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RESUMO

MONEDEIRO, F.F.S.S. Investigacdo de compostos organicos volateis em
amostras de suor como biomarcadores no diagnéstico de cancer. 2018. 292f.
Tese (Doutorado) —Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Processos metabdlicos naturais no organismo humano levam a formacgdo de
substancias como compostos organicos volateis (VOCs), de modo que, em um quadro
patoldgico, processos diferenciados podem ocorrer nas células, fazendo com que um
conjunto diferente de compostos seja produzido. Com esta hipotese, VOCs podem ser
analisados em amostras biol6gicas com a intencao de se verificar alteracdes em seus
perfis que sejam indicativos de certas patologias. No presente estudo, foi selecionado
0 suor como matriz, amostra de coleta simples e ndo-invasiva, de composi¢do menos
complexa e relacionada aos niveis sanguineos e emanacdes da pele. Adicionalmente,
foram também analisadas amostras de urina, para obtencdo de dados comparativos.
O presente estudo compreendeu amostras de voluntarios saudaveis (grupo controle-
C) e com diagnostico de cancer confirmado (grupo positivo- P). As amostras de suor
foram coletadas com o dispositivo PharmChek®, apés, o patch foi removido, inserido
em frasco e os VOCs isolados com emprego de técnica otimizada de Headspace
estatico (HS). Para as amostras de urina, estas foram analisadas com e sem
tratamento por B-glucuronidase. Perfis de VOCs foram obtidos por analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) para todas
amostras. A tentativa de identificacdo dos compostos detectados foi feita por busca
na biblioteca NIST08 e uso do software AMDIS32. Diferencas qualitativas (teste chi-
guadrado, p<<0,01) e quantitativas (teste U de Mann-Whitney, p<<0,01) foram
avaliadas entre os perfis do grupo controle e positivo. Para o suor foram selecionados
0s potenciais biomarcadores pentanal, hexanal, heptanal, octanal, limoneno, 2-etil-1-
hexanol, 1-undeceno, fenol, 2,6-dimetil-7-octen-2-ol (DMOL), nonanal, decanal e
tridecano; para a urina, fenol e DMOL, hidrdlise-dependentes, foram selecionados.
Método HS-GC-FID (acoplado a detector por ionizacdo de chama) foi desenvolvido e
validado segundo a RDC 27/2012 da ANVISA, para ambas amostras. No suor, 0s
analitos apresentaram limites inferiores de quantificacdo (LIQ) de 1 ng/adesivo, 5
ng/adesivo para o fenol; na urina foram de 2 ng mL! para o DMOL e 10 ng mL™ para
o fenol. Linearidade foi observada para faixa de 2 a 150 ng/adesivo e, 2 e 5 a 400 ng
mL na urina. No suor, a precisdo variou de 0,08 a 12,35% e os analitos foram
demonstrados estaveis para o0s ensaios realizados. Curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) foram avaliadas e areas sob a curva foram todas proximas a 1, com
valores cut-off de 1,71 a 35,44 ng/adesivo no suor e 8,71 e 52,86 ng mL™* na urina. 2-
etil-1-hexanol se demonstrou negativamente correlacionado com o estagio clinico em
adenocarcinomas (r6= -0,527) e DMOL, no suor, e aldeidos C5-C8 positivamente
relacionados ao estagio do cancer de préstata (ro= 0,779 e 0,684, respectivamente).
Conclui-se, portanto, que o método apresentado se mostrou eficiente, contudo, préatico
e de baixo custo, e os resultados obtidos corroboram para ideia da determinacédo de
VOCs como promissora ferramenta auxiliar de diagndéstico no cancer.

Palavras-chave: VOCs. Cancer. Biomarcadores. Diagndstico. GC-MS. Suor. Urina.



ABSTRACT

MONEDEIRO, F.F.S.S. Investigation of volatile organic compounds in sweat
samples as biomarkers in cancer diagnosis. 2018. 292f. Thesis (Doctoral) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Natural metabolic processes in the human body lead to the formation of substances
such as volatile organic compounds (VOCs), so that, in a pathological context,
differentiated processes can occur in the cells, causing a different set of compounds
to be produced. With this hypothesis, VOCs can be analyzed in biological samples with
the intention to verify changes in their profiles that are indicative of certain pathologies.
In the present study, sweat was selected as the matrix, due simple and non-invasive
collection, with lower complexity composition and related to blood levels and skin
emanations. In addition, urine samples were also analyzed to obtain comparative data.
The present study comprised samples from healthy volunteers (control-C group) and
individuals with confirmed cancer diagnosis (positive-P group). The sweat samples
were collected with PharmChek® device, next, the patch was removed, inserted in a
vial and the VOCs were isolated using an optimized Static Headspace (HS) technique.
For urine samples, these were analyzed with and without B-glucuronidase treatment.
VOC profiles were obtained by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) for all samples. The attempt to identify the detected compounds was made
by searching the NISTO8 library and using the AMDIS32 software. Qualitative
differences (chi-square test, p << 0.01) and quantitative tests (Mann-Whitney U test, p
<< 0.01) were evaluated between the profiles of the control and positive groups. For
the sweat, the potential biomarkers pentanal, hexanal, heptanal, octanal, limonene, 2-
ethyl-1-hexanol, 1-undecene, phenol, 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol (DMOL), nonanal,
decanal and tridecane; for urine, phenol and DMOL, both hydrolysis-dependent, were
selected. HS-GC-FID (coupled to flame ionization detector) method was developed
and validated according to RDC 27/2012- ANVISA, for both samples. In sweat, the
analytes presented limits of quantification (LOQ) of 1 ng/patch, 5 ng/patch for phenol;
in urine were 2 ng mL* for DMOL and 10 ng mL* for phenol. Linearity was observed
for the range of 2 to 150 ng/patch and, 2 and 5 to 400 ng mLin urine. In sweat, the
precision ranged from 0.08 to 12.35% and the analytes were shown to be stable for
the assays performed. Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were
evaluated and areas under the curve were all near to 1, with cut-off values of 1.71 to
35.44 ng/patch in sweat and 8.71 and 52.86 ng mLin urine. 2-ethyl-1-hexanol was
shown to be negatively correlated with the clinical stage in adenocarcinomas (rho= -
0.527) and DMOL, in sweat, and C5-C8 aldehydes sum, positively related to the stage
of prostate cancer (rho= 0.779 and 0.684, respectively). It was concluded, therefore,
that the method presented proved to be efficient, however, practical and low cost, and
the results corroborate to the idea of VOCs determination as a promising diagnostic
tool for cancer diagnosis.

Keywords: VOCs. Cancer. Biomarkers. Diagnosis. GC-MS. Sweat. Urine.
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CAPITULO | — INVESTIGACAO DE COMPOSTOS ORGANICOS
VOLATEIS EM AMOSTRAS DE SUOR COMO BIOMARCADORES NO
DIAGNOSTICO DE CANCER- DELINEAMENTO DA PESQUISA



1. INTRODUCAO

1.1. Céancer, teoria do processo de carcinogénese e diagndéstico

Atualmente, o cancer representa um grande problema de saude publica na
realidade mundial. Os dados estatisticos mais recentes sobre a incidéncia e
mortalidade relacionados ao cancer pertencem a Organizacdo Mundial de Saude, e
sdo de 2012. As pesquisas registram que a incidéncia mundial do cancer é de quase
14 milhdes, e de 437 mil no pais, sendo que a mortalidade em decorréncia do cancer
chega a aproximadamente 8,2 milhdes de mortes no mundo, e mais de 224 mil no
Brasil (GLOBOCAN, 2012).

O cancer pode ser definido como um conjunto de patologias caracterizadas
pelo desenvolvimento anormal de grupos de células, devido a um mau funcionamento
nos sistemas promotores do crescimento, fazendo com que estas se proliferem
inapropriadamente. O aglomerado celular resultante, ou tumor, pode ser considerado
“benigno” se a multiplicagdo das células ocorre de forma lenta, mais controlada, e
‘maligno” se a multiplicagdo das células ocorre muito rapidamente e as células
manifestam um maior grau de autonomia, possuindo a capacidade de se infiltrar pelos
tecidos adjacentes. Ha ainda, neste ultimo caso, uma progressao do risco oferecido
guando as células cancerosas, através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico,
conseguem alcangar outras regides do corpo (processo de metastase), “colonizando-
as” e assim propiciando a formagao de novos tumores. (SOMPAYRAC, 2004).

Hanahan e Weinberg (2000, 2011), no intuito de produzir a racionalizacdo de
forma organizada das complexidades das doencas neoplasicas, apresentaram estas
como sendo constituidas de uma série de principios fundamentais. Cada principio
seria uma competéncia biolégica caracteristica adquirida durante o desenvolvimento
dos tumores humanos (hallmarks of cancer) e tais capacidades compreenderiam
processos complementares que permitem o crescimento do tumor e a metastase.

Um primeiro fator é que as células cancerosas desregulam sinais promotores

de crescimento controlados tipicamente pelos tecidos normais. Tal capacidade lhes
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permite sustentar e estimular o proprio crescimento. Para tanto, podem estar
presentes mecanismos de producao de ligantes destes fatores pelas proprias células,
estimulo das células normais adjacentes ao tumor para recrutar fatores de
crescimento ou mesmo elevacdo dos niveis de proteinas receptoras na superficie
celular, tornando-as células mais responsivas a esse tipo de sinalizacdo (HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

Como evidéncias, verificam-se situagbes de mutacdes somaticas presentes
nas células tumorais relacionadas a ativacao de rotas de sinalizacdo que usualmente
sdo acionadas por receptores de fatores de crescimento, e defeitos no feedback
negativo que regula a homeostase de sinais, fatores capazes de promover a
sinalizacao pro- proliferacédo (BARDEESY; SHARPLESS, 2006).

A proliferagdo cronica e descontrolada das células no cancer também
representa a possivel existéncia de um desregulamento do metabolismo energético
celular. Pesquisadores observaram que as células cancerosas alteram sua producéo
de energia, por meio da reprogramacdo do metabolismo de glicose, isso é feito pela
limitacdo de seu metabolismo a, em grande parte, glicolise, mesmo na ampla
presencga de oxigénio (é o chamado estado de glicdlise aerdbica ou “efeito Warburg”).
Esse tipo de mecanismo é menos eficiente para a geracdo de ATP do que a
fosforilacdo oxidativa que ocorre nas mitocondrias, o que € compensado pela
regulacdo positiva de transportadores de glicose. (DEBERARDINIS et al., 2008;
JONES; THOMPSOM, 2009).

Ainda nao foi definida uma razéo funcional para tal estimulo da glicdlise, porém,
segundo VANDER HEIDEN et. al (2009), este fator permite o desvio de intermediarios
em varias vias biossintéticas, como as que se encarregam de gerar nucleosideos e
aminoacidos, o que facilitaria a biossintese de macromoléculas e organelas
requeridas para a formacéo das novas células. Esta ideia € suportada também pelo
fato de que tal configuracéo da atividade metabdlica foi verificada em muitos tecidos
embrionarios em situacdo de rapida divisdo celular (VANDER HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2009; JONES; THOMPSOM, 2009).

Observou-se que os tumores se desenvolvem mais frequentemente e mais

rapidamente em organismos com deficiéncias imunoldgicas. Para o tumor progredir,
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possivelmente as células cancerosas também possuem competéncias para contornar
0os programas de destruicdo imunoldgica que monitoram os tecidos (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Além de estimularem a propria proliferacdo, as células cancerosas também
devem ser habeis em driblar mecanismos que regulam negativamente a proliferacéo
celular, e muitos destes mecanismos dependem da acdo de genes que Sao
supressores tumorais (trabalham na limitacdo da proliferacdo das células, como
exemplos principais, as proteinas RB e TP53). Os mesmos supressores foram
encontrados inativados de alguma forma (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Uma das formas de inibicdo da proliferacéo € a inibigcdo por contato, que ocorre
por meio dos contatos célula-célula (geracdo de monocamadas) e esta apresentava-
se ausente em varios tipos de cancer. A proteina B-TGF, conhecida por seus efeitos
antiproliferativos, foi encontrada em tumores afastada de sua funcgéo original, ativando
0 processo que anteriormente inibia (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004).

O programa de morte celular representa mais um empecilho para a neoplasia.
A apoptose pode ser desencadeada devido ao estresse fisiologico que as células
experimentam durante a carcinogénese, este € gerado pela perda da homeostase
relacionada ao desbalanco de moléculas sinalizadoras e dano ao DNA. A apoptose
decai com a progressdo do tumor a malignidade, demonstrando a aquisicdo de
resisténcia dessas células a morte (JUNTTILA; EVAN, 2009). A mesma situacao
também se relaciona com a resisténcia da doenca ao tratamento (ADAMS; CORY,
2007).

Dentre as estratégias para superar a acao do maquinario apoptoético estdo a
perda da funcdo do sensor TP53 (responsavel por regular a apoptose por expressao
de proteinas em resposta a danos ao DNA e anormalidades nos cromossomos), e 0
aumento da expressao de reguladores anti-apoptéticos (JUNTTILA; EVAN, 2009).

J& a necrose celular é caracterizada pelo inchaco da célula seguida de seu
rompimento, com a liberacdo de sinais pro-inflamatérios no tecido, que recrutam
células inflamatdrias do sistema imunoldgico. Este tipo de célula é um provavel
promotor tumoral, pois aparenta promover a angiogénese (discutida mais adiante) e

pode liberar reguladores bioativos que estimulam as células vizinhas a se
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multiplicarem (potencial de aumentar a progressdao da neoplasia) (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Os processos inflamatérios estariam entdo permitindo que neoplasias
incipientes alcancassem as marcas caracteristicas do cancer. A inflamacédo pode
contribuir fornecendo biomoléculas ativas para a regido do tumor, tais como fatores
de crescimento, de sobrevivéncia, modificadores da matriz extracelular, entre outras
envolvidas nos programas existentes na formacao e desenvolvimento do tumor. Além
disso, o processo inflamatério ainda poderia liberar agentes quimicos, no caso,
espécies reativas de oxigénio, que sdo ativamente mutagénicas para as células,
acelerando a evolugéo genética para estados de aumentada malignidade (DENARDO;
ANDREU; COUSSENS, 2010; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Mais um conceito marcante é a maneira como as células conseguem habilitar
a “imortalidade replicativa”. Uma célula normal participa de ciclos de divisdo celular
um namero limitado de vezes, quando o limite é atingido, a célula comeca a entrar no
estagio de senescéncia (envelhecimento), passa por um estagio de “crise”, e
finalmente chega a morte. As células cancerosas demonstraram sobreviver com
eficiéncia ao estagio de crise, ndo contemplando a fase de morte (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Uma explicacdo pode surgir com relacdo aos telémeros. O envelhecimento
celular se encontra ligado ao encurtamento progressivo dos teldmeros (estruturas
repetitivas de proteinas e DNA nédo-codificante que protegem as extremidades do
DNA). Em células do cancer foi observada um grande aumento (de aproximadamente
90%) na expressdo da telomerase (polimerase que adiciona tais estruturas)
(BLASCO, 2005).

Em adicdo, a proliferacdo anormal de células demanda a criagdo de novos
vasos sanguineos, a fim de se suprir as necessidades destas células do tumor por
nutrientes e oxigenacdo, para que se mantenham vivas. A neovascularizacdo é
possibilitada pelo processo de angiogénese. Essa situacdo faz com que o fluxo
sanguineo, e, por consequéncia, 0s nutrientes, sejam deslocados para a irrigacéo do
grupo de células tumorais, tornando as células comuns do tecido carentes em
suprimentos (SOMPAYRAC, 2004; DOMINGUES, 2012).



Os mecanismos que levam a este acontecimento sdo governados por
reguladores angiogénicos, dos quais alguns sdo proteinas sinalizadoras que se ligam
a receptores na superficie celular das células endoteliais vasculares (BAERISWYL,;
CHRISTOFORI, 2009).

Um dos fatores envolvidos é o indutor da angiogénese, o fator de crescimento
endotelial vascular- A (VEGF- A). Estudos (FERRARA, 2009) mostram que a
expressdo de VEGF pode ser regulada positivamente pela sinalizacdo de oncogenes
(genes que, apos sofrerem mutacdes, se encontram relacionados, de alguma forma,
ao desenvolvimento de tumores).

A progressédo do cancer para um estagio de maior malignidade esta associada
a consolidagéao da invaséo local. As células envolvidas desenvolvem alteragbes em
sua forma de adeséo entre si. Perdida a adeséo, surgem as propriedades invasivas e
migratorias da célula e sua capacidade de disseminacéo (metastase). Neste contexto,
0 processo em que isso ocorre é o denominado transi¢ao epitelial-mesenquimal (EMT)
(CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004).

O EMT é controlado por um conjunto de fatores de transcricdo. Nos tumores,
agentes indutores do EMT séo tipicamente encontrados. Uma das alteracdes
caracteristicas melhor consolidada é a observacao de uma perda na expressao de E-
caderina, a qual se trata de uma molécula importante para a adesao célula-célula.
(CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

E possivel perceber que uma sucessio de alteracdes gendmicas que sofre a
célula neoplasica é que lhe confere vantagens seletivas. As células em questao
possuem alto indice de mutacdo. Acredita-se que essa mutabilidade seja alcancada
por um aumento na sensibilidade a agentes mutagénicos e/ou pela ruptura com
componentes da maquinaria de manutencdo genémica (BERDASCO; ESTELLER,
2010; JACKSON; BARTEK, 2009).

Os defeitos na manutencdo e reparacdo do genoma sao seletivamente
favoraveis para o desenvolvimento do tumor. Assim, a instabilidade do genoma é
claramente uma marca caracteristica que esta relacionada com o alcance de outras
etapas da carcinogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A Figura 1 mostra um

esquema das caracteristicas do cancer como um processo.
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Figura 1 - Caracteristicas do cancer como um processo. Adaptado de Hanahan e
Weinberg (2011) e Ministério da Saude (1996).

Muitos estudos demonstram também a associacao entre estresse oxidativo e
cancer, processos inflamatorios e envelhecimento celular. O estresse oxidativo pode
ser explicado como o efeito de uma quantidade excessiva de espécies oxidantes no
meio, sem que haja, em contrapartida, balanceamento deste excesso através da
atuacao do sistema de defesa antioxidante (espécies antioxidantes produzidas pelo
corpo ou provindas da dieta) (BARREIROS; DAVID, J.M.; DAVID, J.P, 2006), o que
resulta na perda do equilibrio homeostéatico (BARBOSA et al., 2010).

Os processos oxidativos decorrentes tém a capacidade de danificar as
biomoléculas, afetando suas estruturas e funcfes: essa condicdo pode promover o

ataque de lipidios das membranas e agressdo as proteinas dos tecidos e das



membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, J.M.; DAVID,
J.P, 2006).

Os danos oxidativos ao DNA causados por espécies reativas de oxigénio sao
apontados como importante fator ligado aos estdgios de iniciacdo, promoc¢édo e
progressao (fase correspondente ao desenvolvimento desordenado das células) da
carcinogénese (LOFT; POULSEN, 1996; COOKE et al., 2003).

Nestas condi¢cdes, o DNA, entre outras circunstancias, é capaz de sofrer
alteracdes estruturais, o que inclui a ocorréncia de mutacdes, rearranjos, delecdes e
insercdes. Além disso, as espécies oxidantes reativas seriam responsaveis também
por atuar na regulacdo de genes ligados a proliferacao, diferenciacéo e apoptose das
células (WISEMAN; HALLIWELL, 1996).

Os meétodos diagndsticos de cancer muitas vezes consistem em técnicas de
diagnostico por imagem (como ultrassom, radiografia, cintilografia, imagem por
ressonancia magneética), que podem ser extremamente Uteis na funcéo de se localizar
possiveis tumores. Podem também ser realizados exames de sangue para indicar a
existéncia de tumores: € o caso da analise dos niveis de antigeno prostatico especifico
(PSA) no diagnéstico do cancer de prostata. Na endoscopia, um tubo flexivel equipado
com uma pequena camera permite obter imagens do interior do corpo e localizar
regides suspeitas da presenca de tumores ou outras anormalidades (ITC; INCA,
2012).

Estas técnicas, em geral, sdo complementadas por um cuidadoso exame
histolégico. Na biépsia, uma pequena quantidade de tecido da regido em que se
suspeita que haja o tumor é coletada, através de uma agulha ou de outro
procedimento cirdrgico capaz de remover essa amostra de tecido. A amostra entdo é
submetida a uma analise histopatoldgica, em que o exame das células pode inclusive
indicar em que estagio de desenvolvimento o tumor se encontra (ITC; INCA, 2012).

O desenvolvimento de recentes métodos de andlise tem tido como foco o
emprego como nova ferramenta de diagndstico, capaz de detectar doencas inclusive

em seus estagios iniciais, uma vez que é sabido que, quanto mais rapidamente é



realizada a identificacdo de uma doenca, mais cedo o paciente podera se submeter a
outros exames confirmatorios e iniciar um tratamento.

No caso do céncer, em particular, os tumores malignos se desenvolvem
rapidamente. Com o passar do tempo, maiores sao as chances de as células tumorais
sofrerem metéstase, e, consequentemente, de generalizar a doenga pelo organismo,
tornando o tratamento muito dificil.

Ainda com relacdo ao cancer, os sintomas observados podem ser 0os mais
variados, ndo diferenciaveis de outros varios tipos de doencgas, podendo ser detectado
em varios estagios de evolucao histopatolégica e clinica (INCA, 2008). Este fator
também esta ligado ao fato de que os pacientes portadores de cancer ndo costumam
se dirigir diretamente a um especialista quando os sintomas aparecem, ou somente
se dirigem quando sinais mais drasticos e perceptiveis (como lesdes) sdo observados,
0 que para alguns tipos de cancer ja sao indicativos de que este se encontra em
estagio avancado.

Adicionalmente, em detrimento dos problemas no sistema de saude, até que o
paciente seja atendido uma série de vezes necessarias, e a doenca seja confirmada,
o0 inicio do tratamento ja foi bastante adiado. Na realidade brasileira, segundo Instituto
Nacional do Cancer (INCA), 70% dos diagnésticos de cancer sao feitos por meédicos
nao-oncologistas.

Certos tipos de cancer ainda ndo possuem métodos de deteccao precoce, € 0
caso, por exemplo, do seminoma metastatico (um tumor do testiculo) e alguns tumores
gue afetam criancas, como a leucemia aguda e os linfomas (INCA, 2012).

Cada vez com maior frequéncia, a analise dos perfis de determinados
compostos de interesse mediante diferentes circunstancias biolégicas surge no intuito
da criacdo de métodos de screening ou rastreamento. Métodos de screening podem
ser explicados como sendo métodos capazes de promover a identificacdo presuntiva
de alteracbes do estado de saude, as quais ndo puderam ser reconhecidas
anteriormente (por estarem, por exemplo, em fase assintomatica), por intermédio de
exames clinicos ou laboratoriais (ELUF NETO; WUNSCH FILHO, 2000), que, de
preferéncia, sejam simples e de baixo custo, para que possam ser empregados em

escalas maiores do que os métodos diagndsticos habituais.



Os métodos de screening se situam na possibilidade de diagnosticar
precocemente doencas, de modo que os individuos classificados, em face do teste,
como suspeitos de porta-la, possam dirigir-se mais rapidamente a um tratamento, o
gue esta profundamente ligado ao aumento de chances de cura.

