. No trabalho de Kahlson et al., observou-se que a remoção 

de fetos da placenta, diminuiu a excreção de histamina para níveis pré-gestacionais, 

mesmo sem a expulsão da placenta (ou seja, os ratos permanecem fisiologicamente 

gestantes)
184

. Neste trabalho, no grupo teste, quatro camundongos perderam a gestação 

(Camundongos 3,4,7 e 8 Teste da Tabela 10). Dentre esses camundongos, três 

apresentaram um nível de histamina cerca de três vezes menor, em relação aos demais 

camundongos, que não perderam a gestação, no grupo teste. Porém, um dos 

camundongos que perdeu a gestação (8 Teste), apresentou um nível de histamina similar 

ao dos demais camundongos do grupo teste. Assim, o resultado não é conclusivo, e 

experimentos com um número maior de camundongos deve ser realizado. Ainda, se 

removermos os camundongos que perderam a gestação do grupo teste e compararmos 

com o grupo controle, há uma diferença significativa na média de histamina excretada 

na urina dos dois grupos (p-valor = 0,003). Assim, provavelmente o metabolismo da 

histamina foi alterado devido à exposição ao material particulado, mas mais estudos 

devem ser realizados para compreender essa alteração. Outros metabólitos relacionados 

à histamina pelo metabolismo da histidina (em anexo) também foram encontrados 

alterados neste trabalho, com o aumento do eritro-imidazol-glicerol-fosfato e do ácido 

urocânico e diminuição da 1-metil-histidina no grupo teste.  
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Tabela 10 - Nível de histamina e número de filhotes gerados por cada camundongo avaliado 

nesse trabalho 

Identificação 
Intensidade normalizada 

histamina na urina (10
5
) 

Número de 

filhotes 
Macho Fêmea 

1 Controle 4,27 6 3 3 

2 Controle 3,61 6 3 3 

3 Controle 3,61 5 3 2 

4 Controle 3,25 6 2 4 

5 Controle 3,56 4 2 2 

6 Controle 4,21 10 4 6 

7 Controle 3,36 6 1 0 

8 Controle 4,05 7 2 5 

9 Controle 3,71 6 2 4 

10 Controle 4,14 9 2 7 

11 Controle 4,76 7 2 5 

12 Controle 3,80 4 1 3 

1 Teste 2,73 5 4 1 

2 Teste 0,520 4 2 2 

3 Teste 0,746 perdeu a gestação 

4 Teste 0,853 perdeu a gestação 

5 Teste 2,87 6 2 4 

6 Teste 2,90 6 2 4 

7 Teste 1,02 perdeu a gestação 

8 Teste 4,49 perdeu a gestação 

9 Teste 3,84 5 3 2 

10 Teste 2,99 6 3 3 

11 Teste 3,19 6 2 4 

12 Teste 3,28 6 2 4 

 

 Outros metabólitos que estão relacionados entre si e foram encontrados 

aumentados no grupo teste neste trabalho são a carnitina e três acilcarnitinas de cadeia 

curta (C1-C4) e uma de cadia média (C5-C12) (Figura 26). Uma acilcarnitina foi 

encontrada diminuída no teste (pimelilcarnitina), porém o erro de m/z para sua 
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identificação é relativamento alto (12 ppm) e ela não foi considerada nessa discussão. A 

carnitina
185,186

 e acilcarnitinas de cadeia curta, como a acetilcarnitina
186,187

 e 

propionilcarnitina
186,188

, podem apresentar propriedades antioxidantes. No estudo de 

Calò et al., carnitina, acetilcarnitina e propionilcarnitina afetaram a expressão gênica e 

proteica das enzimas heme-oxigenase-1, com propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias, e da óxido nítrico-sintase endotelial constitutiva, cujo produto NO possui 

propriedades antioxidantes
186

. 