A carcinogénese € um processo complexo, em que participam diversos
mecanismos associados a alteracbes metabodlicas nas células. Uma vez gerados,
metabdlitos caracteristicos podem sofrer transformacdes, sendo oxidados a
compostos menores através de reagfes enzimaticas (catalisadas, por exemplo, pelas
enzimas Citocromo P450), ou permanecer com a estrutura inalterada, sendo
incorporados a corrente sanguinea (VAN DE KANT et al.,, 2012). Na corrente
sanguinea, estas substancias se distribuem para outros fluidos biolégicos, e é este
principio que torna possivel a analise de compostos de interesse em matrizes
diversas. Nesta oportunidade estdo incluidos os compostos organicos volateis

(Volatile Organic Compounds), ou, abreviadamente, VOCSs.

1.2. Compostos organicos volateis como biomarcadores

Na literatura, o conceito de VOCs pode estar ligado a diferentes temas. Além
de se tratarem de um grupo de compostos com pontos de ebulicdo relativamente
baixos, altas pressdes de vapor, e, em geral, baixos pesos moleculares, podem ser
explicados, no contexto ambiental, como poluentes e contaminantes da agua ou
liberados na atmosfera, através de emissdes naturais e antropogénicas, ou ainda,
como agentes quimicos presentes no ambiente ocupacional e associados a doencas
do trabalho.

A abordagem dos VOCs como compostos enddégenos (mais precisamente, 0s
perfis caracteristicos que descrevem), tem importante relacdo com a formulagcédo de
diagndsticos clinicos, os quais, na década de 70 detinham-se principalmente na
avaliacdo de desordens metabdlicas, devido as limitacdes pertinentes aos métodos
experimentais utilizados (ZLATIKS; BRAZELL; POOLE, 1981). Os conceitos lancados
nessa época comecaram a demonstrar sua importancia com a analise dos VOCs, em

urina e ar exalado, como um meio de se obter informacdes a respeito da qualidade da
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dieta humana, com potencial para assistir a medicina ortomolecular (PAULING et al.
1971). Mais tarde, outros estudos de destaque, realizaram a investigagédo dos perfis
destes compostos em portadores de diabetes mellitus, insuficiéncia renal e infec¢des
por virus, mediante comparacdo com os perfis de individuos saudaveis, obtendo
resultados satisfatorios (ZLATIKS; BRAZELL; POOLE, 1981).

Neste cenério atual, os conceitos adquiriram aspectos mais complexos e o
interesse por pesquisar os VOCs na funcdo de biomarcadores é crescente.
Biomarcadores podem ser definidos como moléculas cuja presenca (verificada
experimentalmente) indica respostas a determinadas condicdes fisiologicas, as quais
podem se encontrar alteradas do normal, mantendo relagdo com patologias e
exposicdo a efeitos toxicos, possuindo assim, utilidade clinica (FUNG; WRIGHT,;
DALMASSO, 2000).

Os VOCs podem ser investigados com diferentes propoésitos e em diferentes
matrizes, incluindo sangue, urina, saliva e ar exalado. De modo geral, os VOCs
analisados séao alcanos, aromaticos, aldeidos e seus derivados (ALTOMARE et al.,
2012).

Alguns exemplos de registros existentes de analise de VOCs presentes na
urina, tém por objetivo a detec¢cdo de compostos organicos toxicos inalterados (como
xileno e tolueno) relacionados a exposi¢ao ocupacional (JANASIK; JAKUBOWSKI;
JALOWIECKI, 2008; WANG et al., 2007) ou de compostos tdxicos e seus metabdlitos
presentes no ambiente e constituintes da fumaca do cigarro (ALWIS et al., 2012).
Outros visam verificar a aplicabilidade da urina como matriz capaz de discriminar
pacientes saudaveis de pacientes portadores de tuberculose, baseando-se, da
mesma forma, nas modifica¢cdes do metaboloma (conjunto de metabdlitos produzidos
por um organismo) sofridas devido ao processo infeccioso da doenca (BANDAY et al.,
2011).

Em amostras de sangue, a finalidade mais explorada é avaliar a exposicao
ambiental a substancias toxicas. Na area forense, os VOCs presentes no sangue post-
mortem, Orgdos e restos da deterioracdo humana, demonstraram permitir uma
correlacdo com abuso de solventes (TRANTHIM-FRYER; HANSSON; NORMAN,
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2001), auxiliar na construcdo de perfis de emissdo de substancias conforme os
estagios da decomposicdo humana e auxiliar na andlise do impacto ambiental
pertinente (STATHEROPOULOS et al., 2007) e, no trabalho com amostras diversas,
possuir aplicacdo no resgate de pessoas soterradas e localizacdo de cadaveres
(HOFFMAN et al., 2009; STATHEROPOULOS et al., 2005).

Dos capilares sanguineos, os VOCs alcancam os alvéolos pulmonares e sé&o
exalados com a expiracédo (ALTOMARE et al., 2012), com isso, estudos mais recentes
utilizam técnicas de amostragem de ar exalado com aparato apropriado. A amostra
entdo é geralmente analisada por cromatografia em fase gasosa acoplada a detector
de espectrometria de massas. Com técnicas como essas, doencas do pulmao como
cancer (PHILLIPS et al., 1999; PHILLIPS et al., 2003b; BAJTAREVIC et al., 2009;
RUDNICKA et al., 2009; BUSZEWSKI et al., 2012ab), asma (DRAGONIERI et al.,
2007; FENS et al., 2009) e tuberculose (PHILLIPS et al., 2007a; SYHRE et al., 2009;
PHILLIPS et al.,, 2012; KOLK et al.,, 2012), a infeccdo causada pela bactéria
Helicobacter pylori (ULANOWSKA et al., 2010), cancer de mama (PHILLIPS et al.,
2003a; PHILLIPS et al., 2010) e cancer colorretal (ALTOMARE et al., 2013), estédo
sendo investigadas por grupos internacionais, apresentando resultados cada vez mais
conclusivos com relacdo a capacidade discriminadora entre individuos saudaveis e
com cancer.

Acredita-se que estudo de VOCs como biomarcadores do cancer surgiu a partir
de relatos publicados no periodico The Lancet, nos anos de 1989 e 2001, indicando
gue que céaes seriam capazes de detectar a doenca (WILLIAMS, PEMBROKE, 1989;
CHURCH, WILLIAMS, 2001). Segundo o reportado por estes casos, 0S cdaes
mostravam interesse persistente e espontaneo por uma determinada lesdo no corpo
de seus donos, apds algum tempo a leséo foi diagnosticada como um melanoma e,
apos a excisao, os caes perderam o interesse manifestado anteriormente.

Pesquisas como estas consistem fundamentalmente na verificacdo do perfil
cromatografico dos VOCs nas amostras coletadas, entdo, € realizada uma
identificacdo dos VOCs com poder discriminativo. Os dados levantados algumas

vezes sao associados a modelos estatisticos preditivos que funcionam como “testes
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cegos”, que estimam a probabilidade de doencga frente aos resultados de cada
individuo participante.

Algumas pesquisas demonstraram o potencial dos VOCs de estarem
diretamente associados a algumas patologias de forma diferenciada: AMAL et al.
(2012) tiveram o intuito de realizar a detecgéo do carcinoma hepatocelular analisando
0s VOCs presentes no Headspace de culturas celulares, contendo células cancerosas
com alto e baixo potencial de metastase e células normais, utilizando-se de sensores
baseados em nanomateriais. FILIPIAK et al. (2008) estudaram os VOCs emanados
de culturas de células com o propésito de identificar compostos derivados de células
cancerosas do pulméo.

O processo tido como principal mecanismo na formacdo destes VOCs
diferenciados associados ao céancer é a peroxidacdo lipidica dos acidos graxos
poliinsaturados presentes nas membranas celulares, reagdo também consequente do
estresse oxidativo, a qual relaciona-se primariamente com a formacdo de
hidrocarbonetos volateis, que podem vir a sofrer transformacdes pela acédo de

enzimas.

1.3. Suor: potencial de aplicacédo na area clinica

Embora sejam bastante diversificadas as pesquisas envolvendo os VOCs, e
em diferentes tipos de amostras, existem poucas publicacdes na literatura abordando
0s VOCs presentes no suor mediante o desenvolvimento de um método analitico,
especialmente no que possam ser relacionados com doencas. Como um dos
primeiros registros tém-se a deteccéo e identificacdo do composto acido trans-3-metil-
2-hexendico, encontrado no suor de pacientes esquizofrénicos e conferindo-lhe odor
peculiar (SMITH; THOMPSON; KOSTER, 1969).

A andlise de compostos volateis através de sensores quimicos (eletronic nose)
presentes no suor serviu de método para o estudo de VOSS et al. (2012) que
buscavam relacionar as interacfes moléculas-sensor, identificadas por mudancas na
condutividade elétrica (condicdo dependente do perfil de compostos presentes nas

amostras) com a possibilidade de detectar a insuficiéncia cardiaca em individuos. Tal
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possibilidade existiria devido a uma deficiéncia metabdlica propriamente causada pela
doenca.

Atualmente, no campo clinico, o suor tem como aplicacao pratica mais comum
seu emprego no método padrao ouro no diagnostico da fibrose cistica, baseado na
dosagem de cloreto. Esta doenca € caracterizada por disfuncdo em uma enzima
responsavel pelo transporte de ions cloreto, gerando perda de 4gua por osmose das
secregcbes mucosas e consequentemente tubulopatia obstrutiva devido ao aumento
da viscosidade dos fluidos (RIBEIRO et al., 2002). Substancias inorganicas como
tracos de metais toxicos ja foram avaliados na matriz (SEARS et al., 2012), assim
como glicose, que estaria correlacionada aos niveis sanguineos (MOYER et al., 2012;
BANDODKAR et al., 2014) e eletrélitos (GAO et al., 2016), sendo inclusive base para
o desenvolvimento de sensores especificos de monitoramento que podem ser fixados
na pele. Na area da metabolémica Mena-Bravo et al. (2014) produziram uma revisao
sobre aplicagcdes do suor. Calderon-Santiago et al. (2015) verificaram marcadores
nao-volateis do cancer de pulméao nesta matriz.

O suor é produzido pelas glandulas sudoriparas écrinas (as quais sdo mais
abundantes) e apdcrinas. O suor total coletado inclui ainda o sebo, gerado pelas
glandulas sebaceas. Este € um fluido que possui pH acido, entre 4,4 e 5,5 e acredita-
se que a producao diaria de suor em um individuo varie de 300 a 700 mL. Quando na
superficie da epiderme, se evapora lentamente, cumprindo desta maneira a funcao de
contribuir para a manutencdo da temperatura do corpo. Sua composicdo é
basicamente dada por agua (em sua maior parte), eletrolitos, aclcares, aminoacidos,
ureia, lactato e outros compostos organicos (KUTYSHENKO et al., 2011), dentre estes
ultimos, constam substancias (endégenas e exdgenas) excretadas (DE GIOVANNI;

FUCCI, 2013). A Figura 2 ilustra um esquema da composi¢ao do suor.
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Contetido da pele:
-Matéria celular, bactérias etc

>99% Conteudo hidrofilico <1% Conteudo lipofilico

(prevaléncia da secregéo écrina) O (prevaléncia da secregao apécrina e
sebo)
_Eletrslitos (Na, CI, K) \ O

- Acidos graxos, proteinas, triglicerideos,
-Ureia, lactato, amoénia etc

/ feromonios, colesterol, esqualeno etc

O -Maior proporgdo de VOCs

Figura 2- Esquematizacdo da composicéo do suor. Adaptado de Hussain et al.
(2017)

Nas camadas interiores da pele, vasos sanguineos compdem uma rede de
capilares ao redor das porc¢des secretoras de suor (HIBSS; BURCH; PHILLIPS, 1958).
Investiga-se ainda hoje por quais mecanismos certas substancias, como drogas,
chegariam da corrente sanguinea até as glandulas sudoriparas e assim estariam
presentes no suor. Acredita-se que 0 mecanismo primario ocorra atraves de difusao
passiva, que aconteceria dos capilares até as glandulas sudoriparas. As substancias
também poderiam se difundir através das camadas derme e epiderme da pele, e os
fatores que podem influenciar os processos de distribuicdo séo lipofilicidade, tamanho
molecular e pKa da molécula em questdo (KACINKO et al.,2005). A Figura 3

demonstra um corte das camadas internas da pele.

O suor é uma matriz alternativa, ainda pouco explorada, tendo sido, nos ultimos
anos, empregada para deteccdo de drogas de abuso e seus metabdlitos, permitindo
realizar monitoramentos do uso de tais substancias ilicitas com eficacia. Pesquisas
nesse sentido ja foram realizadas para analise de cocaina, heroina, anfetaminas,
metanfetaminas, ecstasy e A-9-THC, neste sentido, as revisdes de Fortner (2008), De

Giovanni e Fucci (2013), Jadoon et al. (2015), oferecem um panorama geral.
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Poro sudoriparo

Camada queratinizada

Terminagao nervosa

Glandula sebacea

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia

Figura 3 - Camadas da pele e porcdes secretoras de suor

Para a coleta do suor existem dispositivos proprios, disponiveis comercialmente
(PharmChek®patchs). Basicamente, consistem em uma bandagem absorvente de
celulose, onde as substancias sdo depositadas, que é aderida a pele por um adesivo
adjacente. Uma camada de poliuretano protege o dispositivo de contaminagdes
externas, enquanto permite a troca gasosa entre pele e ambiente, ndo prejudicando o
tecido (KACINKO et al., 2005, UEMURA et al., 2004). A pele é limpa antes de o
adesivo ser aplicado, geralmente com swab embebido em isopropanol 70%, para
remover substancias ali previamente existentes (KIDWELL; SMITH, 2000).

Podem ser citadas, como vantagens do uso dessa matriz, o fato da coleta ser
nao-invasiva, mais segura, além disso, a amostra é de facil manuseio e fornece uma
maior janela de deteccdo para a identificacdo de substancias de interesse. Algumas
das desvantagens pertinentes sdo: a concentracdo ndo muito alta dos analitos (pode
nao representar uma soma acumulada das substancias ali depositadas, devido aos
possiveis fendmenos de reabsorcdo da droga pela pele e de alguma perda para o
ambiente) (UEMURA et al., 2004), a atuacdo de varidveis que alteram a quantidade
de amostra que pode ser obtida, sendo estas internas (o0 quanto de suor é produzido
por determinado individuo) ou externas (condicdo de exercicio fisico, temperatura
ambiente etc) (KACINKO et al., 2005).
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Considerando os registros existentes das aplicacdes do suor na toxicologia
analitica, esta matriz possui potencial de representar dados relacionados as
substancias presentes no sangue, sendo possivel, portanto, estar também apta a
fornecer informagcbes no tocante a identificacdo de condicdes de alteracdes
metabdlicas no organismo e suas apropriadas interpretacdes em um contexto

toxicoldgico e/ou clinico.

2. JUSTIFICATIVA DO PROJETO

Com base nos dados estatisticos relacionados ao cancer, constatam-se as altas
taxas de incidéncia e mortalidade em decorréncia desta doenca, inclusive no pais, o0
gue chama atencéo para o grande impacto social e econdmico que implicam desta
condicdo (BITTENCOURT; SCALETZKY; BOEHL, 2004). Nos paises mais
desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento (como é o caso do Brasil), vém
ocorrendo uma alteracdo da demografia, e isto conduz a mudancas dos padrbes
saude-doenca no mundo.

Essas alteracGes consistem na diminuicdo das taxas de natalidade e mortalidade
devido a doencas infecciosas, juntamente ao aumento da expectativa de vida. Por
outro lado, crescem as taxas de incidéncia para doencas degenerativas, como as
doencas cardiovasculares e o cancer, assim como a demanda por assisténcia médica
deste tipo (GUERRA et al., 2005).

Em conformidade com esta tendéncia, o INCA, em seu relatério "Estimativa 2016
- Incidéncia de Cancer no Brasil", estimou a ocorréncia de cerca de 600 mil novos
casos de cancer no pais. Ainda segundo o proprio 6rgao, essa enorme demanda é
muito preocupante se se deparar com uma precariedade de recursos, especialmente
em certas regides do pais, porisso, a prevencao e o controle do cancer devem receber
atencdao direcionada e equivalente a area de servigos assistenciais, pois, se 0 nimero
de casos emergir de forma tdo rapida, ndo haverd meios suficientes para sanar as
necessidades de diagndstico, tratamento e acompanhamento, podendo isso acarretar
na morte prematura de muitas pessoas por cancer, além de um grande obstaculo

socioeconémico para o Brasil (INCA, 2012).
17



A implantacdo de novos métodos diagndsticos, mais simples e mais rapidos é
bastante promissora, pois seria capaz de reduzir o tempo gasto nas diversas etapas
do atendimento de saude, encaminhando mais rapidamente o paciente para um
tratamento especifico. Além disso, métodos que nao envolvem procedimentos
invasivos facilitariam mais o processo de coleta da amostra, sem oferecer desconforto
ou dor aos pacientes, em especial para o diagndstico da doenca em criangas.

A utilizacdo de uma técnica de amostragem nao-invasiva também pode ser
relacionada com um provavel aumento de individuos interessados em submeter-se ao
exame diagndstico, pois as circunstancias tornariam este mais aceitavel, praticamente
nao impondo situagdes restritivas ao paciente. O aumento de ades&o aos exames
diagnaosticos acrescenta importancia na funcao de se realizar, de fato, a identificacao
da doenca previamente do que poderia, por ventura, ocorrer por meio dos métodos
tradicionais.

Embora os beneficios da introducdo de exames de screening paregcam ser muitos,
muito se discute a respeito de que critérios deveriam atender para serem
considerados seguros o bastante (ELUF NETO; WUNSCH FILHO, 2000), o que
reforca a necessidade de elaboracdo de mais experimentos acerca destes métodos,
particularmente aqueles que ndo se tratam de testes muito especificos de uma
determinada patologia, porque tém o potencial de possuirem maior aplicabilidade (se
um exame abrange um conjunto de patologias, isso diminui 0 nimero total de testes
gue deveriam ser realizados por um individuo a fim de se excluirem todas as
possibilidades existentes de portar doencas).

A anadlise dos perfis de compostos organicos volateis caracteristicos também
podera ser capaz de contribuir ampliando a compreensdo de como 0 mecanismos
associados a formacdo destes compostos estd associado ao processo de
carcinogénese.

Em pesquisa exaustiva na literatura indexada, ndo foram encontradas
publicacdes que relatam a determinacdo de VOCs em amostras de suor coletadas de
pacientes com cancer, sendo esta a primeira proposta de se empregar esta matriz

alternativa para se estudar uma ferramenta diagndstica para o cancer.

18



3. OBJETIVOS GERAIS

Esta pesquisa possui 0 objetivo de investigar a presenca de compostos
organicos volateis (VOCs) em amostras de suor, que possam ser utilizados como
marcadores bioldgicos especificos do cancer, a partir do desenvolvimento e validagcéo
de um método analitico, capaz de analisar 0s compostos presentes em amostras de

suor de individuos saudaveis e individuos portadores de cancer.

4. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A pesquisa abrange a coleta de amostras de suor de individuos diagnosticados
com cancer que ainda n&o iniciaram tratamento quimioterapico ou radioterapico, junto
aos Ambulatorios e Enfermaria de Oncologia Clinica do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto/FMRP/USP, e de voluntarios saudaveis (que ndo foram diagnosticados
com a doenca), estes Uultimos foram convidados, em ambientes publicos, a
participarem desta pesquisa, uma vez que atendessem as especificacées descritas a
seguir (critérios de excluséo e inclusdo) e expressassem concordancia com o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1).

Os critérios de exclusdo estabelecidos para o recolhimento das amostras
envolvem situacdes em que presenca de interferentes para o método é provavel. Nao
serdo incluidas: amostras de pacientes com idade inferior a 18 anos, amostras de
pacientes com diabetes mellitus ndo controlada, amostras de pacientes portadores de
outras doencas inflamatérias nao tratadas.

Os critérios de inclusdo sado, para o primeiro grupo de interesse (individuos
portadores de cancer): individuos com idade igual ou superior a 18 anos, com
diagndstico de cancer confirmado por exame anatomo-patolégico, que nao tenham
iniciado quimioterapia ou radioterapia, ou qualquer outro tratamento neoadjuvante,
gue possuam condicdes fisicas e psicolégicas apropriadas para a abordagem.

Os critérios de inclusédo sao, para o segundo grupo de interesse (individuos néo

portadores de cancer): individuos com idade igual ou superior a 18 anos, sem histérico
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de qualquer diagndstico positivo para cancer, que, no caso de portarem diabetes ou
outras doencgas inflamatérias, que estas estejam sendo controladas adequadamente
pelo uso de medicamentos.

O projeto de pesquisa foi enviado primeiramente para andlise na Unidade de
Pesquisa Clinica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (ANEXO 2) e apés
encaminhado aos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras e do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
obtendo aprovacéo (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica- CAAE- n°
20879114.0.0000.5407 e 20879114.0.3001.5440, respectivamente) (ANEXOS 3 e 4).

Em seguida, submeteu-se uma emenda ao CEP do centro coordenador, para
inclusdo do procedimento de coleta de urina (ANEXO 5).

Com o intuito de se estabelecer uma observacdo mais rigorosa entre os controles
e as amostras de pacientes com cancer, as amostras foram coletadas de individuos
de faixa etaria e habitos correspondentes. Também foi realizado o registro do uso de
medicamentos, consumo de alcool e tabaco, além da existéncia de diagnostico
médico para outros problemas de saude. A analise destes fatores pode servir como
auxilio na discussdo e interpretacdo dos resultados e no entendimento de quais

condicdes interferem no exame a ser desenvolvido.

5. PROCEDIMENTO DE COLETA DE AMOSTRAS

Primeiramente, a regido lombar do voluntario (onde sera fixado o adesivo) € limpa
com algodao contendo isopropanol. Este procedimento serve para higienizar a regiao,
removendo o suor ja depositado sobre a pele e eventuais contaminantes externos,
além de servir para melhorar a fixacdo do adesivo. Aguarda-se o periodo de
aproximadamente trés minutos para que ocorra a evaporacao do excesso de alcool
sobre a pele para que entdo o dispositivo adesivo PharmChek® seja fixado. Dois
dispositivos foram aplicados por voluntério, em diferentes lados da lombar. Apés o
periodo aproximado de 48 h da aplicacéo, o adesivo foi retirado, o tecido de celulose

removido e enrolado com auxilio de uma pinga limpa, sendo por fim inserido no interior
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de frasco de vidro de Headspace, com capacidade de 20 mL e tampado com tampa
de rosca de material inox, magnética, possuindo septo e recobrimento de teflon
(PTFE/silicone) em seu interior. Uma vez tampados e identificados, os frascos
contendo as amostras foram armazenados sob congelamento, a - 20° C, até o
momento da andlise. Foram coletadas e analisadas 64 amostras de suor (do segundo
semestre de 2015 ao primeiro semestre de 2017), 32 pertencentes ao grupo controle
e 32 pertencentes ao grupo positivo. A Figura 4 ilustra o processo de coleta da amostra

de suor.

Figura 4 - Etapas da coleta de amostra de suor. (A) Adesivo PharmChek®
embalado; (B) Limpeza do local (lombar) com isopropanol; (C), (D) e (E) Fixacdo do
adesivo; (F) Retirada do adesivo; (G) Armazenamento do patch diretamente em

frasco para Headspace.

Considerou-se a possibilidade de se coletar amostras de urina concomitantemente
com as de suor, para que pudessem ser analisadas através da mesma metodologia
com o objetivo de se verificar também a presenca de perfis diferenciados de volateis
em outro tipo de matriz obtida por coleta ndo-invasiva, o0 que corroboraria para
hipétese apresentada por este projeto, além de fornecer dados comparativos que
pudessem auxiliar no entendimento da distribuicdo e origem dos compostos de
interesse. Assim sendo, os individuos que se encontravam nos critérios de inclusao

estabelecidos eram convidados na mesma abordagem a doar, além da amostra de
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suor, a amostra de urina; Ou entdo, caso ndo fosse possivel deixar o adesivo afixado
pelo periodo estabelecido, ou se o0 voluntario ndo desejasse participar do fornecimento
da amostra de suor, caso quisesse, poderia doar somente a amostra de urina.

Para coleta de urina foi utilizado recipiente plastico estéril, comum para obtencao
da amostra de urina de rotina. Para doagédo das amostras de urina nao foi requerido
ao individuo a realizacao de praticas de coleta como solicitadas em alguns exames
clinicos, como urina | e urocultura, portanto ndo houve a necessidade de ser a primeira
urina do dia, jejum, qualquer assepsia, descarte do primeiro jato de urina ou exigéncia
de um volume minimo de amostra. As amostras coletadas foram identificadas e
mantidas sob refrigeracdo, a - 20° C, até o momento dos experimentos. Foram
coletadas (no periodo do segundo semestre de 2016 ao primeiro semestre de 2017)
e analisadas, no total, 51 amostras, 28 pertencentes ao grupo positivo e 23 ao grupo

controle.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE METODO
PARA AVALIACAO COMPREENSIVA DE VOCs
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1. INTRODUCAO

A cromatografia gasosa (GC) é a técnica extensivamente utilizada para andlise
de volateis, isso porque estes compostos satisfazem adequadamente os requisitos da
técnica. Para uma substancia qualquer poder ser carreada pelo fluxo de um gés esta
deve se dissolver - pelo menos parcialmente - nesse gas, desta forma a analise é
restrita a substancias que possam se converter na forma gasosa dentro dos
parametros empregados e que sejam termicamente estaveis. Uma vez que a amostra
(seja gasosa ou liquida) é introduzida no injetor, esta amostra devera se vaporizar no
interior do liner- um espaco inerte, e entdo conduzida para a coluna capilar para que
se inicie a separacao. Ao cromatégrafo podem estar acoplados diferentes detectores,
como detector por ionizacdo de chama (flame ionization detector, FID), termiénico
sensivel (thermionic specific detector, TSD), além de, principalmente, o acoplamento
a espectrometria de massas (MS) em que os tipos de analisadores podem variar.

Por se tratarem de compostos volateis, os VOCs sdo amplamente analisados,
com maior facilidade e eficiéncia através das técnicas de Headspace estatico (HS),
Headspace dinamico, como Purge & Trap (técnica de extracdo continua da fracéao
gasosa para material sorvente, pela purga da amostra), Dessorcédo Térmica (thermal
desorption, TD, técnica de simples dessorcdo térmica de compostos previamente
sorvidos em cartucho) e, principalmente, Headspace-Microextracdo em Fase Sélida
(solid phase microextraction, HS-SPME, extracdo em microescala baseada em
particdo da fracao volatil para fibra com recobrimento de polimero adsorvente).

A técnica de Headspace consiste em uma andlise da fase gasosa, a qual
permanece no equilibrio dindmico com a amostra analisada, para isso, um amostrador
apropriado pode ser empregado. A amostra pode ser diretamente colocada num
recipiente hermético e termostatizado, aonde permanece o tempo suficiente (etapa de
incubacdo da amostra) para se estabelecer um equilibrio entre as fases envolvidas.
Em seguida, um volume adequado de fase gasosa é removido e injetado no
cromatografo. A andlise por Headspace € consideravelmente rapida e de baixo custo,

permite o isolamento dos analitos a partir da matriz de maneira simplificada, sendo,
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de fato, mais indicada para a analise de substéncias com pontos de ebulicdo mais
baixos (BORUSIEWICZ, 2002).

A relacdo da concentracdo do analito na fase condensada (CL) pela sua
concentragéo na fase gasosa (Cg) pode ser expressa pelo coeficiente de particao (K)
(Equacéo 1):

K= g—(’; (Equacao 1)

O valor desta variavel fica, portanto, associada a tendéncia de um dado composto
ser levado a fase gasosa: quanto menor o valor de K, maior sera a concentracdo desta
substancia no Headspace. O valor K pode ser modificado por alteragdo na
temperatura (que, se aumentada, teoricamente tornara mais favoravel o processo de
passagem para fase de vapor) e por meio de alteracdo na composi¢cao da matriz a ser
analisada (sendo que diminuir a afinidade de um composto pela matriz proporciona a
facilitacdo da formacao da fase gasosa) (BERNAL, 2012; BULLOCK, 2009).

Outra relacéo determinante em termos da técnica Headspace € o valor 3, chamado
de “taxa de fase”, que exprime a taxa de volume de amostra presente no Headspace
(Vg) pelo volume da amostra original condensada (V) (Equagéo 2). De modo geral, o
aumento do tamanho da amostra original torna maior a concentracdo do analito na
fase vapor, um menor Headspace favorece a amostragem de um volume mais

concentrado, teoricamente gerando melhor resposta analitica.
Ve .
p =—  (Equagdo 2)
149

K e B sao baseados nos principios da técnica e, de forma resumida, trazem os
principais conceitos para sua otimizacdo: influéncia da temperatura, influéncia do
volume da amostra e solubilidade dos compostos-alvo na matriz, o que pode ser
sumarizado a Equacéo 3:

Co
C. =
7 K+B)

(Equacao 3)

Sendo Cg a concentracdo do composto na fase gasosa e Cp sua concentracao
original na amostra (BERNAL, 2012; BULLOCK, 2009).
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Em um dado sistema, K e  sao constantes, implicando em:

C; = constante C, (Equagéao 4)

Pelo principio da cromatografia:
A = constante C; = constante C, (Equacéo 5)

Em que A é a area do analito e tal relagdo demonstra que esta é proporcional a
concentracdo analisada, da fase gasosa injetada, que, por sua vez é proporcional a
concentragao original, da amostra condensada, logo, temos que a concentracao do
analito no Headspace € simplesmente proporcional a original na amostra. A Tabela 1
seguinte traz a comparacao em alguns aspectos das principais técnicas de isolamento

de volateis.

Tabela 1 - Comparacao entre as técnicas de extracao de VOCs

Intervalo de aplicagdo Tempo de
Técnica Tamanho de Sensibilidade destinado - Custo Automatizacdo execucao
amostra (g) . . semi- minimo
gas volatil L .
volatil (minutos)
Headspace . )
estatico 0,1-10 ppm baixo sim 5+
Purge and Trap 5-1000 ppb alto sim 10+
Dessorgéo )
térmica 5-1000 ppb alto sim 10+
HS- SPME 0,1-1 ppt alto sim 15+
0 100 200 300
temperatura de ebuligdo
2. OBJETIVOS

Desenvolver e otimizar um método GC-MS, empregando a técnica de extracao
de Headspace estatico, para a analise compreensiva de compostos organicos volateis

em amostras de suor e de urina.
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3. METODO

3.1. Materiais e reagentes

Dispositivos coletores de suor PharmChek® foram adquiridos da
PharmChem (EUA). Coletores universais estéreis de 80 mL destinados a
armazenamento das amostras de urina foram adquiridos da J.ProLab (Brasil).

Cloreto de sbédio >99% foi obtido da Synth (Brasil), hexano (99% n-hexano) 99,5%,
obtido da JT Baker (EUA). Papel filtro de 80 gr. foi adquirido da J.ProLab (Brasil).
Frascos de Headspace de 20 mL foram obtidos da Sun Sri (Espanha), tampas
magnéticas com septo de PTFE foram obtidos da Sun Sri (Italia), seringa gas-tight de
1,0 mL adquirida da SGE (Australia). Foi utilizada balanca analitica Sartorius BP211D
(Alemanha).

Para otimizac&do da metodologia, padrdo analitico de mistura de n-alcanos C7-C10
(heptano, octano, nonano e decano), de 500 mg, com pureza = 98%, da Sigma-Aldrich
(EUA) e padrbes de undecano, dodecano, tridecano, tetradecano e pentadecano
pureza = 98% (2 mL cada) da Sigma-Aldrich, foram empregados. Ureia 299,5% e
cloreto de aménio 299,5% foram também adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA), acido
acético glacial e acido lactico 98% foram obtidos da JT Baker e hidroxido de sodio
99,0%, também obtido da JT Barker (México).

Para tratamento das amostras de urina, B-glucuronidase de Escherichia coli, tipo
IX-A (500 KU), sob a forma de p0 liofilizado (0,5 g), foi obtida da Sigma-Aldrich (EUA).
Di-hidrogeno fostato de sédio (NaH2PO4-H20) 99,0% foi obtido da Merck (Alemanha)
e monohidrogeno fostato de sodio (Na2HPO4) 99,0% obtido da Synth (Brasil).
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3.2. Metodologia experimental

3.2.1. Preparo das solu¢cdes empregadas nas analises

A) Preparo do suor artificial

A quantidade adequada de agua deionizada foram adicionados: 8,75 g de
NH4CI, 1,0 g de NaCl, 2,50 g de ureia, 6,18 mL de acido lactico e 1,20 mL de &cido
acético glacial.

A solucéao principal foi levada para leitura no pHmetro. Para ajustar o pH final
de 4,7 foi empregada uma solucdo de NaOH 2 mol L, obtida da diluicédo de 8,0 g de
pastilhas para um volume final de 100,00 mL.

O suor artificial foi por fim vertido em baldo volumétrico e teve o volume final

ajustado com agua deionizada para 500,00 mL.

B) Solucdes C7-C15 empregadas na etapa de otimizacédo de método

Considerando as propriedades dos compostos, as solucdes-padrao foram
preparadas em hexano. Foram pesados em balanca analitica 0,0100 g (ou 10,00 mg)
de cada um dos padrdes originais em balBes volumétricos de 10,00 mL. Cada balédo
volumétrico contendo 10 mg de padréao foi prontamente completado com hexano, com
posterior homogeneizag¢do da solucdo por agitacdo manual e vortex, sendo depois
transferidos para tubos de ensaio, originando solucfes padrao de mistura C7-C10,
undecano, dodecano, tridecano, tetradecano e pentadecano 1 mg mL. Destas
Gltimas solucdes foi preparada solugdo de mistura (mix) a 10 pg mL: recolheu-se 400
UL da solucédo C7-C10 1 mg mL* e 100 pL das demais solucdes padréo, transferindo-
se estes volumes para baldo volumétrico de 10,00 mL. O volume foi completado com
hexano e a solucdo final, de concentracdo de 10 pug de cada alcano/mL foi

homogeneizada e transferida para um tubo. Os tubos contendo as solucfes foram
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vedados com ParaFilm (filme plastico de parafina), cobertos com papel aluminio e
mantidos a - 20°C.

Como se sabe, o hexano grau HPLC €& uma mistura de isémeros CeHia,
contendo majoritariamente o n-hexano. Esta caracteristica faz com que o solvente se
apresente como mais de um pico no cromatograma. Apesar deste inconveniente
optou-se por utilizar os padrées em hexano por possuirem solubilidade adequada
neste e praticamente ndo possuirem solubilidade em agua, que seria o solvente de

caracteristicas desejaveis para a analise, dada a composicao da matriz estudada.

C) Solucéo de cloreto de s6dio 300g L*

Pesou-se a massa de 15 g de NaCl em balanca semi-analitica, que foi diluida para
volume final de 50,00 mL utilizando-se baldo volumétrico. A solugéo foi armazenada
em frasco plastico estéril, mantendo-se ao abrigo da luz e a temperatura ambiente

para evitar saturacao.

D) Tampéo fosfato (PBS) pH 6,8 a0,1 mol L*

Primeiramente foram preparadas solucdes 1 mol L' de Na:HPO. e
NaH2PO4.H-20, através da diluicdo, respectivamente, de 71,0 g e 69,0 g para 500,00
mL com agua deionizada. 1,475 mL de NazHPO4 1 mol L't e 1,0 mL de NaH2PO, 1
mol L foram misturados em uma quantidade aproximada de 20 mL de dgua em um
béquer.

A leitura no pHmetro forneceu o valor de pH igual a 6,8 para uma amostra dessas
solucdes. Em bal&do volumétrico de 25,00 mL ocorreu ajuste do volume final com agua
deionizada. Outras propor¢cdes de concentracdo de acido e base foram testadas,
partindo-se dos valores tedricos calculados, mas a descrita acima
([base]+[acido]=1,46 [acido] +1 [acido]=0,1 mol) foi a que proporcionou valor mais

aproximado do pH desejado.
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E) Solugées de B-glucuronidase 1000 U mL* e 20000 U mL*

Como a enzima liofilizada apresentava 500 KU por 0,5 g, para preparo da solugéo
de 1000 U mL* (ou 1 KU mL1), 10 mg de po liofilizado foram pesados, diluidos em
tampdao fosfato pH 6,8 a 0,1 mol L! e transferidos para baldo volumétrico de 10,00
mL, tendo-se o volume final completado com o mesmo solvente. Para preparo da
solugdo a 20000 U mL* (ou 20 KU mLt) procedeu-se de forma similar, com a diluicdo
de 200 mg de enzima liofilizada. Os tubos contendo as solugdes foram vedados com

ParaFilm, cobertos com papel aluminio e mantidos em geladeira.

3.2.2. Desenvolvimento e otimizacdo das condi¢cdes de analise- Suor

Tendo em vista a possivelmente baixa concentracdo dos compostos de interesse
presentes no suor e a falta de relatos na literatura para este tipo de andlise,
considerou-se uma etapa importante a averiguacdo dos parametros analiticos
buscando otimiza-la.

Considerando os resultados de biomarcadores selecionados por estudos em
amostras de ar exalado para diferentes tipos de cancer e cultura de células
cancerosas observou-se que, em geral, as substancias elencadas tratam-se de
cetonas, aldeidos, alcoois e especialmente alcanos variando de curtas a médias
cadeias carbonicas. Por isso, com o intuito de se otimizar condicGes para separacao
e identificacdo desta classe de compostos, tendo em vista exemplos de marcadores
como mostrados na Tabela 2, optou-se por se utilizar, nesta etapa, padrao analitico
de mistura de n-alcanos C7-C10 (heptano, octano, nonano e decano), e padrdes de
undecano, dodecano, tridecano, tetradecano e pentadecano. Além disso, o0 emprego
de série homdéloga mostra-se util para obtencéo de referéncias de tempo de retencao,
gue serdo empregadas como ferramenta na selecdo das possiveis identidades na

etapa seguinte, de identificacdo de compostos desconhecidos nas amostras.
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Tabela 2 - Alcanos reportados na literatura como biomarcadores

n- Neoplasia Referéncia Isqmeros Neoplasia Referéncia
alcano ramificados
~ PHILLIPS et al., 2003b/POLI et Mama/Cabeca e PENG et al.,2010/HAKIM
Cc7 Pulméo C7
al., 2005 pescogo etal, 2011
PHILLIPS et al., 1999;
cs Pulmao POLIetal, ZOSS{E'L'P'AK etal, c8 Pulmao PHILLPS et al., 2003a;
POLI et al., 2005
PHILLIPS et al.,
Pulmao/Mama/ 1999/PENG et
9 Mama PHILLIPS et al., 2003a o Cabega e pescogo al.,2010/HAKIM et al.,
2011
I PHILLIPS et al., 1999/POLI et Pulméo/Cabeca e PHILLIPS et al.,
C10 | Pumao/Figado al., 2005/QIN et al., 2010 c10 Pescogo 1999/HAKIM et al., 2011
PHILLPS et al.,
Pulmao/Mama/ 1999/BAJTAREVIC et al.,
c11 Cabeca e 2009/PHILLIPS et al., c11 PuImao ';'ﬂtt:sg Z: Z: ;8833’
Pescogo 2010/WANG et al., "
2012/GRUBER et al., 2014
Pulmao/Mama/ ~ PHILLIPS et al,
c12 Cabeca e PHILLIPS z; :: ;g?g/ PHILLIPS c12 Capt‘)‘;m:(: M:gi’ . 2003a/PENG et al.,
Pescoco " 8 € PESCOCO  H010/HAKIM et al., 2011
PHILLIPS et al.,
c13 | Mamapuimao  HILLIPS etal, 2010WANG et c13 Mama/Pulmdo  2003a/BAJTAREVIC etal.,
al., 2012
2009
Pulmao/ Cabeca e POLI etal.,
Cl4 Mama PHILLIPS et al., 2010 Cl4 Pescoco ¢ 2005/BAJTAREVIC et al.,
¢ 2009/HAKIM et al., 2011
PHILLIPS et al.,
C15 Mama PHILLIPS et al., 2010 C15 Mama/Figado 2010/PENG et al.,

2010/WANG et al., 2012

No objetivo de verificar os principais fatores relacionados ao desempenho da

técnica, os principais testes foram feitos avaliando: a) Temperatura de incubacao de

amostra; b) Tempo de incubacdo de amostra; ¢) Velocidade de agitacédo do incubador;

d) Efeito salting-out: Influéncia da adicdo de sal na amostra de suor e influéncia da

concentracdo da solucdo salina empregada.

Alterar a temperatura do frasco contendo a amostra € um dos meios de se diminuir

o coeficiente de particdo de um analito. Foi verificado o desempenho da analise sob

diferentes temperaturas de incubacao, 70, 80 e 90 °C.

Ja o tempo de incubacdo da amostra refere-se ao tempo necessario para que

ocorra o equilibrio entre fases gasosa e condensada. Via de regra, uma vez alcancado

0 tempo 6timo necessario para o equilibrio, incrementos neste periodo ndo trarédo
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respostas analiticas superiores. Foram avaliados trés tempos de incubacéo: 5, 10 e
20 minutos.

Geralmente a variavel da temperatura € analisada sob determinado tempo de
incubacéo fixo, mas néo se pode descartar a possibilidade de que um fator influencie
o outro no momento do alcance do equilibrio, sendo assim, os diferentes tempos de
incubacgé&o foram avaliados para cada uma das temperaturas. Ressalta-se que mesmo
gue o volume de matriz seja muito pequeno, tal amostra possui contelldo aquoso
predominante, além de que se planeja submeter a andlise a influéncia da presenca de
solucdo salina, desta forma, considerou-se 0 aguecimento a temperaturas maiores de
90 °C nédo recomendado, para evitar danos a coluna e ao espectrémetro de massas,
gue precisa operar a baixissimos niveis de ar e umidade.

Foram também verificadas condigbes favorecedoras do equilibrio como a
velocidade de agitacdo do incubador de amostras durante o periodo de incubacao
para 250, 500 e 650 RPM e a constatacdo do efeito salting out, para diferentes
concentracdes de solucdo salina, 50, 100 e 300 g L de cloreto de sédio.

Para realizacao destes experimentos foi empregado papel filtro de 80 de gramatura
como suporte simulador do tecido de celulose, nas dimensdes de 4,8 cm x 3,0 cm,
idem as do dispositivo adesivo PharmChek® empregado na coleta de amostras. Como
meio substituinte ao suor foi empregada uma solucdo mimetizando a composicao
desta matriz, o suor artificial desenvolvido por DE MARTINIS et al. (2007), o qual trata-
se de uma solugdo contendo 327 mmol L* de cloreto de aménio, 166 mmol L* de
acido lactico, 83 mmol L de ureia, 42 mmol L* de &cido acético, 34 mmol L de
cloreto de sbdio, em agua deionizada, com pH ajustado para 4,7 com hidréxido de
sodio 2,0 mol L (DE MARTINIS et al, 2007). A cada recorte de papel filtro (depositado
sobre filme plastico para ndo haver influéncia por seu contato com a bancada) eram
adicionados 200 pL de suor artificial e 10 pL de solucdo-padrdo do mix de alcanos de
heptano a pentadecano na concentracéo de 10 pg mL1, sendo portanto a quantidade
adicionada equivalente a 100 ng de analitos/adesivo. Com auxilio de pin¢as o papel
filtro adicionado do suor artificial e fortificado era enrolado e inserido no interior de
frasco de vidro de 20 mL, este era fechado com tampa magnética inox com septo,

revestida com filme interior de teflon para evitar particdo de plastico do septo para a
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amostra vapor. Os frascos contendo as amostras preparadas progressivamente eram
colocados em rack para injecdo no GC-MS, com intercalagdo dos métodos a serem
testados, para evitar a possivel influéncia da instabilidade na permanéncia do frasco
na rack até o momento da respectiva analise. Todos os experimentos citados foram
realizados em triplicata.

Ao término da selecdo das condicdes de andlise mais favoraveis, uma
verificacdo dos possiveis interferentes para metodologia de identificacdo de
compostos desconhecidos provenientes das amostras reais foi realizada.

3.2.3. Verificacdo de interferentes da analise- Suor

Uma vez estabelecido o método final de preparo de amostra e analise
cromatografica, conferir os cromatogramas obtidos para inje¢cbes de amostras nas
seguintes situacbes é um experimento essencial para descartar a contribuicdo de
interferéncias nas analises a serem feitas:

- frasco vazio — esta andlise permite identificar picos provenientes da propria
injecdo Headspace e do ar preenchendo o frasco;

- papel filtro contendo suor artificial e solucdo salina e PharmChek® contendo
solucéo salina - a comparacao dos dois cromatogramas justifica o uso do papel filtro
para a fase de testes caso ndo existam diferencas consideraveis entre as amostras (0
gue é esperado ja que ambos possuem composicdo de celulose) e, no caso do
PharmChek® permite averiguar se este material potencialmente afeta a analise das
amostras reais.

Cada situacao citada acima foi avaliada em quadruplicata (4 reproducdes por
ensaio). Os papéis filtros e PharmChek® foram selecionados de diferentes

embalagens/lotes para estes testes.

3.2.4. Desenvolvimento e otimizacao das condi¢cdes de analise- Urina

Foram também otimizadas algumas condi¢des para as amostras de urina, dada
a composicao diferenciada desta matriz. Os principais parametros avaliados foram: a)

Temperatura de incubagéo; b) Tempo de incubacgéo; c) Volume de amostra; d) Efeito
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salting-out; e) Tratamento com enzima B-glucuronidase, para verificagao da presenca
de compostos originalmente volateis que estariam conjugados por decorréncia do
processo de modificacdo de metabdlitos para promover sua eliminacao.

Os testes foram baseados pela analise das préprias amostras, duas pertencentes
ao grupo controle (C1 e C2) e duas positivas (P1 e P2), selecionadas tdo somente por
possuirem maior quantidade de amostra disponivel, que tiveram parte de seu volume
reservado em um primeiro momento para estes testes e dai aliquotadas a cada ensaio
que compreendeu esta etapa.

Em semelhanca ao processo de otimizagdo para a amostra de suor, para urina
foram avaliadas as temperaturas de incubacédo 70, 80 e 90°C e os tempos de
incubacéo 5, 10 e 20 minutos, de forma combinada e para o valor fixo de 1 mL de
amostra. A velocidade de agitacdo do incubador na etapa de Headspace foi mantida
fixa, em 500 RPM. Com as condi¢des de incubacao definidas pela etapa anterior, 0s
volumes de amostra em seguida testados foram de 100 pL, 500 pL e 1 mL. Apds, 0
efeito salting-out foi examinado para 0,1; 0,5; 0,7 e 1 g de cloreto de sdédio.