 O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes no organismo, e é um dos mecanismos de atuação do material particulado, 

que leva a efeitos adversos na saúde, como desencadeamento de processos 

inflamatórios, peroxidação de lipídios, e danos ao DNA
73,189,190

. O aumento de carnitina 

e acilcarnitinas de cadeia curta pode estar relacionado com um mecanismo de 

autoproteção do organismo frente ao estresse oxidativo provocado pela exposição ao 

material particulado. 

 Outra função da carnitina, relacionada às acilcarnitinas, é a modulação da razão 

acil-CoA/CoA
b
 de cadeia curta

191
. Por meio da ação de acilcarnitinas transferases, um 

grupo acil da acil-CoA pode ser transferido para a carnitina, gerando acilcarnitina e 

CoA. A falta de CoA livre pode limitar a capacidade de produção de energia pela 

mitocondria
192

. Assim, outra possibilidade é que o aumento de carnitinas está envolvido 

com a modulação de acil-CoA/CoA no organismo e, assim, com a produção de energia 

na mitocondria.  

                                                           
b
 Acil-coenzima A/coenzima A 
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Figura 26 - Estrutura das carnitinas aumentadas no grupo teste. 
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Capítulo 6 – Conclusões e Perspectivas 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 Para se obter dados confiáveis por meio da metabolômica, todo o processo desde 

o desenho experimental de coleta de amostras, desenvolvimento de método analítico, o 

preparo da amostra, a análise química, até a análise estatística e interpretação biológica 

dos dados, deve ser realizado de maneira apropriada. A otimização das condições 

cromatográficas, levando-se em consideração diversos parâmetros, resultou num 

método em que a maior quantidade de informação é obtida, em apenas uma corrida 

cromatográfica, de maneira confiável.  Por meio dos resultados aqui apresentados na 

otimização do preparo de amostra, pode-se concluir que o solvente mais empregado 

para metabolômica urinária por HILIC-MS (a acetonitrila), se mostrou o pior dos 

solventes aqui avaliados, evidenciando a necessidade de otimização de métodos de 

preparo de amostra, para obtenção de dados com informações confiáveis. 

 Neste trabalho, a metabolômica se mostrou eficiente para a diferenciação do 

grupo de camundongos fêmeas prenhas expostas ao material particulado, do grupo 

controle. Apesar deste estudo ter caráter preliminar, muitos metabólitos foram 

encontrados alterados no grupo teste, evidenciando uma mudança considerável do 

metabolismo dos camundongos devido à exposição gestacional ao material particulado. 

Para tanto, a análise estatística multivariada foi essencial e se mostrou uma ferramenta 

poderosa para discriminar os grupos e encontrar as variáveis (metabólitos) 

discriminantes. Porém, mais estudos devem ser conduzidos para uma confirmação da 

identidade desses metabólitos. Os resultados aqui apresentados indicam que estudos 

proteômicos podem fornecer relevantes informações biológicas sobre a exposição 

gestacional ao material particulado, uma vez que peptídeos, que são constituintes de 

proteínas, foram encontrados significativamente alterados neste trabalho. Ademais, mais 

experimentos são necessários, com um novo conjunto amostral, para validar 

biologicamente o resultado aqui obtido. 

 A metabolômica global é uma importante ferramenta, pois devido ao seu caráter 

abrangente de inspeção do metaboloma, é capaz de gerar hipóteses sobre o problema 

biológico avaliado. Neste trabalho, por exemplo, algumas vias metabólicas podem ter 

sido alteradas, como o metabolismo da histidina, o metabolismo da glicina, serina e 

treonina e o metabolismo energético da mitocôndria, que podem ser estudadas com mais 
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detalhes por meio do uso de marcadores isotópicos, por exemplo, para contribuir com o 

conhecimento dos mecanismos de atuação dos poluentes. 

 Neste trabalho, avaliou-se o efeito da poluição no metabolismo de camundongos 

fêmeas prenhas durante a gestação. A poluição atmosférica é um problema de saúde 

global e o conhecimento dos mecanismos de atuação dos poluentes no organismo, pode 

levar a novos tratamentos, a uma nova legislação para diminuir os níveis de poluentes, 

ou a busca de novas tecnologias mais limpas. 
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