Estuda-se que compostos originalmente volateis podem se apresentar, em
maior proporcéo, como conjugados na urina (WAGENSTALLER; BUETTNER, 2013).
Monteiro et al. (2014) constatou que a adicdo de acido a urina implicava em um
namero maior de compostos detectados para a mesma amostra, possivelmente
devido ao efeito da conversédo dos compostos na forma conjugada em sua forma néo-
conjugada. A adicdo de acido as amostras parece um parametro importante a ser
estudado, no entanto, também realizar as analises da mesma forma com que sao
conduzidas em concentracfes altas de acido poderia decorrer na volatilizacdo do
excesso de acido e deterioracao da coluna. Além disso, o surgimento de compostos
diferenciados em meio acido pode também nao sé ser devido a promocéao da hidrélise
de conjugados, mas também ao ataque a demais moléculas, jA que € uma reacao de
processo nao seletivo. Com isso, optou-se por verificar a presenca de conjugados por
meio de tratamento das amostras com a enzima B-glucuronidase, responsavel por
promover a hidrélise em compostos associados ao acido glicurénico.

Foram preparadas solucdes de 1 KU mL* e 20 KU mL-* em tampéo fosfato 0,1

mol L de pH=6,8. A enzima acompanha especificacdes tal como a necessidade de
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ser preparada em faixa de pH adequada para aplicacdo, além disso, diretrizes quanto
aos parametros do ensaio, para quais recomenda-se o periodo overnight (cerca de 16
h) de incubagdo a 37°C, ou entdo, 90 minutos a 50°C. No entanto, para cada tipo de
substancia conjugada os critérios para atuacdo satisfatéria da enzima podem ser
diferentes. No presente caso, a intencao € de que o método nao fosse excessivamente
demorado, e que permitisse controle do tempo de reacdo de forma habil para que o
protocolo ndo seja restrito e, portanto, possa ser igualmente aplicado a todas
amostras, controles e positivas, ainda mais considerando-se a disponibilidade para
apenas seis frascos no incubador. Por isso estabeleceu-se o tempo de reagédo de 90
minutos, aplicando-se as temperaturas de 37°C e 50°C. A quantidade de unidades de
enzima pode variar de 1000 até 10000 por mL de urina, em situacdes de hidrdlise de
xenobidticos. As quantidades de enzima avaliadas foram de apenas 100, 500, 1000 e
2000 U por volume final estabelecido de amostra. Os experimentos de otimizacéo para
amostra de urina foram todos realizados em duplicata.

De forma semelhante a secéo anterior, ao término da selecdo das condicdes
de analise mais favoraveis, uma verificacio dos possiveis interferentes para
metodologia de identificacdo de compostos desconhecidos provenientes das

amostras reais foi realizada.

3.2.5. Verificacédo de interferentes da analise- Urina

Para se estabelecer os potenciais interferentes para as analises das amostras
reais, foram examinados os cromatogramas e espectros obtidos para os seguintes
testes (repetidos quatro vezes para cada situacao):

- frasco vazio, como avaliado na sec¢éo anterior;

- injecdo de volume, igual aquele a ser empregado para as amostras, de agua
deionizada, armazenada em freezer, nos mesmo frascos, pelo mesmo periodo
aproximado de tempo e de mesma forma que as amostras reais de urina,
mimetizando os procedimentos a serem utilizados nas amostras, o que inclui a
analise apenas com a adicdo de sal e a idéntica incubacdo com enzima, seguida

da adicéo de sal.
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3.2.6. Método GC-MS

Embora inicialmente métodos de cromatografia em fase gasosa empregados
em trabalhos da literatura em investigacdes com objetivos similares tenham sido
testados, a reproducdo satisfatoria destes ndo pdde ser constatada. Considerando a
limitacdo da técnica de extracdo e introducao de amostra utilizadas, a metodologia foi
delineada a fim de se minimizar os limites de detecc¢éo, conferir boa resolucdo dos
compostos mais volateis, obtencdo de separacdo eficiente dos picos, producéo de
ordem de eluicdo logica dos compostos para posteriormente auxiliar no processo de
identificacdo por atribuicdo de tempos de retencdo mais provaveis e deteccdo de
compostos de diferentes caracteristicas fisico-quimicas (tanto mais polares como
totalmente apolares, de baixo ou maior peso molecular etc). Considerando essas
caracteristicas desejaveis para o metodo de analise optou pela escolha de uma coluna
com fase de baixa a média polaridade, de maior espessura de filme e maior
comprimento, além da aplicacdo de uma isoterma na maior parte da corrida e tempo
de analise extenso. Sobretudo, as observacdes empiricas foram determinantes para
selecdo da metodologia.

As analises foram realizadas em cromatografo em fase gasosa CP 3800, da
Varian, acoplado a espectrometro de massas Saturn 2000 com analisador do tipo ion
trap, da Varian. Foi empregada coluna SPB-624 (Sigma-Aldrich), 60 metros de
comprimento x 0,32 mm de diametro interno x 1,8 um de espessura do filme.

A temperatura do injetor foi mantida a 240°C, e o programa de temperatura da
coluna demonstrado na Tabela 3 foi aplicado, gerando um tempo total de corrida de
37,40 minutos. O fluxo de gas de arraste (hélio 5.0 analitico) manteve-se a 1,3 mL/
minuto. As temperaturas da transferline, trap e manifold, foram mantidas a 240°C,
220°C e 40°C, respectivamente. O analisador de massas foi configurado para detectar
m/z de 20 m/z a 650 m/z, o detector foi ligado no tempo de 0,1 minuto de corrida e

desligado aos 37,40 minutos.
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Tabela 3 - Programa de temperatura do forno

Temperatura Taxa de aquecimento Tempo de permanéncia
(°C) (°C/minuto) (minutos)
70 - 5,00
200 25,00 25,00
230 20,00 1,00

As amostras foram injetadas utilizando-se o amostrador automatico CombiPal da
CTC Analytics. A limpeza prévia, e entre injecdes, da seringa gas-tight de 1,0 mL foi
realizada com a passagem de um fluxo de gas nitrogénio 4.5 pelo periodo de 30
segundos (para o qual ndo foi observado efeito carry over). A velocidade de aspiragéo
de amostra empregada foi de 500 pL/s e o mesmo valor foi ajustado para velocidade
de inje¢do da amostra. O volume de amostra injetada no equipamento foi de 1000 pL
da fase gasosa, com taxa de split de 5. Foi utilizado para a aquisicdo de dados o

software MS Workstation, versao 6.5.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento e otimizacdo das condicdes de analise- Suor

Com o meétodo cromatogréafico citado anteriormente foram identificados os

padrdes, com tempos de retencao e ions de identificacdo conforme segue a Tabela 4:
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Tabela 4 - Tempos de retencao dos padrdes alcanos obtidos para o método

cromatografico empregado

Tempo de retencéo ) fons de referéncia
Analito
(minutos) (m/z)
8,92 Heptano 43,85,41
10,38 Octano 57,41,43
11,65 Nonano 57,71,41
12,87 Decano 57,71,43
14,15 Undecano 57,71,41
15,71 Dodecano 57,71,43
17,71 Tridecano 57,71,41
20,37 Tetradecano 41,43,70
24,22 Pentadecano 41,43,71

Os resultados advindos das etapas de testes podem ser expressos na forma de
tendéncias graficas, com relacdo as areas relativas médias ou a area total media
obtidas para os cromatogramas em cada condicdo de analise. Neste caso as areas
relativas foram calculadas com base na area do analitos com maior area em todas
analises, o decano. Observar 0 comportamento dessas areas relativas para cada
condicao de analise teve como intencéo corrigir os erros advindos da injecao e avaliar
individualmente o comportamento de resposta de cada analito para os métodos
descritos.

A limitacdo desta abordagem de expressdo em termos de area relativa € que esta
assume que os analitos se apresentam com respostas sempre proporcionais, nao
importando o conjunto de parametros empregado. Nisso, outra abordagem para
avaliar o desempenho dos métodos foi considerada: a expressao em termos de area
total dos analitos, em que as areas de todos os picos dos analitos foram somadas
para cada replicata, produzindo-se uma area total média para cada condi¢ao.

As Figuras 5, 6 e 7 mostram o comportamento para cada analito para extracao
com temperatura de 70°C, 80°C e 90°C, respectivamente, para diferentes tempos de
incubacédo. As barras de erros representam o desvio padréo calculado para os dados

das trés replicatas.
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Area relativa vs tempo de incubacao (minutos), para a temperatura de incubagao de 70°C
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Figura 5 - Gréfico de area relativa (area do analito/area obtida para o decano) para

tempos de incubacao de 5, 10 e 20 minutos, a temperatura de incubacéo de 70°C.

Area relativa vs tempo de incubag&o (minutos), para a temperatura de incubagéo de 80°C

Area relativa

1.0 q
0,94
0,8 —
| L S a = Heptano
0.7 H =) - m —e— Octano
1 A T A Nonano
0,6 - . B ¥ Undecano
1 S < Dodecano
0,5 ° p Tridecano
) < T # - - ! & Tetradecano
0,4 £ T ps @ Pentadecano
i gi - e ] B 2 !
0,3 ) — =
0.2 P -
0,1
T T T T
5 10 15 20

Tempo de incubacéo (minutos)

Figura 6 - Gréfico de area relativa (area do analito/area obtida para o decano) para

tempos de incubacao de 5, 10 e 20 minutos, a temperatura de incubacéo de 80°C.
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Area relativa vs tempo de incubacgao (minutos), para a temperatura de incubagao de 90°C
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Figura 7 - Gréfico de area relativa (area do analito/area obtida para o decano) para
tempos de incubacao de 5, 10 e 20 minutos, a temperatura de incubacéo de 90°C.

O alcano decano (cuja area foi utilizada como referéncia para os valores mostrados
nos graficos anteriores) possui um menor coeficiente de particdo, sendo seguido por
nonano, heptano e octano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano e
pentadecano. Curvas localizadas em regides mais baixas do grafico (situadas em
menores areas relativas) referem-se a extragcdes menos eficientes dos analitos. Em
adicdo, quanto mais distanciadas as curvas construidas para cada analito, maior a
discrepancia existente entre a eficiéncia de suas extracGes para fase amostrada,
demonstrando como indicio que diferentes temperaturas de incubacéo implicam no
estabelecimento de diferentes equilibrios em fase gasosa podendo favorecer a
particdo de determinados compostos ao mesmo tempo em contrapartida com a
diminuicdo da particdo de outros, ou seja, a temperaturas menores ha prevaléncia
muito maior dos compostos com menor coeficiente de particdo, que devem ocupar o
Headspace de tal forma que causam maior deslocamento dos compostos de K
maiores da fase a ser amostrada.

A 90 °C a tendéncia obviamente ndo é modificada, mas a discrepancia é menor,

disso pode-se assumir o limite de detec¢cdo de compostos similares aos de maior K
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podera ser menor do que a 70 e 80°C. Ainda, a 70 e 90 °C o tempo de incubac¢ao mais
adequada parece ser de 10 minutos enquanto que a 80°C, o tempo de 20 minutos o
parece ser. Para inferir a informacgéo correta deste comportamento deve-se observar
também os dados obtidos quanto a &rea total (Figura 8).

Area total dos analitos vs temperatura, para cada tempo de incubagao

Tempo de incubagdo= 5 minutos
Il Tempo de incubagdo= 10 minutos
Ml Tempo de incubagdo= 20 minutos
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Figura 8 - Area total dos analitos vs temperaturas de incubacio empregadas, para

diferentes tempos de incubacéo.

De modo geral, ndo ha grandes diferencas entre as areas totais obtidas para cada
condicdo de temperatura, ainda mais considerando o desvio padrdo observado,
representado pelas barras de erro no gréafico, sendo importante lembrar que para essa
representacao os erros atribuidos a injecdo da amostra sdo desconsiderados.

Como observado anteriormente a incubacédo a 80°C, por 20 minutos, na realidade
provoca queda na concentracdo de decano no Headspace, pois a area média total
para o tempo de 10 minutos é superior também nesta temperatura.

Basicamente, os gréaficos das Figuras 5, 6 e 7 representariam as diferencas nas
extracdes dos diferentes compostos testados e a Figura 8 permitiria uma avaliacédo
estimada da eficiéncia total da extracdo. Sendo assim, 0 método de extracdo com
incubacdo a 90°C pelo tempo de 10 minutos foi escolhido por demonstrar ser mais

eficiente, conforme os dados.
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Quando avaliada a adicdo de 200 pL (volume minimo observado como sendo

suficiente para cobrir todo o patch) de solucéo de cloreto de sodio 300 g/L, pelos

cromatogramas, a exemplo dos presentes nas Figuras 9 e 10, verificou-se que a

adicao da solucdo salina pareceu reduzir o ruido da linha de base e propiciou areas

ligeiramente maiores para os picos, considerando-se Util, portanto, incluir esta etapa

no preparo da amostra de suor.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos para analise de 100 ng de alcanos heptano a

pentadecano para papel sem adicdo de solucdo salina 300 g/L de cloreto de sédio

(em vermelho) e com a adi¢ao de solugao salina (em verde).
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos para analise de 100 ng de alcanos heptano a

pentadecano para papel sem adicdo de solucdo salina 300 g/L de cloreto de sédio

(em vermelho) e com a adi¢do de solucao salina (em verde).
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J4 a Figura 11 traz exemplos de cromatogramas obtidos para diferentes
concentragbes de sal, demonstrando que concentragcbes maiores provém maiores

areas de picos.

3 o o - P, 5
kCounts] o o o @ @ 2 9 = 90,10 50 . SMS [0
e e & o Z 3 @ 2 e o :
. 4 . o Z
5 . i 2 5 5 -=~
4H I o W =] b= =
1 @ @ g w = frag=s oS
1o ™ o o o ®mo oo oo &
M w5 - @o wg e2 IE =5 22 ma -
R - § 88 8 M g pit- -
E @ a8 e i © F
 sh 5 Be ca wd 58 g 5o o :
3 a8 o0 <0 pig=] telfa] 5= bt} (=51}
14 |52 so (= = L0 e g fa
4= <O Ce=] =
S L e | . A — e — — - :
DT -
[T - - 2
kCounts| o =~ 2 ® o - 90,10 s5gd100.5ms
Cou?tof 2 @ 2 & o £ 2 3 % | j_ﬁ
; (5]
z z : o
4 B
BH & = = & z £ £ = £ -
5 o n o @ 2 ] 0, Go _
-~ c
[t 0 o e} - fe] ) ot <5
10 85 @ B, 8o 8o de 32 88 28 -
w NF oo §E of &8 M pid o °%8 -
w ] o = G0 WD oo ]
37 B8 L5 4 g 83 pije £ i -
b 25 <z L0 oZ et £ (=% L0
1H <= <0 %5 €0 (= <o -
E VS I S— Y, AN — \
s -
KCounts o 2 90,10 s3a1300.5ms
1503 I a 5 o g 2 g 2 g :
El © ” ° & ~ © 0 2
R ’ 5 5 ‘ = o . o E
el g 5 & g g g £ g :
1004 w o o 0] By Gig 2
El] @ o b ® - - c oE
E 759 8, =] g g Po =2 oo 28 as :
E o =] b g=] me @ -k o8 @ 0
e ‘D% wg c = oo s E @ 0l ng
1 =g @ apg o8 oo o =D o ] E
p= b io 22 28 i 28 22 23 25 :
3 FI 6 = <5 |28 < < @
| ! ! I 1 | =
R I P ey : | I N T T I
100 125 15.0 175 200 25

20
minutes

Figura 11 - Cromatogramas obtidos para analise de 100 ng de alcanos heptano a
pentadecano para papel com adi¢cdo de solucéo salina a 50,100 e 300 g/L de cloreto

de sodio (em vermelho, verde e preto, respectivamente).

Foram testadas analises nas condi¢cdes ja determinadas anteriormente, mas
com emprego de diferentes velocidades de agitacdo do incubador de amostras. A
Figura 12 traz o exemplo de cromatogramas obtidos para agitacdo a 250, 500 e 650
RPM, sendo que todos experimentos até aqui foram executados com a velocidade de
agitacdo de 500 RPM. Constata-se que esta velocidade parece ser mais adequada,
favorecedora do maximo de particdo dos analitos para fase gasosa, no tempo e

temperatura empregados.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos para analise de 100 ng de alcanos heptano a
pentadecano para velocidades de agitacdo durante a incubacéo equivalentes a 250,

500 e 650 RPM (em azul, verde e vermelho, respectivamente).

O gréfico a seguir (Figura 13) pode sumarizar os efeitos observados para o0s

parametros de adicdo de sal e velocidade de agitacdo durante a incubacao.
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Figura 13 - Area total obtida vs concentracéo da soluco salina e velocidade de

agitacéo do incubador.
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4.2. Verificagdo de interferentes da analise- Suor

Como observa-se na Figura 14, os primeiros picos do cromatograma s&o
atribuidos a injecao, o pico em aproximadamente 4,0 minutos tem espectro com ion
43 m/z majoritario, o que é compativel com o espectro de difluoretileno, monémero do
teflon, o material que reveste internamente as tampas dos frascos de amostra.

N&o ha praticamente diferenca entre os cromatogramas de papel filtro e da
bandagem do PharmChek®, além disso este Ultimo gera uma cromatograma pouco
complexo, que ndo tem potencial de influenciar nas analises de suor, uma vez que 0s
picos presentes deste material serdo descontados das amostras reais e relatados com
relacéo a seus espectros. Descricdo mais detalhada dos picos interferentes (tempos

de retencéo e espectros) encontra-se na se¢ao 4.1 do Capitulo Ill.
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos para analise de frasco vazio (em vermelho),
contendo patch PharmChek® adicionado de solucao salina (em verde) e papel filtro
empregado no desenvolvimento de método, adicionado da mesma solucéo (em

preto).
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4.3. Desenvolvimento de método e otimizagéo- Urina

Para o emprego de diferentes tempos de incubagédo e mesmo tipo de amostra
foram obtidas tendéncias conforme mostradas nos graficos seguintes. Os gréficos
para cadatipo de amostra (amostra controle C1, amostra controle C2, amostra positiva
P1 e amostra positiva P2) foram expressos em valores médio de area total (com barras
de erros representando o desvio padréo das duplicatas) em funcédo das diferentes
temperaturas de incubacao e diferentes tempos de incubacdo empregados (Figura
15). Tal valor de “area total” derivou da soma de areas de todos os picos (corrente
ibnica total, “TIC”) reconhecidos pelo software para um conjunto de parametros de
integracao idéntico em todos os casos, com critério para reconhecimento dos picos a
apresentacao de valor minimo de 100 counts.

Além disso, como também parte do propdsito, ndo s6 a resposta total deve ser
considerada, mas também o numero de picos reconhecidos, que foi mais um fator
avaliado para determinacdo do método mais adequado.

Como é possivel observar, novamente as condi¢cdes de 90°C e 10 minutos de
incubacdo parecem ser mais adequadas. Temperaturas e tempos de incubacéo
menores favorecem a deteccdo de compostos mais volateis, no entanto, a detec¢ao
de compostos com maiores tempos de retencdo € prejudicada, o que também torna
razoavel compreender que em um tempo de incubacao insuficiente certos compostos,
mais volateis, ocupardo maior parte do headspace, mas em um tempo ideal, mais
compostos dividirdo a ocupacdo do headspace, o que diminuird a concentracdo dos
primeiros compostos neste, mas proporcionara que um numero maior de compostos

possa ser detectado.
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Figura 15 - Area total dos picos vs temperaturas de incubacdo empregadas, para
diferentes tempos de incubacéo (amostras controles C1 e C2 e positivas P1 e P2).
Os numeros de picos identificados estéo escritos sobre as colunas correspondentes.
Para as condicdes testadas a incubacédo Headspace a 90°C, por 10 minutos
forneceu, na maioria dos casos, maiores valores de Area total, além de que um

maior numero de picos foi reconhecido

Em seguida, uma abordagem similar foi utilizada para determinacéo do volume de
amostra a ser utilizado. Neste caso, quase ndo se observou diferenca entre os valores
obtidos para 500 pL e 1 mL, de forma que a diminuicdo do volume empregado deva
ser priorizada. Constatou-se também que para amostras de urina particularmente, que
sdo mais complexas em termos de composi¢cao que as amostras de suor, quando se
atinge um volume maior do que o ideal de amostra isso acaba por influenciar
negativamente a analise, devido ao aumento da linha de base. Como esperado, 0
aumento do ruido mostrou interferir consideravelmente na obtencao de espectros de
massas claros. Assim, o volume de 500 pL foi o selecionado para as analises

seguintes, as Figuras 16 e 17 ilustram este efeito.
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Figura 16 - Diferentes volumes de amostra vs area total dos picos (condicbes

empregadas: 90°C, 10 minutos).

Com emprego das condi¢gbes determinadas anteriormente, diferentes quantidades
de sal cloreto de sodio adicionadas a amostra foram testadas. Inicialmente avaliou-se
a adicdo da mesma solucéo saturada de sal utilizada nas analises do suor, no entanto,
pouca ou nenhuma diferenca foi observada, além disso, este processo envolveria
incremento indesejado do volume final de amostra a ser analisado, de modo que a
opcao de adicdo de sal solido mostrou-se mais apropriada. Sob o ponto de vista
tedrico, o efeito salting-out se limitard na quantidade necessaria para a saturacao do
meio, 0 que aparenta ser a quantidade de 0,7 g, suficiente para saturar o0 meio e para
a qual incrementos parecem nao favorecer maior resposta analitica. O sal foi pesado
em balanca analitica e adicionado ao interior do frasco que era entdo submetido a
breve agitacdo manual para homogeneizacdo do sal com a amostra. A Figura 18
mostra cromatogramas sobrepostos da mesma amostra, para diferentes quantidades

de sal adicionadas.
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Figura 17 - Comparacao de resposta de ions no espectro de massas, para um
mesmo pico nos cromatogramas obtidos na analise de 500 uL (A e C) e 1 mL de
amostra (B e D). Observa-se que para o volume de 1 mL a abundancia do ion
correspondente € menor (951 vs 677), ainda, ha maior abundéancia de picos
estranhos ao espectro do composto em particular (setas indicando).
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Figura 18 - Cromatogramas sobrepostos para analise de uma amostra (P2) com

diferentes concentra¢g@es de sal sélido: 0,1 g (em vermelho), 0,5 g (em verde), 0,7 g
(em preto), 1 g (em azul), e sem qualquer adi¢cdo de sal (em rosa).



Quanto ao tratamento com a B-glucuronidase, este apresentou-se como essencial
para deteccdo de mais compostos, houve também um razoavel aumento da resposta
dos compostos ja identificados sem o tratamento, sem que fosse verificada a perda
da deteccao de algum composto. Os ensaios iniciais foram realizados com a adicao
de 100 unidades de enzima por amostra (equivalente a adicdo de 100 pL de solucéo
1 KU mL™Y).

Foram realizados testes com a incubacédo a temperatura de 37 e 50°C, porém,
como ilustrado pela Figura 19 seguinte, nenhuma melhora foi evidenciada pelo uso da
temperatura de 50°C, sugerindo que temperaturas superiores podem, na realidade,

prejudicar a analise.

kCounts] drsr & 37 90 p.sms [AF)
#ldrsr & 50,90 p.sms (a0

15,04 -

I A | :
1 | et AL

ol :

=
=

' fr Hlk

75 ia 125 120 175 200 s
minutes

Figura 19 - Amostra P2 tratada com -glucuronidase, ensaio de 90 minutos
com temperaturas de incubacéo 37°C (em vermelho) e 50°C (em verde). Ocorreu
uma melhora na resolucdo de muitos picos, outros, no entanto, deixaram de ser

detectados (setas).

Considerando o aperfeicoamento da analise através da adicdo de sal, apés
terminado o periodo de incubacédo com a enzima, foi misturado a amostra o sal solido,
0 que implicou em grande melhora na analise. A Figura 20 seguinte mostra a
comparacao entre o cromatogramas obtidos para uma mesma amostra positiva

(amostra P2) de urina ndo tratada e tratada com enzima, ambas acrescidas de sal.
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Figura 20 - Amostra P2 sem tratamento com enzima (em vermelho) e com
tratamento da enzima B-glucuronidase (em verde), ensaio de 90 minutos, 37°C,

adicdo de 0,7 g de cloreto de sadio.

Outro fator avaliado neste processo foi a quantidade de unidades de enzima
adicionada as amostras. A Figura 21 compara os cromatogramas obtidos para esta
variacdo. Observa-se a concentracao de 500 U/volume de amostra (obtida pela adicéo
de 25 pL de solugdo de enzima 20 KU mL?) foi a minima que permitiu a deteccdo de
maior numero de picos, além disso, € possivel notar que, aparentemente, para
avaliacdo de conjugados originalmente volateis, o uso de concentracfes altas de
enzima (como aplicadas nos protocolos de andlises toxicologicas) pode ser
desnecessario.

O pH de todas amostras de urina foi lido com fita de papel indicador universal, os
valores variaram de pH 5,0 a 7,0. Como € necessario para a atividade enzimatica ideal
gue o pH 6timo do meio seja mantido, foi necessario adicionar solucédo tampéao as
amostras para que apresentassem este critério. O volume final minimo estabelecido
para alterar o pH das amostras para o adequado foi de 150 pL de tampéao fosfato pH

6,8 a 0,1 mol L1, considerando o volume de amostra igual a 500 pIL.
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concentragdes de (B-glucuronidase: 100 U (em vermelho), 500 U (verde), 1000 U (em

preto) e 2000 U (em vermelho); considerando-se uma mesma amostra (P2).

Além disso, verificou-se que uma vez retirada a incubacao e adicionado o sal, a
atuacdo enzimatica demonstra ndo prosseguir de qualquer forma, para isso
comparou-se amostras injetadas logo apos o tratamento e muitas horas (2, 6 e 15
horas) apés este, sendo que mudancas nos perfis cromatograficos e respostas nao
foram observados. E possivel que a enzima ndo opere sem a temperatura de 37°C, ja
gue a temperatura ambiente é de 23°C no local dos experimentos, ou mesmo que 0
aumento drastico da forca ibnica do meio ocasionada pelo acréscimo de sal seja capaz

de interromper a atividade da B-glucuronidase.

4.4. Verificacdo de interferentes da andlise- Urina

Nota-se que a interferéncia destas amostras “branco” pode ser considerada
minima (Figura 22), porém o0s picos provenientes devem ser identificados e
descartados da lista de compostos detectados nas amostras. Descricdo mais
detalhada dos picos interferentes (tempos de retencéo e espectro) encontra-se na

secao 4.2 do Capitulo IlI.
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Figura 22 - Cromatogramas obtidos para uma analise de 500 pL de agua,
adicionada de sal (A), e do mesmo volume de agua ap0s processo de incubacao

com 500 U de B-glucuronidase, seguida da adicao de sal (B).

5. CONCLUSOES

- Considerando o exposto, as condi¢cdes de analise definidas para as amostras de
suor foram: Adicédo de 200 L de solucéo de cloreto de sédio 300 g L as amostras
antes de serem levadas a analise; Incubacao Headspace a 90°C, por 10 minutos, com
agitacdo a 500 RPM.

- As condicdes de andlise definidas para as amostras de urina foram: Volume de
amostra de 500 pL de urina; Adicdo de 0,7 g de cloreto de sédio sélido a amostra;
Incubacédo Headspace a 90°C, por 10 minutos com agitacdo a 500 RPM.

- Para ensaios com enzima: Volume de amostra de 500 uL; Adicdo de 125 uL de
tampéo pH 6,8 e adicdo de 500 U de enzima (25 pL de solugdo 20 KU mL™1); Incubacéo
para atuacdo da enzima a 37°C, por 90 minutos; Finalizada a incubacéo, adicdo de

0,7g de sal; Incubacédo Headspace a 90°C, por 10 minutos com agitacdo a 500 RPM.
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CAPITULO I11- AQUISICAO DE PERFIS DE VOCs EM AMOSTRAS
REAIS E SELECAO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES
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1. INTRODUCAO

As emanacdes da pele sdo produtos de uma mistura complexa de volateis e ao
gue se indica, os padrbes produzidos sdo os mais variados. Nestas emanacdes
estuda-se ainda o conceito de volateis humanos ativos, os quais desempenhariam
funcdes de sinalizagdo com relagdo ao ambiente e outros animais, como € o caso das
substancias classificadas como feromdnios. Embora mais de mil volateis ja tenham
sido detectados em amostras biolégicas, e que possam ter utilidade no monitoramento
de desordens no organismo humano, apenas poucos possuem via bioquimica
associada completamente conhecida. O rastreio de compostos quanto a condi¢des
metabodlicas cada vez mais especificas e as analises em tempo real para

experimentos in vitro, mostram perspectivas neste sentido (AMMAN et al., 2014).

Com relacéo ao suor, deve ser considerada, além da migracdo dos compostos
liberados na corrente sanguinea, a acdo do microbioma cutadneo. Segundo
demonstrado por algumas pesquisas, compostos apolares, como 0s precursores dos
acidos graxos responsaveis pelo odor caracteristico do suor, do interior das glandulas,
podem ser carreados até a superficie da pele pela secrecdo apdécrina por acao de
ligacdo a enzimas. Quando na superficie da pele, bactérias podem atuar na
degradacéao destes precursores e liberar produtos ativos, de propriedades odorificas.
As enzimas envolvidas caracterizadas até o momento sdo as Apocrine Secretion
Odor-Binding Protein 1 e 2 (ASOB1 e ASOB2), e destaca-se que, como qualquer
enzima, tém expressdo segundo a variabilidade genética, estando assim ligadas a
influéncia étnica do individuo, entre outros fatores (SPIELMAN; ZENG; PRETI, 1995;
PRETI; LEYDEN, 2010), potencialmente influindo de forma consideravel na
diversidade inter-individual dos perfis de emanacdes da pele. Ainda, considerando os
estudos envolvendo este topico, a Tabela 5 resume algumas possiveis origens para
as classes de VOCs encontrados em emanacdes da pele (KUTYSHENKO et al., 2010;
MOCHALSKI et al., 2014).
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A distribuicdo deste volateis vir4 a depender das particbes sangue : ar e gordura
: sangue, que sdo caracteristicas das propriedades fisico-quimicas destes (AMANN et
al., 2014)

Tabela 5 - Origens as quais as classes de VOCs no suor sdo geralmente atribuidas

Classe quimica Origem atribuida

n-Alcanos - . . -
Degradacéo oxidativa de diferentes acidos graxos

Alcenos

n-Aldeidos Degradacao oxidativa de diferentes acidos graxos

L Quebra endbégena de aminoacidos que contém enxofre
Compostos alifaticos de enxofre L . .
Metabolitos bacterianos de aminoécidos

Degradagéo oxidativa do esqualeno

Acetona N .
Descarboxilagdo do acetil-CoA

n-Alcoois Oxidag&o enzimatica de alcanos

N-cetonas Metabolismo de alcoois

Cetonas alifaticas insaturadas

Heterociclos

Degradacgéo do esqualeno
Metabdlitos bacterianos
Componente do cigarro
Dieta (vegetal)

Terpenos Absorcao de cosmeéticos e 6leos essenciais
Metabdlitos bacterianos

Acetonitrila Componente do cigarro

Pentano Produto reconhecido da peroxidagcéo de acidos graxos
Degradacao do esqualeno

Isopreno ;
Sintese do colesterol

Aminoécidos Componentes de fatores de hidratacéo natural da pele

2. OBJETIVOS

- Aplicar o método otimizado para a investigacao dos analitos presentes nas amostras
de suor e urina coletadas de voluntarios;

- Detectar e identificar os volateis presentes nas amostras de voluntarios saudaveis e
com cancer;

- Avaliar diferencas na excrecdo destes compostos e selecionar potenciais
marcadores;

- Estabelecer comparacdes entre os perfis de volateis obtidos para o suor e a urina.
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3. METODO

3.1. Materiais e reagentes

Os materiais e reagentes aqui empregados sao referidos na secéo equivalente
(3.1.) do capitulo anterior (Capitulo ).

3.2. Metodologia experimental

A metodologia para o preparo de solucdes e o método GC-MS nesta secdo
aplicados, séo referidos no item 3.2. do Capitulo Il. A coleta de amostras é descrita no
Item 5 do Capitulo |. Para realizacdo dos testes estatisticos simples, o software
XLSTAT 2017 foi usado.

3.3. Analise de amostras reais- Suor

Uma vez selecionado o método indicado pelos testes de otimizagcao
realizados, prosseguiu-se para analise das amostras reais.

Antes de o frasco de Headspace contendo a amostra armazenada ser levado
ao equipamento para injecdo, a bandagem absorvente removida do adesivo foi
adicionada de 200 pL de solucgéo de cloreto de sédio a 300 g L.

Cada cromatograma foi cuidadosamente estudado, sendo registrados todos os
picos distintos do dispositivo adesivo, da injecdo ou da coluna e, portanto,
pertencentes apenas aos VOCs advindos do suor, possuindo um valor de sinal/ruido
superior a 3. Uma vez identificado um pico, seu espectro foi pesquisado na biblioteca
de espectros NIST08, com o objetivo de se obter a identidade mais provavel para
aquele composto. A sugestdo mais provavel para identidade de cada pico era também
escolhida ndo s6 com base na maior probabilidade com relacdo ao espectro, mas
também era verificada com relacdo ao seu possivel tempo de retencdo na corrida
cromatografica, de modo a se obter, diante dos meios disponiveis, o resultado mais
plausivel.

Como um auxilio a tentativa de identificacdo, os cromatogramas também foram
processados com o software AMDIS32 (Automated Mass spectral Deconvolution and
Identification System). Esta ferramenta associada aos pacotes de busca da NIST

basicamente propde a deconvolucdo de espectros reconhecendo espectros
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sobrepostos através do comportamento de distribuicdo da populacdo de diferentes
fons em um dado intervalo de tempo, sendo assim possivel fazer a distincdo de
espectros em cromatogramas complexos ou simplesmente extrair espectros “limpos”
e pesquisa-los em bibliotecas especificas, ou novamente na prépria NIST, como foi o
caso. Os parametros empregados no software foram para andlise dos dados GC-MS
no modo simples, sendo selecionado o ion interferente da coluna como 207 m/z,
resolucédo, sensibilidade e formato requerido nos niveis médio.

Uma vez registrados todos possiveis compostos presentes nas amostras dos dois
grupos de voluntarios, examinou-se, junto as informacgdes coletadas a respeito dos
individuos, possiveis evidéncias da detec¢do de biomarcadores nas amostras de suor

investigadas.

3.4. Analise de amostras reais- Urina

O volume de 500 pL de urina foi transferido ao frasco de Headspace, seguindo-
se da adicao de 0,7 g de cloreto de sddio a amostra antes de esta ser levada a injecéao
em GC-MS.

Uma derivacdo deste procedimento também foi realizada para avaliacdo de
compostos conjugados: no frasco de Headspace, a 500 uL de amostra, adicionou-se
125 pL de tampéo fosfato (PBS) pH 6,8 a 0,1 mol L' e 25 uL de solucéo de enzima
20 KU mL1, Estes frascos foram incubados em incubador de amostrador CombiPal, a
temperatura de 37°C, sem agitacao, por um periodo de 90 minutos. Apés a incubacao,
adicionou-se a amostra 0,7 g de cloreto de sddio e entédo os frascos foram levados a
rack para injecao.

Diferentemente do que para as amostras de suor, a analise dos espectros obtidos
para os cromatogramas das amostras de urina foi realizada apenas empregando-se o
procedimento no software AMDIS32, pois, por ser uma matriz mais complexa,
verificou-se uma influéncia muito maior da linha de base, o que resultava na
dificuldade em se obter adequadamente o0 espectro para picos de menor intensidade
(o caso de praticamente todos). Quando possivel, os espectros eram editados
manualmente, deletando-se um a um os ions estranhos e realizando-se nova busca

na NIST para verificar a identificacéo feita pelo AMDIS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélise de amostras reais- Suor

Os dados coletados dos voluntarios encontram-se nas Tabelas 6 (voluntarios
“saudaveis”) e 7 (voluntarios diagnosticados com cancer). A Tabela 8 resume o perfil

dos voluntarios participantes da pesquisa.

Tabela 6 - Informacdes do grupo de controle (género, idade, diagnésticos médicos,
guantidade observada de suor produzido e uso de tabaco e alcool durante o periodo

monitorado).

Grupo controle- Suor - (SC=suor controle) [Continua...]

Producao
Voluntario  Género Idade Uso de medicamentos Diagnosticos médicos de suor
observada

Qutras
observacgoes

Sem uso de
Diabetes, hipertenséo, Intensa tabaco
glaucoma Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

1SC Feminino 65 Metformina, Atenolol

2SC Feminino 39 Puran T4 - Mediana

3SC Masculino 44 - - Baixa

4SC Feminino 60 Tibolona, Vitamina D - Mediana

5SC Feminino 44 - - Baixa

6 SC Masculino 46 Amitriptilina - Mediana

Valsartana, Sem uso de
Hidroclorotiazida, ) tabaco
. L - Mediana
besilato de amlodipina
(Exforge HCT)

7 SC Feminino 53

Sem uso de
alcool
Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

8 SC Feminino 52 Puran T4 - Baixa
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Grupo controle- Suor

- (SC=suor controle)

[Continuacéo]

Voluntario

Género

Idade

Uso de medicamentos

Diagndsticos médicos

Producao
de suor
observada

Qutras
observacgbes

9SC

Masculino

58

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

10 SC

Masculino

47

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

11 SC

Masculino

52

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

12 SC

Feminino

24

Dipropiato de
betametasona, sulfato
de gentaminicina

Dermatite atépica

Baixa

Ex-tabagista

Sem uso de
tabaco/ alcool

13 SC

Feminino

21

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

14 SC

Feminino

51

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

15 SC

Feminino

42

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

16 SC

Feminino

32

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

17 SC

Feminino

50

Nitrendipina,
sinvastatina, valsartana

Hipertensao,
Dislipidemia

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

18 SC

Feminino

54

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

19 SC

Feminino

41

Hidroclorotiazida,
Losartana

Hipertensao

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

20 SC

Masculino

51

Mediana

Fumante ativo

Fez uso de
alcool

21 sC

Feminino

57

Hidroclorotiazida,
Atenolol

Hipertensao

Mediana

Ex-tabagista

Sem uso de
tabaco/ alcool

22 SC

Feminino

55

Propanolol, metimazol

Hipertiroidismo

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool



Grupo controle- Suor

- (SC=suor controle)

[Concluséo]

Voluntario

Género

Idade

Uso de medicamentos Diagnésticos médicos

Producao

de suor

observada

Qutras
observacgbes

23 SC

Masculino

35

Mediana

Fumante ativo

Sem uso de
alcool

24 SC

Masculino

57

Baixa

Sem uso de
tabaco

Fez uso de
alcool

25 SC

Masculino

60

Sinvastatina,

Metformina Dislipidemia, Diabetes

Baixa

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

26 SC

Masculino

63

Mediana

Sem uso de
tabaco

Fez uso de
alcool

27 SC

Masculino

58

Baixa

Sem uso de
tabaco
Fez uso de
alcool

28 SC

Masculino

66

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

29 SC

Masculino

61

Atenolol,

Hidroclorotiazida Hipertensao

Mediana

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

30 SC

Feminino

73

Hipertensao,

Losartana, Sinvastatina R .
Dislipidemia

Mediana

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

31SC

Masculino

50

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

32SC

Masculino

56

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool
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Tabela 7 - Informacdes do grupo de individuos diagnosticados com cancer (género,

idade, tipo de neoplasia, outros diagnosticos médicos, quantidade observada de

suor produzido e uso de tabaco e alcool durante o periodo monitorado).

Grupo positivo- Suor - (SP=suor positivo; CEC=carcinoma de células escamosas) [Continua...]
Outros Producao de
- A . Uso de . P QOutras
Voluntario Género Idade Neoplasia : diagnésticos suor -
medicamentos médicos observada observacgbes
Sem uso de
. i . tabaco
1SP Masculino 70 AdenPcarcmomgde - Diabetes Intensa
pulm&o, metastéatico Sem uso de
alcool
. Sem uso de
Adenocarcinoma de tabaco
2 SP Feminino 71 vias biliares, - - Baixa
metastatico Semuso de
alcool
Sem uso de
. CEC de esdfago ) tabaco
3 SP Feminino 45 - - Baixa
(operado) Sem uso de
alcool
CEC de boca, com : Fumante ativo
4 SP Masculino 46 invasao da lingua - Hepa,topatla Mediana
alcéolica
(operado) .
Etilista
Ad . d Sem uso de
o enocarcinoma de Sinvastatina, ; tabaco
5SP Feminino 75 pancreas, Loratadina - Baixa
metastatico Sem uso de
alcool
Sem uso de
i tabaco
6 SP Feminino 68 Adenocar(:lrjoma de - - Mediana
pulmé&o Sem uso de
alcool
Paracetamol Sem uso de
i ’ tabaco
7 SP Masculino 58 Ad_enocarcmorpg codeina, dipirona, - Mediana
gastrico, metastatico Sem uso de
omeprazol ,
alcool
Sem uso de
tabaco
8 SP Masculino 37 Linfoma - - Mediana
Sem uso de
alcool
Sem uso de
i tabaco
9 SP Masculino 52 Adenocarcujoma de - Diabetes Baixa
pulméo Sem uso de
alcool
Sem uso de
i tabaco
10 SP Masculino 64 Adenqcarpmoma - - Intensa
gastrico Sem uso de
alcool
Fumante ativo
11 SP Masculino 60 CEC de boca Paracetamol - Mediana Sem uso de
alcool
Sem uso de
i tabaco
12 SP Masculino 61 Adenqcarplnoma - - Intensa
géstrico Sem uso de
alcool

62



Grupo positivo- Suor

- (SP=suor positivo; CEC=carcinoma de células escamosas)

[Continuacéo]

Voluntéario

Género

Idade

Neoplasia

Uso de medicamentos

Outros
diagndsticos
médicos

Producao
de suor
observada

Outras
observacgoes

13 SP

Feminino

58

Adenocarcinoma
de célon do reto,
metastatico

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

Baixa

14 SP

Masculino

60

Préstata

Diclofenaco de potéssio,
Omeprazol, Cetoprofeno

Hepatite C
tratada,
espondilite

Fumante
ativo
Sem uso de
alcool

Baixa

15 SP

Masculino

40

CEC de eséfago,
lesdo suspeita no
rim

AZT+ 3TC + EFV,
atorvastatina

HIV+, Hepatite
C,-tratada
Dislipidemia,
Disfagia

Fumante

iV
Intensa ativo

Etilista

16 SP

Masculino

69

Préstata

Hipertenséo,
Diabetes

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

Mediana

17 SP

Feminino

51

Adenocarcinoma
gastrico,
metastatico

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

Baixa

18 SP

Masculino

53

CEC de esofago,
metastatico

Fumante
ativo

Mediana
Etilista

19 SP

Masculino

70

Préstata

Doenca
pulmonar
cronica,
Hipertensao

Fumante

Mediana ativo

Etilista

20 SP

Masculino

65

Préstata

Metformina,Sinvastatina,
Captopril

Diabetes,
Hipertensao,
Psoriase

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

Mediana

21 SP

Masculino

58

Préstata

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

Intensa

22 SP

Masculino

63

Préstata

Acido acetil salicilico

Hipertensao,
Diabetes

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

Baixa

23 SP

Masculino

60

Rim

Losartana,
Hidroclorotiazida

Hipertenséo

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

Baixa

24 SP

Masculino

73

Rim, prostata

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

Intensa

25 SP

Masculino

48

Rim

Diazepam, Quetiapina,
Tramal, Haldol

Transtorno
psiquiatrico

Ex-etilista

Baixa Sem uso de

tabaco/ alcool

26 SP

Feminino

44

Rim

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

Mediana
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Grupo positivo- Suor -

(SP=suor positivo; CEC=carcinoma de células escamosas)

[Concluséo]

Voluntéario

Género Idade Neoplasia

Uso de
medicamentos

Outros
diagndsticos
médicos

de suor

Producao

observada

Outras
observacgoes

27 SP

Masculino 68 Préstata

Acido acetil
salicilico,
Metoprolol,
Enalapril

Hepatite C-

tratada Baixa

Fumante ativo

Sem uso de
alcool

28 SP

Masculino 73 Préstata

Baixa

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

29 SP

Masculino 60 Préstata

Baixa

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

30 SP

Adenocarcinoma

Feminino 59 géstrico

Baixa

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

31 SP

Masculino 73 Préstata

Amlodipina,
Furosemida,
Clonidina

Doencarenal
cronica,
Hipertensédo

Mediana

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

32 SP

Adenocarcinoma
gastrico,
metastatico

Masculino 73

Mediana

Ex-etilista

Sem uso de
tabaco/ alcool

Tabela 8 - Perfil geral dos voluntérios participantes- amostras de suor

Perfil de voluntarios- Amostras de suor

Grupo controle (n=32) Grupo positivo (n=32)

Género Idade (média) Desvio padrao Género Idade (média) Desvio padréo

Masculino 15 Masculino 24

50,53 11,70 60,16 10,53

Feminino 17 Feminino 8

A Tabela 9 apresenta os picos de possiveis interferentes: picos provenientes da
injecdo (observados para andlise do frasco de analise vazio), do dispositivo coletor
(bandagem absorvente do PharmChek®) e isopropanol, cujo residuo poderia estar
presente sobre a pele do voluntario, fazendo com que seja transferido para a amostra.
Estes picos foram desconsiderados da investigacao cromatografica. JA os principais
compostos detectados nas amostras se encontram listados no APENDICE 1 (para
amostras de individuos controles) e APENDICE 2 (para amostras de individuos

diagnosticados com cancer).
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Tabela 9 - Volateis identificados como possiveis interferentes nas analises de suor

Possiveis interferentes presentes nas amostras de suor

A Tempo de retencao Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
mostra
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
3,87 Fluoracetileno 14,60 Diéxido de carbono 10,50
Frasco vazio ) Acido propanoico, 2-
5,64 Formamida 18,40 ) o 40,00
hidroxi-etil éster
391 Butano 10,86
Dispositivo Acido 2-oxo-
6,21 . ) 19,10
PharmChek® aminopropanoico
7,13 2-nitro-butano 8,76 2-metil-nitro-propano 20,50
8,40 Ciclohexano 2,79 Ciclohexano 22,80
Isopropanol 6,17 (Identidade confirmada através de fortificagdo com o padrao)

A mesma classe de substancias tende a ter um espectro muito semelhante,
assim sendo, a pesquisa na biblioteca de espectros através do software pode fornecer
muitas sugestdes para um dado espectro investigado, dividindo as probabilidades
correspondentes, sendo que porcentagens maiores de probabilidade s&o verificadas
apenas para compostos de espectro muito singular. Por isso também variacdes nas
identidades fornecidas pelo software sdo muito comuns. Assim, a pesquisa na
biblioteca do espectro de massas contribui na identificacdo dos compostos
correspondentes no sentido de direcionar a interpretacdo de um espectro.

As identidades sugeridas apresentadas nos resultados foram indicadas com
base nos compostos com maior porcentagem de combinacdo com a biblioteca de
espectros, plausibilidade do tempo de retencéo observado e concordancia, a partir da
criteriosa andlise individual do espectro, com o espectro de massas padrdo da
substancia.

Certos compostos sdo recorrentes na maioria das amostras, provavelmente,
por fazerem parte da composicao volatil comum da matriz. Na Tabela 10 encontram-
se elencados os compostos encontrados em todas amostras de suor com maior
frequéncia, os quais podem estar associados a composi¢cao enddgena principal de

volateis no suor:

65



Tabela 10 - VOCs mais frequentes nas amostras de suor analisadas

Tempo de retencéo Espectro de massas o ] Frequéncia

) Possivel identidade

(minutos) _ (%)

lons (m/z)

7,96 43,70,42 2-butanona 95,3
12,12 57,71,67,82 2-Metil- ciclopentanol/Estireno 87,5
15,03 41,57,29,43 2-decen-1-ol/Nonanal 90,6
16,89 41,57,55,82 Dodecanal/Decanal 84,4

Poucas pesquisas abordaram os compostos organicos volateis que compdem
o suor. Choi e Oh (2014) realizaram o preparo de amostra por Headspace associado
a microextracdo em fase sélida (HS-SPME) diretamente do suor colhido apos
atividade fisica induzida, a analise foi feita por cromatografia gasosa bidimensional
acoplada a espectrometro de massas com analisador de tempo de voo (GCxGC-TOF
MS). Antes, Gallagher et al. (2008) também trabalharam na identificacdo destes
compostos empregando GC-MS, foi utilizada extracdo por SPME e extracao liquido-
liquido com solvente, diretamente do suor sobre a pele, apos atividade fisica. Tais
trabalhos demonstraram que o perfil de VOCs corresponde principalmente a alcoois,
aldeidos e ésteres de acidos carboxilicos, o que se mostra de acordo com os dados
obtidos. Alguns dos compostos reportados nesses estudos puderam ser relacionados

com alguns dos compostos identificados nas analises, como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 - Compostos mais incidentes, correlacionados com a literatura para VOCs

no suor
VOCs no suor [Continua...]
Possivel identidade CHOI; OH, 2014 GALLAGHER et al., 2008
2-Metil-ciclopentanol
Octanal
Nonanal v
1-Octen-3-ol v
Decanal v v
2-Decen-1-ol/Nonanal - 4
1-Undeceno - 4
5,9-Undecadien-2-ona v
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VOCs no suor [Concluséao]

Possivel identidade CHOI; OH, 2014 GALLAGHER et al., 2008
6,10-Dimetil-5,9-undecadien-2-ona v 4
Dodecanal - v

Verificou-se, na presente pesquisa, que a incidéncia destes compostos, a qual
pode estar atrelada as variagbes nas concentracfes destes (ja que é um fator
dependente do limite de detec¢do do método), demonstrou se distribuir de forma
diferente de individuo para individuo, portanto, o perfil de compostos organicos
volateis no suor aparenta estar sujeito a variacao inter-individual, como também
apontam estudos similares, citados anteriormente. Desta forma, € necessario verificar
se mesmo diante desta caracteristica os dois grupos de amostras podem ser
considerados de fato diferentes em termos de sua composi¢do. Para tanto, foi
elaborada uma tabela de frequéncia contendo listados todos possiveis compostos
identificados com incidéncia maior ou igual a 3, e suas frequéncias no grupo controle,

positivo e no grupo geral das amostras, como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 - Frequéncia dos VOCs detectados nas amostras de suor

Frequéncia dos VOCs nas amostras de suor (Inc.=Incidéncia; Freq.= Frequéncia) [Continua]

_ Grupo controle  Grupo positivo

Tempo de Espectro de Total (n=64) (n=32) (n=32)

retencao massas Possivel identidade Inc.  Freq. | Freq.  |nc.  Freq.

—_— nc.

(minutos) lons (m/z) (23) (%) (%) (%)
6,58 76,44,32,38 Dissulfeto de carbono 5,0 7.8 0,0 0,0 5,0 15,6
6,60 41,40,39,38 Acetonitrila 20,0 31,3 7,0 21,9 13,0 40,6
6,65 43,41,41,71 2-metil-pentano 16,0 25,0 13,0 40,6 3,0 9,4
6,95 57,56,41,43 3-metil-pentano 30,0 46,9 17,0 53,1 13,0 40,6
7,34 41,39,70 2-butenal 5,0 7,8 0,0 0,0 5,0 15,6
7,45 41,70,39,42,40 Metacroleina 4,0 6,3 0,0 0,0 4,0 12,5
7,53 45,43,27,44 1,3-butanodiol 5,0 7,8 0,0 0,0 5,0 15,6
7,75 43,42,44 Acido acético 100 156 1,0 31 9,0 28,1
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Frequéncia dos VOCs nas amostras de suor

(Inc.=Incidéncia; Freq.= Frequéncia)

[Continuacgéo]

Total (n=64)

Grupo controle

Grupo positivo

Tem po~de Espectro de (n=32) (n=32)

retencéo massas Possivel identidade nc.  Frea. Fred.  nc.  Freq.

(minutos)  fons (m/2) (23) (%) ' (%) (%)
7,86 43,70,42 2-butanona 61,0 95,3 29,0 90,6 32,0 100,0
8,08 56,45,41,57 Heptano 5,0 7,8 3,0 9,4 2,0 6,3
8,15 57,56,41 4-metil-1-hexeno 6,0 9,4 0,0 0,0 6,0 18,8
8,25 43,57,41,56 2,4-dimetil-pentano 11,0 17,2 2,0 6,3 9,0 28,1
8,50 56,41,39 Metil-ciclopentano 14,0 21,9 4,0 12,5 10,0 31,3
8,79 43,71,70,41 3-etil-pentano 5,0 7,8 4,0 12,5 1,0 3,1
8,82 43,71,41,70 2,4-dimetil-3-pentanona 28,0 43,8 7,0 21,9 21,0 65,6
9,04 56,55,41,43 5-metil-hexen-2-eno 10,0 15,6 2,0 6,3 8,0 25,0
9,51 55,84,80,41 Pentanal 5,0 7,8 0,0 0,0 5,0 15,6
10,18 55,42,43,41 3-metil-1-butanol 3,0 4,7 1,0 3,1 2,0 6,3
10,40 91,92,65 Tolueno 16,0 25,0 3,0 9,4 13,0 40,6

4-metil-2-heptanona/2,2,2-
10,54 58,69,78,28 13,0 20,3 0,0 0,0 13,0 40,6
trifluormetil-acetamida

10,99 43,44,56,84/81 Hexanal 19,0 29,7 1,0 3,1 18,0 56,3
11,70 91,106,77 Etil-benzeno 11,0 17,2 1,0 3,1 10,0 31,3
12,12 57,71,67,82 2-metil-Ciclopropanol/Estireno 56,0 87,5 24,0 75,0 32,0 100,0
12,23 70,44,41 Heptanal 11,0 17,2 0,0 0,0 11,0 34,4
13,10 81,82,138 2-pentil furano 9,0 14,1 0,0 0,0 9,0 28,1
13,34 43,41,55,69 6-metil-5-hepten-2-ona 31,0 48,4 12,0 37,5 19,0 59,4
13,38 56,55,41,43 Octanol 7,0 10,9 0,0 0,0 7,0 21,9
13,54 57,43,71,85 Octanal 21,0 32,8 0,0 0,0 21,0 65,6
13,70 68,53,97 Limoneno 14,0 21,9 0,0 0,0 14,0 43,8
13,86 57,41,43,55 2-etil-1-hexanol 32,0 50,0 0,0 0,0 32,0 100,0
13,98 55,56,70,41 3,3-dimetil-octeno 18,0 28,1 1,0 3,1 17,0 53,1
14,03 43,55,56,41 1-undeceno 11,0 17,2 0,0 0,0 11,0 34,4
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Frequéncia dos VOCs nas amostras de suor (Inc.=Incidéncia; Freq.= Frequéncia) [Concluséo]

Grupo controle  Grupo positivo

Tempo de  Espectro de Total (n=64) (n=32) (n=32)

retencéo massas Possivel identidade nc.  Freq. Fred. e Freq.

(minutos)  fons (m/2) (23) (%) ' (%) (%)
14,10 57,43,56 2,6,7-trimetil-decano 6,0 9,4 4,0 12,5 2,0 6,3
14,15 94,66,65,39 Fenol 12,0 18,8 0,0 0,0 12,0 37,5
14,38 98,83,55,41 2-butil-ciclohexanona 6,0 9,4 2,0 6,3 4,0 12,5
14,45 59,43,55,69 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 12,0 18,8 0,0 0,0 12,0 37,5
14,66 79,108,107 Alcool benzilico 8,0 12,5 0,0 0,0 8,0 25,0
14,77 69,73,55,57 3,7-dimetil-3-octanol 3,0 4,7 3,0 9,4 0,0 0,0
15,03 41,57,29,43 Nonanal 58,0 90,6 28,0 87,5 30,0 93,8
15,27 105,77,136 Metil benzoato 8,0 12,5 6,0 18,8 2,0 6,3
15,53 109,43,81 6-metil-3,5-heptadien-2-ona 3,0 4,7 2,0 6,3 1,0 3,1
16,89 41,57,55,82 Decanal 54,0 84,4 26,0 81,3 28,0 87,5
17,70 57,43,71,41 Tridecano 6,0 9,4 0,0 0,0 6,0 18,8
18,70 94,138,77 2-fenoxi-etanol 3,0 4,7 0,0 0,0 3,0 9,4
19,20 57,43,71,41 6-metil-tridecano 6,0 9,4 2,0 6,3 4,0 12,5
19,39 81,41,39 2,4-dodecadienal 5,0 7,8 3,0 9,4 2,0 6,3
20,34 57,43,41,71 5,8-dietil-dodecano 22,0 34,4 10,0 31,3 12,0 37,5
23,07 57,43,55,41 Acido butanoico, heptil éster 4,0 6,3 2,0 6,3 2,0 6,3

25,15 43,69,41,39 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 34,0 53,1 18,0 56,3 16,0 50,0

27,11 74,87,41,55 Acido 2-metil dodecanoico 9,0 14,1 0,0 0,0 9,0 28,1
34,44 41,43,57 Acido oxalico, alil nonil éster 4.0 6,3 4,0 12,5 0,0 0,0
34,93 57,43,71,85 2-metil-pentadeceno 7.0 10,9 7,0 21,9 0,0 0,0

Com base na tabela de frequéncia foi empregado o teste chi-quadrado, um
teste estatistico categorico, utilizado para verificar se a diferenca na distribuicdo de
determinados eventos em dois grupos é estatisticamente relevante. O resultado é

expresso em termos do valor p, que € um parametro numérico indicativo da hipotese
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testada, no caso, a hipdtese seria a existéncia de distingdo entre os dois grupos. No
caso do valor p<0,05, tal hipétese pode ser aceita.

O valor encontrado para o teste foi << 0,01 (igual a 1,3x10?3, quando todos
valores de incidéncia sdo considerados, e igual a 2,4x10! quando sdo excluidos
todos compostos cuja incidéncia esperada é < 5, atendendo mais propriamente aos
critérios do teste), disto infere-se que a hipétese nula, de que a diferenca entre grupos
assim resulta da aleatoriedade, seria improvavel. Este valor obtido relaciona-se
principalmente com a incidéncia de determinados compostos no grupo positivo, em
especial os referentes aos de tempos de retencdo em torno de 6,58; 7,34; 7,45; 7,53;
8,15; 9,51; 10,54; 12,23; 13,10; 13,38; 13,54; 13,70; 13,86; 14,15; 14,45; 14,66; 17,70;
18,70; 27,11 e 14,04. Compostos correspondentes aos tempos de retencéo de cerca
de 14,77; 34,44 e 34,93 se mostraram, por outro lado, ausentes nas amostras
positivas.

O composto com tempo de retencdo medio de 13,86 minutos, identificado como
possivelmente sendo 2-etil-1-hexanol, foi observado em todas amostras positivas
estando ausente nas amostras do grupo controle. A producdo aumentada de 2-etil-1-
hexanol reportada em amostras de urina de pacientes com cancer de pulméao (HANAI
et al., 2012a), headspace de linhagem de células cancerosas de pulméo (SPONRING
et al., 2009; FILIPIAK et al., 2010), headspace de células cancerosas de cancer de
mama (SILVA et al., 2017) e saliva de individuos com cancer (pulmao, estbmago e
colorretal) (SANCHEZ et al., 2012), parecendo configurar como um marcador de
alguma condicao geral dos individuos com cancer. Exemplos de cromatogramas na
regido do tempo de retencdo correspondente podem ser observados na Figura 23.

Outros compostos ndo foram detectados em amostras do grupo controle e

foram detectados em amostras positivas, como indicados na Tabela 13.
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Figura 23 - (a) Sobreposicédo dos cromatogramas obtidos, em torno do tempo de

14,00 minutos, nas analises das amostras dos voluntarios do grupo controle 1 (linha

em rosa) e 10 (linha em preto) e voluntarios do grupo positivo 7 (linha em roxo) e 9

(linha em laranja); (b) espectro de massas no pico aos 13,94 minutos; (c) sugestao

de identidade fornecida pela NIST08 junto ao espectro de massas padréo do

composto 2-etil-1-hexanol.

Tabela 13 - Indicacéo de possiveis biomarcadores detectados em amostras de suor

do grupo positivo e ndo detectadas no grupo controle.

Diferencas qualitativas nos VOCs- Suor

[Continua...]

Espectro de

Tempo de Amostras positivas em . o
- massas - . ) Referéncia (se ja reportado antes na
retencéo Possivel identidade gue o composto foi ] ] ~
) . literatura como biomarcador do cancer)
(minutos) lons (m/z) detectado
, BUSZEWSKI et al., 2012b; SANCHEZ et
6,58 76,44,32,38 Dissulfeto de carbono 7,8,11,26,30
al., 2012; BHATT et al., 2015
7,34 41,39,70 2-butenal 4,6,9,19,32 -
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Diferencgas qualitativas nos VOCs- Suor

[Concluséo]

Espectro de

Tempo de Amostras positivas em L »
R massas L ) ) Referéncia (se ja reportado antes na
retencéo Possivel identidade que o composto foi ) ) .
_ i literatura como biomarcador do cancer)
(minutos) lons (m/z) detectado
7,45 41,70,39,42,40 Metacroleina* 2,14,20,21 -
7,53 45,43,27,44 1,3-butanodiol 1,2,5,6,17 -
8,15 67,55,41,39 3-metil-hexeno 24-26,28,32 -
FUCHS et al., 2010; LI et al., 2014; KHALID
9,51 55,84,80,41 Pentanal 23-25,31,32
et al., 2015
10,54 58,69,78,28 4-metil-2-heptanona 2,7-9,14,17,21-26,30-32 LAVRA et al., 2015
12,23 70,44,41 Heptanal 7-9,21,23-25,28,30-32 DENG; ZHANG; LI, 2004; LI et al., 2014
13,10 81,82,138 2-pentil furano 11,16,18,23-25,28,31,32 -
13,38 56,55,41,43 Octanol 9,11,18-20,30,32 SILVA; PASSOS; CAMARA, 2011
4,5,7,8,10,11,13,14,18,2
13,54 57,43,71,85 Octanal FUCHS et al., 2010; LI et al., 2014
0-25,27-32
13,70 68,53,97 Limoneno 10-12,17-21,24-27,31,32  PHILLIPS et al., 2010; HAKIM et al., 2011
. SANCHEZ et al., 2012; LAVRA et al., 2015;
13,86 57,41,43,55 2-etil-1-hexanol Todas
SILVA et al., 2017,
14,03 43,55,56,41 1-undeceno 11,13-19,24,28,32
KUMAR et al., 2015; HANAI et al., 2012b;
14,15 94,66,65,39 Fenol 7,14,18-24,26,30,31
WANG et al., 2016
14,45 59,43,55,69 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 13,16,18,21-26,28,31-32 KHALID et al., 2015
14,66 79,108,107 Alcool benzilico* 8,9,11,21,28-30,32 -
Trimetil-decano/
17,70 57,43,71,41 ) 10,12,20,22,29,32 PENG et al., 2010; WANG et al., 2012
Tridecano
18,70 94,138,77 2-fenoxi-etanol 11,18,24 -
Acido 2-metil
27,11 74,87,41,55 7-9,14,21,24,26,31 -

dodecanoico

(*) Maior probabilidade de serem de exdgenos
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A Figura 24 mostra cromatogramas sobrepostos obtidos para amostras do
grupo positivo e controle, indicando alguns dos VOCs detectados somente neste

primeiro grupo.
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Figura 24 - Indicacdo de VOCs incidentes apenas nas amostras positivas. Estao
sobrepostos 0s cromatogramas obtidos para analise de suor dos voluntarios com
cancer 18SP (em azul) e 32SP (em preto), e “saudaveis” 1SC (em vermelho) e 29SC
(em verde). Observacédo: ndo estao presentes nestas amostras, em especifico, 0s

picos correspondentes a 6,58; 7,53 e 27,11 minutos.

Verificou-se também que os picos com os tempos de reten¢édo ~15,03 e 16,86
minutos, associados aos compostos 2-decen-1-ol ou nonanal e decanal ou dodecanal,
respectivamente, aparentaram possuir respostas aumentadas para a amostras de
individuos com cancer quando em comparagao com o grupo controle.

Ainda, alguns compostos, com os tempos de retencdo equivalentes a 10,99 e
13,98 minutos foram detectados cada um em apenas uma amostra controle,
possuindo todos frequéncia de 1% neste grupo de amostras, em contrapartida com as

frequéncias de 56,3 e 53,1%, respectivamente, no grupo de amostras positivas. As
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figuras a seqguir (Figuras 25, 26, 27 e 28) demonstram, através da sobreposi¢cdo dos

cromatogramas das amostras controle junto a cromatogramas das amostras positivas

em que os compostos foram detectados, que a resposta destes parece ser mais

expressiva no grupo positivo.
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Figura 25 - (a) Sobreposicao dos cromatogramas obtidos, em torno do tempo de

11,00 minutos, nas analises das amostras do voluntario do grupo controle 9SC (linha

em preto) e voluntarios do grupo positivo 16SP (linha em roxo) e 21SP (linha em

laranja); (b) espectro de massas no pico aos 10,99 minutos; (c) sugestéo de

identidade fornecida pela NISTO08 junto ao espectro de massas padrdo do composto

Hexanal.
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Figura 26 - (a) Sobreposicédo dos cromatogramas obtidos, em torno do tempo de
14,00 minutos, nas analises das amostras 10SC (linha em preto) e 32SP (linha em
roxo) e 24SP (linha em laranja); (b) espectro de massas no pico aos 13,98
minutos; (c) sugestao de identidade fornecida pela NIST08 junto ao espectro de

massas padrao do composto 3,3-dimetil-octeno.
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Figura 27 - (a) Sobreposicédo dos cromatogramas obtidos, em torno do tempo de 15,50

minutos, nas analises das amostras dos voluntarios do grupo controle 1SC (linha em

rosa) e 10SC (linha em preto) e voluntarios do grupo positivo 7SP (linha em roxo) e 9SP

(linha em laranja); (b) espectro de massas no pico aos ~15,05 minutos; (c) sugestao de

identidade fornecida pela NISTO08 junto ao espectro de massas padrao do composto 2-

decen-1-ol e (d) Nonanal.
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Figura 28 - (a) Sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos, em torno do tempo
de 17,00 minutos, nas analises das amostras dos voluntarios do grupo controle 1SC
(linha em rosa) e 10SC (linha em preto) e voluntarios do grupo positivo 7SP (linha
em roxo) e 9SP (linha em laranja); (b) espectro de massas no pico aos ~16,90
minutos; (c) sugestao de identidade fornecida pela NIST08 junto ao espectro de

massas padrao do composto Dodecanal e (d) Decanal.

Ha dificuldade em se estabelecer quais compostos estariam presentes em
maiores concentracfes baseando-se apenas na area do pico cromatogréfico, pela
auséncia de um método validado baseado nas respostas de padrdes analiticos dos
compostos de interesse e emprego de padrdo interno apropriado, assim, uma
avaliacdo desta forma é sujeita a erros do preparo de amostra e inje¢cao. Contudo, se

respostas distintas sado observadas isso pode ser um indicativo de excregao
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diferenciada do composto na amostra de suor, assim sendo, considerou-se a
possibilidade de observacéo de diferencas quantitativas, baseada na comparagéo das
areas dos picos das amostras controle contra as areas dos picos equivalentes nas
amostras positivas.

Foram obtidos os valores de &rea para o pico do ion extraido de maior
abundancia no espectro dos compostos citados e, para verificar se ha diferenca
estatisticamente relevante entre os dois grupos de dados quantitativos, foi aplicado o
Teste U de Mann-Whitney (teste ndo-paramétrico para duas amostras independentes,
ou seja, pertencentes a individuos diferentes), considerando-se que para o valor

p<0,05 a hip6tese nula é rejeita. Os resultados encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14 - VOCs que apresentaram respostas aumentadas nas amostras positivas

Tempo de Espectro de Amostras
retencao massas Possivel controle em Amostras positivas em Referéncia (se jareportado
. ) que o gue o composto foi Valor p antes na literatura como
) . identidade . . R
(minutos) lons (m/z) composto foi detectado biomarcador do cancer)
detectado

FUCHS et al., 2010; DENG;
7,4-10,15,16-18,20,21,23-

10,99 43*,44,56,81 Hexanal 9 0,0014 ZHANG,; Ll et al., 2014; KUMAR
25,28,29,31,32

et al., 2015
o 7,9-11,13,14,16,21,23-
13,98 55*,56,70,41 3,3-dimetil-octeno 10 0,0010
27,29-32
2-decen-1-ol/ Todas, exceto Nonanal: FUCHS et al., 2010;
15,03 41*57,29,43 Todas, exceto 1,6 0,0011
Nonanal 3,4,7,8 Ll et al., 2014 KUMAR et al., 2015
Dodecanal/ Todas, exceto Decanal: FUCHS et al., 2010;
16,89 41*,57,55,82 Todas, exceto 1,8,10,26 0,0132
Decanal 4,7,8 Ll et al., 2014 KUMAR et al., 2015

(*) fon de quantificacéo

O valor-p sugere que ha uma diferenca significativa entre as quantidades
detectadas das substancias referenciados os grupos, o que deve ser confirmado pela
aplicacdo de um método validado utilizando padrdes internos adequados.

Ainda, conforme observado, ndo foram detectados com frequéncia compostos
de moléculas pequenas, muito volateis. Isto pode ser consequéncia do método
utilizado para a coleta do suor (método indireto), em que o fluido foi coletado apés ser
depositado em um suporte, o que induziria a perda por evaporacdo dos compostos
menores (MOCHALSKY et al., 2014), ndo s6 durante manuseio da amostra, mas

possivelmente porque tais moléculas poderiam permear para o meio ambiente tal
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como as moléculas de vapor d’agua e gases através do adesivo. Contudo, verifica-se

gue a metodologia de coleta de amostra se mostrou adequada ao proposito.

4.2. Anélise de amostras reais- Urina

Os dados coletados dos voluntarios encontram-se na Tabela 15 (voluntarios
“saudaveis”) e Tabela 16 (voluntarios diagnosticados com cancer). Alguns dos
voluntérios citados também cederam amostras de suor, neste caso esta referido seu
namero de amostra de suor (SC/SP) correspondente. A Tabela 17 apresenta o perfil
dos voluntarios participantes da pesquisa.

Tabela 15 - Informacgdes do grupo de controle (género, idade, diagndsticos meédicos

e uso de tabaco e alcool durante o periodo anterior a 24h da coleta)

Grupo controle- Urina - (UC= urina controle; SC= suor controle) [Continua...]

Voluntario Género Idade Uso de medicamentos Diagndsticos médicos Outras observacoes

Sem uso de tabaco

1UC Masculino 49 Rozovastatina Dislipidemia
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
2UC Feminino 30 Hidroclortiazida
Sem uso de alcool
3uUC Fumante ativo
Masculino 52
(20 SC) Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
4 UC Masculino 47
Fez uso de alcool
Sem uso de tabaco
5UC Masculino 51 Losartana Hipertenséo
Fez uso de alcool
Sem uso de tabaco
6 UC Feminino 66
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
7 UC Masculino 65 Amoxicilina Dislipidemia, zika

Sem uso de alcool
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Grupo controle- Urina - (UC= urina controle; SC= suor controle)

[Continuacéo]

Voluntario Género Idade Uso de medicamentos Diagndsticos médicos Outras observagdes
Fez uso de alcool
8 uUC Masculino a7 Losartana Hipertensao
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
9 uC Masculino 49 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
10 UC Masculino 61 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
11 UC Masculino 64 Metformina, Losartana Diabetes, Hipertensao
Sem uso de alcool
Fumante ativo
12 UC Masculino 58 - -
Sem uso de alcool
Fumante ativo
13 UC Masculino 55 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
14 UC Masculino 68 - -
Sem uso de alcool
15 UC Sem uso de tabaco
Masculino 57 - -
(24 sC) Fez uso de alcool
Si ati Hivertensa Sem uso de tabaco
16 UC Masculino 70 ~lnvastatina, Ipertensao,
Hidroclorotiazida Dislipidemia )
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
17 UC Masculino 50 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
18 UC Masculino 52 Metformina, Atenolol Diabetes, Hipertenséo
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
19 UC Feminino 58 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
20 UC Masculino 66 Hidroclortiazida Hipertensao
Sem uso de alcool
Hipertensa Sem uso de tabaco
21 UC Masculino 70 Atenolol Ipertensao,

Dislipidemia

Sem uso de alcool
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Grupo controle- Urina - (UC= urina controle; SC= suor controle)

[Concluséo]

Diagndsticos

Voluntario Género Idade  Uso de medicamentos B Outras observacgdes
médicos
Sem uso de tabaco
22 UC Masculino 67 - -
Sem uso de alcool
Sem uso de tabaco
23 UC Feminino 52 - -

Sem uso de alcool

Tabela 16 - Informacdes do grupo de individuos diagnosticados com cancer (género,

idade, tipo de neoplasia, outro diagndsticos médicos e uso de tabaco e alcool

durante periodo anterior a 24 h da coleta)

Grupo positivo- Urina - (UP=urina positiva; SP=suor positivo) [Continua...]
Outros Outras
Voluntario Género Idade Neoplasia Uso de medicamentos diagnésticos ~
ot observacgoes
médicos
Sem uso de
1UP Doenga renal tabaco
Masculino 73 Préstata Amlodipina, Furosemida, Clonidina cronica, S d
(31 SP) Hipertenséo em uso de
alcool
2 UP . . . Fumante ativo
) . Diclofenaco de potassio, Omeprazol, Hepatite C tratada,
Masculino 60 Prostata - Sem uso de
(14 SP) Cetoprofeno espondilite !
alcool
3 UP Transtorno Ex-etilista
Masculino 48 Rim Diazepam, Quetiapina, Tramal, Haldol DO
psiquiatrico Sem uso de
(25 SP) h
tabaco/ alcool
Fumante ativo
4 UP Masculino 58 Prostata Tadalafila - .
Etilista
5UP _ ) Doenca pulmonar - Fumante ativo
Masculino 70 Prostata - cronica,
(19 SP) Hipertensé&o Etilista
Masculino 60 Rim Losartana, Hidroclorotiazida Hipertensao
Sem uso de
(23 SP) .
alcool
Sem uso de
7UP Masculino 67 Préstata Puran 25, Hidroclorotiazida, Losartana, I-_hpe_rtgn;ao, tabaco
Propanolol Hipotiroidismo Sem uso de
alcool
Ex-tabagista,
. . . Ex-etilista
8 UP Masculino 67 Préstata - Diabetes
Sem uso de
tabaco/alcool
Sem uso de
9 UP Masculino 57 Bexiga - - tabaco
Sem uso de
alcool
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Grupo positivo- Urina -

(UP=urina positiva; SP=suor positivo)

[Continuacéao]

Voluntario Género

Idade

Neoplasia

Uso de medicamentos

Qutros
diagndsticos
médicos

Outras
observacgbes

10 UP Masculino

73

Préstata

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

11 UP
Masculino
(24 SP)

73

Rim, prostata

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

12 UP Masculino

68

Préstata

Carvedilol, Digoxina

Gota, Hipertensao,
Dislipidemina

Ex-tabagista

Sem uso de
tabaco/ alcool

13 UP
Masculino
(21 SP)

58

Préstata

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

14 UP Masculino

65

Préstata

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

15 UP
Feminino
(13 SP)

58

Adenocarcinoma
de célon do reto,
metastatico

Sem uso de
tabaco

Sem uso de
alcool

16 UP Feminino

59

Rim

Losartana, Sinvastatina, Glimepirida,

Metformina

Hipertensao,
Diabetes,
Dislipidemia

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

17 UP
Masculino
(20 SP)

65

Préstata

Metformina,Invastatina, Captopril

Diabetes,
Hipertensao,
Psoriase

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

18 UP Masculino

53

Rim

Fumante ativo
Etilista

19 UP Masculino

61

Préstata

Diabetes

Fumante ativo
Etilista

20 UP
Feminino
(26 SP)

44

Rim

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

21 UP

Masculino
(15 SP)

40

CEC de
esofago, leséo
suspeita no rim

AZT+ 3TC + EFV, atorvastatina

HIV+, Hepatite C,-
tratada
Dislipidemia,
Disfagia

Fumante ativo

Etilista

22 UP
Masculino
(29 SP)

60

Préstata

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

23 UP Masculino

70

Rim, préstata

Hipertensao

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool

24 UP Masculino

63

CEC amidala,
Rim

Furosemida, Sinvastatina, Acido acetil
salicilico, Enalapril, Digoxina, Carvedilol,

Omeprazol

Doengarenal
crénica,
Insuficiéncia
cardiaca

Sem uso de
tabaco
Sem uso de
alcool
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Grupo positivo- Urina - (UP=urina positiva; SP=suor positivo) [Concluséo]

Qutros

Voluntario Género Idade Neoplasia Uso de medicamentos diagndsticos Outras~
At observacgbes
médicos
25 UP - N Sem uso de
Masculino 68 Prostata Acido acet sahuhcc_), Metoprolol, Hepatite C-tratada tabaco
Enalapril Sem uso de
(27 SP) alcool
Sem uso de
26 UP Masculino 65 Préstata tabaco
Sem uso de
alcool
27 UP Sem uso de
Masculino 73 Prostata Se:bl?scc?de
(28 SP) alcool
Sem uso de
. ) tabaco
28 UP Masculino 57 Prostata
Sem uso de
alcool
Tabela 17 - Perfil geral dos voluntarios participantes- amostras de urina
Perfil de voluntarios- Amostras de urina
Grupo controle (n=23) Grupo positivo (n=28)
Género Idade (média) Desvio padrao Género Idade (média) Desvio padrao
Masculino 19 Masculino 25
o 56,70 9,70 o 61,89 8,53
Feminino 4 Feminino 3

A Tabela 18 apresenta os picos de possiveis interferentes especificos destas

analises. Estes picos foram desconsiderados da investigacdo cromatografica.

Tabela 18 - Volateis identificados como possiveis interferentes para as analises de

urina
Possiveis interferentes presentes nas amostras de urina [Continua...]
Tempo de
5 Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencéo
(minutos) AMDIS (%)
6,23 Hidrogénio azido 2,34
Agua armazenada no frasco 6,75 Metileno cloreto 71
coletor 7,18 3-metil-pentano 12,4
7,88 Acido metanocarbotiélico 14,5
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Possiveis interferentes presentes nas amostras de urina [Conclusao]

TempoNde Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) AMDIS (%)
5,67 4-amino-butanol 15,8
5,84 3-butin-3-ol 53,7
6,2 (2-metilpropil)-hidroxilamina 40,5
6,66 2-metil-pentano 44,6
"Branco"' da enzima 6,93 Hexano 152
7,16 Propen-1-amina 30,9
7,54 Trimetoxi-metano 35,9
7,87 Acetato de etila 87
8,22 Dicloronitro-metano 34,5
8,47 Butano 45,6

O APENDICE 3 apresenta os VOCs identificados em todas amostras de urina
de voluntarios do grupo controle, e o APENDICE 4, VOCs identificados em amostras
de urina de voluntarios do grupo positivo. A marcagao “(E)” refere-se aos compostos
somente detectados com o tratamento enzimatico.

Em semelhanca com o que foi apresentado pelos dados obtidos das amostras de
suor, com base nos compostos listados foi construida uma tabela de frequéncia
(Tabela 19), considerando todos os compostos que apresentaram incidéncia maior

gue, ouigual, a 3.

Tabela 19 - Tabela de frequéncia para VOCs detectados nas amostras de urina

Frequéncia dos VOCs nas amostras de urina

Continua...
((E)=observado apenas apo6s hidrdlise; Inc.= Incidéncia; Freq.= Frequéncia) [ ]

o Grupo positivo
Tempode  Espectro de Total (n=61) controle (n=28)
retencéo massas Possivel identidade (n=23)
Inc. Freq. Freq. Freq.
) —_— Inc. Inc.
(minutos) lons (m/z) (23) (%) (%) (%)
4,90 43,41,42 2-nitro-propano 41,0 80,4 15,0 65,2 26,0 92,9
5,37 44,4228 2-amino-propanol 34,0 66,7 11,0 47,8 23,0 82,1
5,43 44,42 43 Alanina 25,0 49,0 5,0 21,7 20,0 71,4
6,60 41,40,39 Acetonitrila 44,0 86,3 20,0 87,0 24,0 85,7
6,68 59,43,42 2-butanol 10,0 19,6 0,0 0,0 10,0 35,7
7,75 43,42,44 Acido acético 46,0 90,2 21,0 91,3 25,0 89,3
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Frequéncia dos VOCs nas amostras de urina

((E)=observado apenas apos hidrolise; Inc.= Incidéncia; Freq.= Frequéncia)

[Continuacéo]

r -
Tempode  Espectro de Total (n=61) anltjf%?e Grupzﬂfzoss)ltlvo
retengéo massas Possivel identidade (n=23)
Inc. Freq. Freq. Freq.
- Inc. Inc.
(minutos) lons (m/z) (23) (%) (%) (%)
7,90 43,57,29 2-butanona 5,0 9,8 0,0 0,0 5,0 17,9
8,15 43,71,41 Vinil butirato 6,0 11,8 0,0 0,0 6,0 21,4
8,48 78,77,51 Isobutano 9,0 17,6 4,0 17,4 5,0 17,9
8,80 43,57,71 3-metil-hexano 4,0 7,8 0,0 0,0 4,0 14,3
8,85 73,71,70 2,3,4-tri-metil-pentano 38,0 74,5 12,0 52,2 26,0 92,9
8,96 44,43,41 2,3-butanodiona 13,0 25,5 1,0 4,3 12,0 42,9
9,07 43,27,55 2-metil-1-propeno 5,0 9,8 1,0 4,3 4,0 14,3
9,40 43,41,71 2-pentanona 51,0 100,0 23,0 100,0 28,0 100,0
9,50 44,58,57 Pentanal 34,0 66,7 11,0 47,8 23,0 82,1
10,04 39,68,40 Furano 3,0 5,9 0,0 0,0 3,0 10,7
10,11 (E) 55,42,39 2-metil-2-buteno 4,0 7,8 0,0 0,0 4,0 14,3
10,16 (E) 45,29,31 Acido eti carbonico, mefl 6,0 11,8 00 0,0 60 21,4
10,25 94,79,45 Dimetil dissulfeto 45,0 88,2 19,0 82,6 26,0 92,9
10,29 69,41,43 3-penten-2-ona 8,0 15,7 0,0 0,0 8,0 28,6
10,38 (E) 91,92,39 1,6-heptadien-3-ino 29,0 56,9 4,0 17,4 25,0 89,3
10,42 (E) 79,72,51 Piridina 10,0 19,6 4,0 17,4 6,0 21,4
10,56 55,84,41 Ciclopentanona 14,0 27,5 3,0 13,0 11,0 39,3
10,75 43,57,71 3-hexanona 14,0 27,5 0,0 0,0 14,0 50,0
10,87 (E) 59,41,100 Pirrol 7,0 13,7 2,0 8,7 5,0 17,9
10,89 67,39,41 Metil 2-butanoato 40,0 78,4 18,0 78,3 22,0 78,6
10,96 44,56,41 Hexanal 21,0 41,2 4,0 17,4 17,0 60,7
11,76 55,43,97 4-hepten-2-ona 3,0 5,9 0,0 0,0 3,0 10,7
11,86 43,71,41 4-heptanona 50,0 98,0 22,0 95,7 28,0 100,0
11,94 80,81,53 2-metil-pirrol 31,0 60,8 12,0 52,2 19,0 67,9
12,11 (E) 43,58,41 Dimetil-diazeno 28,0 54,9 10,0 43,5 18,0 64,3
12,28 (E) 99,41,39 4-metil-tiazol 13,0 25,5 5,0 21,7 8,0 28,6
12,36 (E) 42,108,39 2,5-dimetil-pirazina 5,0 9,8 0,0 0,0 5,0 17,9
12,60 (E) 127,71,86 1,2,3-triazol 4,0 7,8 0,0 0,0 4,0 14,3
12,72 (E) 77,91,93 2,4,6-octatrienal 12,0 23,5 0,0 0,0 12,0 42,9
12,80 (E) 71,43,100 2,4-dimetil-3-heptanona 10,0 19,6 0,0 0,0 10,0 35,7
13,06 81,53,110 2-propil-furano 5,0 9,8 0,0 0,0 5,0 17,9
13,17 43,71,41 3-octanona 25,0 49,0 0,0 0,0 25,0 89,3
13,30 110,80,40 6-metil-3,5-heptadieno-2-ona 12,0 23,5 6,0 26,1 6,0 21,4
13,39 66,65,39 Propanodinitrila 32,0 62,7 14,0 60,9 18,0 64,3
13,54 126,79,45 Dimetil trissulfeto 44,0 86,3 17,0 73,9 27,0 96,4
13,65 58,99,57 2-metil-tiazol 3,0 5,9 1,0 4,3 2,0 7,1
13,77 119,91,134 4-metil-acetofenona 4,0 7,8 0,0 0,0 4,0 14,3
13,86 (E) 57,41,43 2-etil-1-hexanol 49,0 96,1 21,0 91,3 28,0 100,0
14,05 (E) 121,93,136 Metil-tolil carbinol 9,0 17,6 2,0 8,7 7,0 25,0
14,15 (E) 94,66,65 Fenol 49,0 96,1 21,0 91,3 28,0 100,0
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Frequéncia dos VOCs nas amostras de urina

((E)=observado apenas apos hidrolise; Inc.= Incidéncia; Freq.= Frequéncia)

[Continuagéo]

r "

Tempode  Espectro de Total (n=61) anltjf%?e Grupzﬂfzoss)ltlvo
retencao massas Possivel identidade (n=23)

Inc. Freq. Freq. Freq.

p Inc. Inc.

(minutos) lons (m/z) (23) (%) (%) (%)
14,42 (E) 59,41,43 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 39,0 76,5 11,0 47,8 280  100,0
14,54 (E) 93,121,91 4-dimetil-benzeno metanol 10,0 19,6 3,0 13,0 7,0 25,0
14,60 (E) 109,83,71 Z'etii?cﬁgg;’t;f’éme“' 19,0 373 100 435 90 321
14,76 (E) 73,69,55 3,7-dimetil-3-octanol 7,0 137 00 00 70 250
1479 (E)  117,11891  2-eti-2-meti-1,3-oxatiolano 11,0 21,6 1,0 4,3 100 357
14,87 (E) 93,41,79 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 36,0 706 150 652 21,0 750
15,09 (E) 68,41,39 Metiltio-ciclopentano 5,0 9,8 0,0 0,0 5,0 17,9
15,11 (E) 105,77,51  1-(metilio)-2-buti-but-2-eno 24,0 47,1 60 261 180 64,3
15,18 (E) 137,152,81 2,2-dihidroxi-1-fenil-etanona 5,0 9,8 2,0 8,7 3,0 10,7
1551 (E)  109,124,81 3-metil-fenol 22,0 431 80 348 140 50,0
1556 ()  107,108,77 4-metil-fenol 10,0 196 00 00 100 357
1558 ()  108,107,79 Etil-pirazina 38,0 745 140 609 240 857
15,75 (E) 137,152,109 3,4-dihidroxi-acetofenona 5,0 9,8 0,0 0,0 5,0 17,9
15,87 (E) 81,43,93 Ment-3-en-1-ol 5,0 9,8 30 130 2,0 7.1
15,98 (E) 41,55,67 1,10-undecadieno 17,0 33,3 70 304 100 357
16,05 (E) 91,119,134 2.6-dimetil1.3.5,7 3,0 5,9 00 00 3,0 10,7
16,10 (E) 79,107,77 2,6-dimetil-1,3,7-octatetraeno 6,0 11,8 3,0 13,0 3,0 10,7
16,25 (E) 43,93,42 2,6-dimetil-6-hepten-2-ol 3,0 5,9 10 43 2,0 7.1
16,32 (E) 59,43,79 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 14,0 27,5 7,0 30,4 7,0 25,0
16,45 (E) 91,92,39 1,6-heptadien-3-ino 3,0 5,9 10 43 2,0 7.1
16,58 (E) 71,91,85 Zrisopropik > metik-3- 32,0 62,7 160 696 160 57,1
16,63 (E)  131,91,115  L-meti-1-buteni-benzeno 7,0 13,7 20 87 5,0 17,9
16,67 (E) 95,81,67 Neodihidrocarveol 7,0 13,7 10 43 60 214
16,78 (E) 81,67,43 1“50?5:2312?]?;;)”"8“" 46,0 90,2 200 87,0 260 92,9
16,84 (E) 59,03,121 ~ 2Odmetlz octadienl o g 17,6 30 130 6,0 21,4
16,97 (E) 93,108,77 2-metill-1-undecanol 6,0 11,8 1,0 4.3 5,0 17,9
17,12 (E) 67,95,39 4-pirridinol 27,0 52,9 60 261 210 750
17,15 (E) 80,95,81 2-etil-pirrol 12,0 235 50 217 70 250
17,18 (E) 93,81,59 4-hidroxifenilacetilcetona 17,0 33,3 9,0 39,1 8,0 28,6
17,32 (E) 79,93,107 Ment-3,8-dieno 7,0 137 30 130 40 14,3
17,39 (E) 69,41,70 2-etil-fenol 5,0 9,8 30 130 2,0 7.1
17,45 (E) 109,106,51 2,6-dimetil-1,3,7-octatetraeno 13,0 25,5 3,0 13,0 10,0 35,7
17,57 (E)  123,138,67 2-metoxi-5-metil-fenol 16,0 31,4 70 304 90 321
17,62 (E) 59,43,79 1-ciclopentil-etanona 12,0 23,5 4,0 17,4 8,0 28,6
17,88 (E) 91,92,119 Pinen-3-ol 5,0 9,8 30 130 2,0 7.1
17,92 (E) 145,117,115  2-metil-3-fenil-2-propenal 3,0 5,9 00 00 3,0 10,7
18,00 (E) 94,67,40 Metil-pirazina 8,0 15,7 2,0 8,7 6,0 21,4
18,95 (E) 80,81,53 3-metil-pirrol 9,0 17,6 10 43 80 286
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Frequéncia dos VOCs nas amostras de urina

((E)=observado apenas ap06s hidrdlise; Inc.= Incidéncia; Freq.= Frequéncia)

[Concluséo]

r "
Tempode  Espectro de Total (n=61) anltjf%?e Grupzﬂfzoss)ltlvo
retencao massas Possivel identidade (n=23)
Inc. Freq. Freq. Freq.
p Inc. Inc.
(minutos) lons (m/z) (23) (%) (%) (%)
19,00 82,54,39 Benzogquinona 12,0 23,5 10,0 43,5 2,0 7,1
19,30 91,119,120 2-metil-benzaldeido 3,0 5,9 0,0 0,0 3,0 10,7
19,67 109,95,110 3-hidroxipiridina 9,0 17,6 4,0 17,4 5,0 17,9
19,82 (E) 137,152,122 4-etil-2-metoxi-fenol 21,0 41,2 10,0 43,5 11,0 39,3
20,18 (E) 135,150,911 Dimetiletoxi-benzeno 10,0 19,6 3,0 13,0 7,0 25,0
20,72 (E) 135,150,911 Timol 23,0 45,1 9,0 39,1 14,0 50,0
21,34 (E) 135,150,107 3-metoxi-acetofenona 7,0 13,7 0,0 0,0 7,0 25,0
21,39 135,150,107  4-hidroxi-2-metilacetofenona 18,0 35,3 8,0 34,8 10,0 35,7
22,69 71,43,89 Benzenoacetonitrila 47,0 92,2 19,0 82,6 28,0 100,0
23,01 437189  Acido 2-metilpropanoico, butll 41 o 216 30 130 80 286
23,08 71,8943  Acidoz:metihpropancico, hexil 57 725 140 60,9 230 821
23,11 43,71,89 Hexil pentil éter 7,0 13,7 6,0 26,1 1,0 3,6

Partindo-se destes dados de incidéncias dos compostos nos dois grupos, o teste

chi-quadrado foi realizado e obteve-se valor p = 1,5x10"" quando todos compostos séo

avaliados e igual a 0,04 quando sdo desconsiderados aqueles com incidéncia

esperada < 5; Excluindo-se os compostos detectados apenas com o tratamento com

enzima, p= 1,1x10° quando todos compostos sdo avaliados e igual a 0,04 quando

excluidas incidéncias esperadas < 5, sugerindo, portanto, que o perfil de distribuicéo

de volateis nos dois grupos estudados é diferente. Alguns compostos apresentaram

incidéncia somente no grupo positivo, estando estes reportados na Tabela 20.

Tabela 20 - VOCs incidentes apenas nas amostras positivas de urina

Diferencas qualitativas nos VOCs- Urina

(E)=observado apenas apo6s hidrdlise

[Continua...]

Tempo de Espectro de Amost o Referéncia (se ja reportado
x mostras positivas em que o

retencao massas Possivel identidade P . a antes na literatura como
. - composto foi detectado . R

(minutos) lons (m/z) biomarcador do cancer)
6,68 59,43,42 2-butanol 4,5,6,8,11,12,13,14,16,18 BAUMBACH et al., 2011
7,90 43,57,29 2-butanona 2,3,8,9 BUSZEWSKI et al., 2008
8,15 43,71,41 Vinil butirato 3,4,5,9,13,18
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Diferencas qualitativas nos VOCs- Urina

(E)=observado apenas apds hidrélise

[Continuacéo]

Tempo de Espectro de Amost " Referéncia (se ja reportado
. mostras positivas em que o
retencao massas Possivel identidade P _ a antes na literatura como
. - composto foi detectado . .
(minutos) lons (m/z) biomarcador do cancer)
8,80 43,57,71 3-metil-hexano 5,6,9,21 HAKIM et al., 2011
10,04 39,68,40 Furano 9,10,21 -
10,11 (E) 55,42,39 2-metil-2-buteno 3,19,21,22 BAJTAREVIC et al., 2009
Acido etil carbdnico, metil
10,16 (E) 45,29,31 2,3,6 -
éster
10,29 69,41,43 3-penten-2-ona 3,4,6,16,19,21 -
SILVA; PASSOS; CAMARA,
10,75 43,57,71 3-hexanona 1,3,4,8,9,10,11,13,15,17,20,22
2012
11,76 55,43,97 4-hepten-2-ona 3,12,19 -
12,36 (E) 42,108,39 2,5-dimetil-pirazina 1,3,10,14 -
12,60 (E) 127,71,86 1,2,3-triazol 9,10,20 -
12,72 (E) 77,91,93 2,4,6-octatrienal 3,4,5,8,9,10,11,13,16,18,20 -
PHILLIPS et al., 2007b;
12,80 (E) 71,43,100 2,4-dimetil-3-heptanona 3,4,6,12,13,17,19,21,22
ARASARADNAM et al., 2014
13,06 81,53,110 2-propil-furano 3,10,13,20 -
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14, MOCHALSKI et al., 2013;
13,17 43,57,71 3-octanona
16,18,19,20,21 KHALID et al., 2015;
13,77 119,91,134 4-metil-acetofenona 10,19,13 -
14,76 (E) 73,69,55 3,7-dimetil-3-octanol 3,5,6,12,14,18,22 -
15,09 (E) 68,41,39 Metiltio-ciclopentano 3,14,18,19,22
SILVA; PASSOS; CAMARA,
15,56 (E) 107,108,77 4-metil-fenol 3,4,7,8,9,14,18,21
2011
15,75 (E) 137,152,109 3,4-dihidroxi-acetofenona 3,9,10,19 -
2,6-dimetil-1,3,5,7-
16,05 (E) 91,119,134 3,11,19 -
octatetraeno
SILVA; PASSOS; CAMARA,
17,92 (E) 145,117,115 2-metil-3-fenil-2-propenal 8,11,19

2011
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Diferencas qualitativas nos VOCs- Urina

(E)= observado apenas apo6s hidrélise

[Concluséo]

Tempo de Espectro de A . " Referéncia (se ja reportado
~ mostras positivas em que o
retencao massas Possivel identidade P _ a antes na literatura como
. - composto foi detectado . .
(minutos) lons (m/z) biomarcador do cancer)
19,30 91,119,120 2-metil-benzaldeido 3,5,22 -
21,34 (E) 135,150,107 3-metoxi-acetofenona 6,8,10,14,19,21 -

Outros volateis detectados apresentaram diferencas quantitativas quando em

comparacao com os dois grupos estudados, ressalta-se destes o fenol e 0 2,6-dimetil-

octen-7-o0l, incidentes em todas as amostras positivas e com resposta analitica

acentuada com relagéo aos controles. O teste U de Mann-Whitney foi aplicado para

os conjuntos de valores de areas obtidos para estes compostos, considerando-se a

extracdo do ion de maior intensidade no espectro, com o objetivo de se reconhecer a

diferenca estatisticamente relevante para estes dados nos dois grupos. A Tabela 21

resume estas informacgoes.

A Figura 29 mostra os cromatogramas sobrepostos para as amostras controle 3UC

e 4UC e positivas 3UP e 9UP, indicando a maior parte dos compostos diferenciados

encontrados nas amostras positivas, mas nao nas controle.

Tabela 21 - VOCs incidentes nos dois grupos estudados que apresentaram maior

resposta com relacdo ao grupo controle

Diferencas quantitativas nos VOCs- Urina -

(*=ion de quantificacdo; (E)=observado apenas apds hidrélise)

[Continua...]

Tempo de Espectro Amostras controle Referéncia (se ja
retencdo  de massas o . em queo Amostras positivas em que o reportado antes na
Possivel identidade . . Valor p )
. composto foi composto foi detectado literatura como
(minutos)  lons (m/z) ) .
detectado biomarcador do cancer)
ARASARADNAM et al.,
. 2014; FILIPIAK et al.,
8,96 44*,43,41 2,3-butanodiona 7 1,3,5,9,13,16,17,20,21,22,24,28 0,0023
2013; CAUCHI et al.,
2016
o 1,2,4,5,8,10,15,16, 1,3,4,6,8,9,10,11,13,14,16,18, ARASARADNAM et al.,
12,11 (E) 43*,58,41 Dimetil-diazeno 0,0196
17 19,20,22,24,27,28 2014
KUMAR et al., 2015;
Todas, exceto 10 e
14,15 (E) 94*,66,65 Fenol Todas 0,0039 HANAI et al., 2012b;

15

WANG et al., 2016
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Diferencas quantitativas nos VOCs- Urina - (*=ion de quantificacdo; (E)=observado apenas apds hidrélise) [Concluséo]

Tempo de Espectro Amostras controle Referéncia (se ja
retengcdo  de massas o ) em queo Amostras positivas em que o reportado antes na
Possivel identidade . . Valor p .
) 3 composto foi composto foi detectado literatura como
(minutos)  lons (m/z) . N
detectado biomarcador do cancer)
14,42 (E) 59%,41,43  2,6-dimetil-7-octen-2-ol 1,4,5,6,7,8,18,19 Todas 0,0004 KHALID et al., 2015;
kCounts] cfind &.5ms

%

] eyl e.5ms [
1 adnin e.sms [
prmmnscan e.sms 004

15 100 125 150 175 20

Figura 29 - VOCs com incidéncia registrada apenas em amostra positivas de urina.
Estéo sobrepostos os cromatogramas dos voluntarios 3UC (em vermelho), 4UC (em
verde), 3UP (em preto) e 9UP (em azul). Observacéo: os VOCs em 13,77 e 17,92

minutos ndo foram detectados nestas amostras em particular.

A Figura 30, captada em torno de 14,00 minutos nos cromatogramas
sobrepostos das amostras 4UC e 3UP, mostra a diferenca nas respostas obtidas para
0s compostos em 14,15 e 14,42 minutos que apresentaram incidéncia em ambos
grupos. Abaixo estdo os espectros de massas obtidos nestes tempos, na amostra e

aquele de referéncia da NIST.
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Figura 30 - Em (A), cromatogramas sobrepostos mostrando a diferenca nas
respostas nos picos em ~14,15 e 14,42 minutos (setas indicando) nas amostras
positiva 3UP (em preto) e 3UC (em vermelho). Abaixo, espectros obtidos para os
tempos ~14,15 (B) e 14,42 minutos (C), respectivamente, seguidos dos espectros de

referéncia para os possiveis compostos fenol (D) e 2,6-dimetil-octen-2-ol (E).

4.3. Consideracfes

E importante destacar que todas substancias aqui reportadas estéo passiveis
de interpretacdes errbneas do espectro de massas, por isso, ndo € raro pico em

tempos de retencédo diferentes serem identificados como substancias equivalentes, ou
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entdo como substancias que mais tarde se mostrarao discordantes com aquele tempo
de retencdo, ou que mesmo na pratica possuirdo um espectro diferente daquele tido
como referéncia pela biblioteca. A atribuicdo de compostos é um processo que contém
subjetividade, por isso mesmo se faz importante a anélise de um namero consideravel
de amostras, é uma forma de coletar mais indicios da identidade de um dado
composto. Além disso, ndo ha como excluir totalmente a hipétese de que certos
compostos sejam de fonte exdgena, algo que s seria conclusivo caso experimentos
totalmente controlados fossem realizados.

Acetonitrila, metacroleina, alcool benzilico e limoneno sdo compostos associados
a um maior questionamento por parecerem ser de origem exdgena. Apesar disso,
estudos em amostras biologicas e Headspace de células cancerosas ja apontaram
acetonitrila, metacroleina e limoneno como estando relacionados com o cancer diante
de expressivas variacbes em suas concentracdes quando comparadas as amostras
controle. Assim, ainda € necessario compreender se existe meio de producdo ou
transformacdo enddgena que reflita na presenca dessas substancias ou similares.
Acredita-se que o limoneno, em particular, possa também ser produzido
endogenamente pela transformacédo do geranil pirofosfato (ou geranil difosfato), ou
ainda por outros processos envolvendo degradacdo dos prenil-lipidios. No mais, a
deteccdo de compostos como estes em um grupo particular pode também estar
associado a uma deficiéncia em sua metabolizacao.

Em adic&o, o composto associado como sendo a 4-metil-2-heptanona na realidade
tem como primeira sugestéo da biblioteca a trifluormetilacetamida ou seus similares e
isto levou a considerar, dentro do grupo positivo, a existéncia de alguma fonte
contaminante comum aos individuos, ou entdo ao uso nao relatado de medicamentos
contendo o grupo trifluormetil, como antidepressivos. Contudo, sua grande incidéncia
neste grupo especifico é algo que contraria esta hipotese, sendo mais razoavel
relacionar isto como um caso de nao conformidade com espectros de referéncia.

Das amostras positivas analisadas, duas eram pertencentes a individuos que ja
tinham se sujeitado a remocéo cirargica do tumor (3SP e 4SP). Nestas, a incidéncia
de compostos diferenciados era bem inferior, mas ainda assim existente. Algumas

pesquisas constataram a presenca dos marcadores mesmo em individuos operados
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(POLI et al.,2005; PHILLIPS et al., 2007b; PHILLIPS et al., 2008), as hipbteses para
esta condi¢do incluem: que a excisdo nao removeu o tumor em toda sua extenséo,
havendo ainda resquicio de atividade tumoral; que o marcador pode estar associado
a um gendtipo de risco relacionado a carcinogénese; ou ainda, que mesmo apdés a
excisao, o metabolismo celular permaneceu alterado.

Quanto a busca por marcadores especificos da neoplasia, nao foi possivel inferir
guais compostos seriam caracteristicos de determinado tipo de neoplasia, ndo sé
porque o grupo estudado é pequeno, mas também porque todos o0s estudos presentes
na literatura séo realizados apenas com um tipo de neoplasia, assim, uma verificagao
em diversos artigos cientificos permite notar que um mesmo composto é proposto
como marcador “especifico” de diferentes tipos de cancer, mas isto provavelmente
deve-se a escolha do grupo estudado como associado a um tipo determinado de
tumor, ndo excluindo, portanto, que estes marcadores sejam gerais para atividades
tumorais.

Em uma outra abordagem, a Tabela 22 tem por objetivo comparar compostos
com maior incidéncia em amostras de suor de individuos com cancer com o que ja foi
reportado na literatura, relacionando tipos especificos de neoplasia. Com isso nota-
se que nem o0s estudos existentes sdo concordantes, nem os compostos indicados

permitiram segregar os voluntarios por tipo de neoplasia de forma concisa.

Tabela 22 - Outros compostos do suor com maior incidéncia no grupo positivo e

registros na literatura os associando a um tipo de neoplasia

VOCs marcadores, por neoplasia [Continua...]

Adenocarcinoma de pulmé&o

Substéancia distinta reportada em Tempo de retencéo

Voluntario . Referéncia Amostra
outros estudos (minutos)
. FILIPIAK et al., Headspace de cultura de
1sp 6-Metil-3-heptanona 13,07 2013 células, ar exalado, tecido
FILIPIAK et al., Headspace de cultura de
. 2013 células, ar exalado, tecido
esp 2-Metil-1-penteno 744 FILIPIAK et al., Headspace de cultura de
2010 células

(*) Maior incidéncia em amostras positivas, mas também detectados em amostras controle
SP= suor positivo; CEC=carcinoma de células escamosas; (S)= encontrados apenas no suor
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VOCs marcadores, por neoplasia [Concluséao]

Adenocarcinoma de pulméo

Substéancia distinta reportada em Tempo de retencéo

Voluntario . Referéncia Amostra
outros estudos (minutos)
FILIPIAK et al., Headspace de cultura de
2013 células, ar exalado, tecido
9SP Hexanal 11,00 RUDNICKA et Ar exalado
al., 2014
FILIPIAK et al., Headspace de cultura de
2010 células
Adenocarcinoma gastrico
BHATT et al., Plasma
2015
. BUSZEWSKI et .
Dissulfeto de carbono (S) 6,70 al., 2008 Tecido
7SP KUMAR et al.,
2015 Ar exalado
KUMAR et al.
. )
Heptanal (S) 8,91 2015 Ar exalado
KUMAR et al.,
Fenol (S) 14,23 2015 Ar exalado
. . . KUMAR I
10SP Esteres de acido hexanoico (S) 16,12 € 21,13 v 2015et ak Ar exalado
. . . KUMAR I
12SP Esteres de acido hexanoico (S) 16,12 e 17,80 v 2015et ak Ar exalado
CEC de cabeca e pescogo
3SP (operado) 3-Metil-hexano (S) 8,91* HAKzlgﬂlit al. Ar exalado
4SP (operado) 3-Metil-hexano (S) 8,92* HAKzlgﬂlit al. Ar exalado
11SP Limoneno (S) 13,77 HAKIM et al, Ar exalado
2011
Préstata
20SP 2,2-dimetil-decano 15,69 PEl\lz(gleé)t al., Ar exalado
21SP, 24SP, 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 14,48 KHALID et al, Urina
2015
27SP, 28SP, PENG et al
. “
31SP Tolueno 10,44 2010 Ar exalado
225P 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 14,48 KHALID et al, Urina
2015
Rim
WANG et al., )
23SP-25SP Fenol 14,17 2016 Urina

(*) Maior incidéncia em amostras positivas, mas também detectados em amostras controle
SP= suor positivo; CEC=carcinoma de células escamosas; (S)= encontrados apenas no suor

4.4, Comparacdo: Suor e Urina

Embora uma das intencfes de se estudar outro tipo de amostra fosse verificar
se 0S mesmos compostos estariam presentes em ambas, € mais provavel que o

conjunto de volateis presentes no suor e urina sejam consideravelmente divergentes
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guanto a sua composicao. Os compostos identificados em ambas amostras foram
classificados de acordo com o grupo funcional dominante, a Tabela 23 e a Figura 31
seguintes mostram a distribuicdo observada.

Embora o estresse oxidativo seja apontado como principal via de formacgao das
substancias questionadas é necessario considerar as reacdes metabdlicas
subsequentes que podem estar envolvidas, o que determina a distribuicdo destes
compostos nas diferentes matrizes. De modo geral, compostos mais apolares podem
ser encontrados em maiores concentracdes no ar exalado do que em outras matrizes,
sendo compostos volateis e de baixa solubilidade no sangue, essa parece ser uma
via de eliminagéo importante, podendo colaborar para o fato de que alcanos, lineares
e ramificados, serem apontados mais frequentemente como marcadores do cancer
nesta matriz. Ja as espécies oxidadas poderiam ser esperadas de forma mais

expressiva nas matrizes aquosas, como urina e também suor.

Tabela 23 - Distribuicdo de VOCs de acordo com a classe quimica, no suor e urina

Amostra Suor Urina

N° de compostos (incidéncia 2 3) 52 96

Hidrocarbonetos 20 20

Alcoois 9 20

Cetonas 6 19

Aldeidos 9 4

VNCs* 1 16

VSCs ** 1 6

Acidos 4 4

Esteres 1 2

Eteres 0 2

Outros 1 3
Correspondentes 9
Hidrélise-dependentes 56

(*) VNCs: compostos volateis de nitrogénio
(**) VSCs: compostos volateis de enxofre
“Outros”: compostos de grupo funcional misto

b

Com relacdo a porcentagem total, enquanto no suor sdo mais recorrentes

hidrocarbonetos e moléculas oxidadas simples, na urina é presente um nimero maior
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de componentes, de classes quimicas mais variadas. Compostos aromaticos,
contendo enxofre e nitrogénio, mais incidentes na urina, estdo associados a
metabolizacdo de aminoacidos ou compostos de origem vegetal (derivados fendlicos
gue podem ser provenientes da degradacdo da tirosina ou fenilpropanoides) e
também medicamentos, justificando sua presenca associada a rota de eliminagao.
Outros também séo elencados como metabdlitos da atividade de bactérias que
compdem o microbioma gastro-intestinal e das vias urinarias (indol, pirazinas e
derivados do furano) (SCHULZ; DICKSCHAD, 2007) sendo razoavel admitir a
presenca de muitos destes compostos em maior concentragao na urina, e talvez néo-

detectaveis no suor.

Composicdo de VOCs nas matrizes Composi¢éo de VOCs nas matrizes
(por nimero de compostos) (por porcentagem geral)

BSuor
AUrina

Figura 31 - Gréficos de distribuicdo de VOCs segundo a classe quimica, de acordo com
(A) numero de compostos, (B) frequéncia no nimero total de VOCs, por matriz. (*) VNCs:

compostos volateis de nitrogénio; (**) VSCs: compostos volateis de enxofre.

A Tabela 24 traz os compostos encontrados como equivalentes, detectados no

suor e urina.
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Tabela 24 - VOCs correspondentes nas amostras de suor e urina

Amostra  Suor Urina
Tempo de Frequéncia Frequéncia
. Espectro de Espectro de
retencao ) ) total nas ) ) total nas
o Possivel identidade massas Possivel identidade massas
médio amostras amostras
(minutos) fons (m/z) (%) fons (m/z) (%)
7,88 2-butanona 43,57,29 95,3 2-butanona 43,57,29 9,8
8,85 3-etil-pentano 43,71,41,70 45,9 3-metil-hexano 43,57,71 68,3
9,50 2-pentenal 55,84,80,41 8,2 Pentanal 44,58,57 68,3
10,16 3-metil-1-butanol 55,42,43,41 4,9 2-metil-2-buteno 45,29,31 7,3
10,96 Hexanal 43,44,56,84/81 31,1 Hexanal 44,56,41 41,5
13,86 2-etil-1-hexanol 57,41,43,55 52,5 2-etil-1-hexanol 57,41,43 95,1
14,15 Fenol 94,66,65,39 19,7 Fenol 94,66,65 95,1
14,42 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 59,43,55,69 19,7 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 59,41,43 73,2
14,77 2-metil-3-decanol 69,73,55,57 49 3,7-dimetil-3-octanol 73,69,55 17,1

O suor € uma matriz, que devido aos mecanismos de incorporacao de
substancias neste fluido presentes, corresponde-se melhor com o sangue, mas
possuindo uma maior janela de deteccdo. Assim, neste tipo de amostra sao
encontradas majoritariamente moléculas em sua forma inalterada. Por outro lado, a
urina possui substancias, em grande parte, na forma de metabalitos. Aplicando estes
conceitos aos compostos estudados, € razoavel apontar evidéncias de que 0s
compostos detectados no suor possam estar sendo eliminados na urina também como
metabalitos. A principio, a verificacdo da propria extensao do processo de conjugacao
dos compostos organicos originalmente volateis € um indicativo de que os VOCs,
mesmo que considerando sua origem enddgena, passem por processos de
transformacéao diversos.

Evidéncias demonstram (MOCHALSKI et al., 2013; HAKIM et al., 2012) que,
uma vez no organismo, aldeidos, por um processo comum, possam ser convertidos
em acidos carboxilicos por acdo da enzima aldeido-desidrogenase.

Compostos diferenciados encontrados na urina como 3-octanona e 2-
pentanona podem, respectivamente, corresponder a converséo de octanal e hexanal-
aldeidos derivados da peroxidacao lipidica e detectados no suor- a acidos carboxilicos
(acido hexanoico e octanoico), sofrendo entao reagao de B-oxidagéo, que os converte
em corpos cetbnicos (MOCHALSKI et al., 2013; WALKER; MILLS, 2014). Desta
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maneira, a auséncia da deteccéo destes aldeidos na urina pode se dever ao fato de
gue nesta matriz apresentam-se majoritariamente na forma transformada.

O composto 2-etil-1-hexanol também foi detectado nas amostras de urina e
embora sendo uma molécula pouca complexa, ao que se indica, estava presente na
forma de glicuronideo na amostra. Como este composto apresentou-se como
potencial marcador, distinto com relagdo as amostras positivas e controle no suor,
avaliou-se se este apresentava resposta aumentada para as amostras positivas
nestas amostras de urina, no entanto, diferencas significativas ndo puderam ser
constatadas.

Alcoois podem passar por reacdes mediadas pelas enzimas alcool-
desidrogenase e Citocromo P450 a aldeidos, que, por sua vez podem ser convertidos
a acidos carboxilicos. A alcool-desidrogenase demonstra apresentar atividade
significativamente maior em tecidos tumorais, podendo ser responsavel pela rapida
conversao de alcoois secundarios a acidos carboxilicos, e destes a cetonas.
Aparentemente € o caso do composto citado, 2-etil-1-hexanol, que no organismo
mostrou que pode convertido em acido graxo pela acdo da enzima alcool
desidrogenase seguida de oxidacdo promovida pela aldeido-desidrogenase,
chegando, por reagao de B oxidacdo, a forma de metabdlito 2-heptanona e/ou 4-
heptanona (WALKER; MILLS, 2001).

Quanto a 4-heptanona, esta € uma substancia que se apresentou muito recorrente
nas amostras de urina, correspondendo ao tempo de retencédo ~11,86 minutos. Sua
frequéncia total nas amostras foi de 98,0% e de 100% no grupo positivo. Uma
abordagem diferente pode ser feita se forem consideradas as somas de [4-
heptanona]+[2-etil-1-hexanol] em ambos grupos pesquisados, com isto em
consideracao observa-se que, em grande parte dos casos, o total correspondente faz
superar em muito 0 mesmo valor para as amostras controle, mesmo assim, uma
analise mais minuciosa deve ser conduzida quanto a deducdo de quais compostos
seriam metabdlitos de outros reportados e, ainda, se a mesma via de transformacéo
seria a favorecida para os dois tipos diferentes de grupos estudados.

Dos compostos apresentados na ultima tabela destacam-se fenol e 2,6-dimetil-7-

octen-2-ol, ambos, para ambas amostras, apresentados como potenciais

98



biomarcadores. No caso da urina, embora dependentes de processo de hidrélise para
sua deteccao, podem ser apontados como marcadores ainda mais consistentes, pois
foram detectados, em niveis superiores, para todas amostras positivas analisadas.
N&o foram constatadas diferencas significativas em algumas condi¢des avaliadas,
tais como a idade, o uso de medicamentos, consumo de alcool ou tabaco. E possivel
gue para tanto seja necessaria a avaliacdo de um numero maior de amostras

associadas com condi¢des especificas para permitir estabelecer tais correlacées.

4.5. Selegéo e confirmagao de marcadores

Foram adquiridos os padrdes analiticos referentes aos potenciais
biomarcadores aqui reportados. Foi possivel verificar a concordancia do tempo de
retencéo e do espectro de massas para 12 compostos, cujos padrdes se encontraram
disponiveis. Para todos compostos testados os tempos de retencdo foram
correspondentes, com variag0es inferiores a 1%. Mais detalhes e o conjunto de

marcadores selecionado encontram-se na seg¢éo 3.2.2. do Capitulo IV.

5. CONCLUSOES

A etapa de otimizacdo de método mostrou-se de grande importancia para
realizar as analises das amostras reais. Embora técnicas mais sofisticadas de
extracdo e amostragem de volateis possam ser utilizadas, a técnica de Headspace é
muito simples, rapida e de baixo custo.

Apesar de o numero de amostras analisadas ndo ser elevado, o estudo pode
oferecer perspectivas sobre a utilizacdo de VOCs como biomarcadores. O método
desenvolvido provou ser capaz de fornecer um perfil cromatografico para volateis em
amostras de suor e alguns dos compostos detectados mostraram concordancia com
a literatura. Para a amostra de urina € possivel derivar a mesma concluséo, além
disso, a etapa de tratamento com a enzima [-glucuronidase mostrou-se importante
para que um numero muito maior de substancias pudesse ser detectado

(especialmente moléculas mais apolares, contendo ciclos e anéis aromaticos).
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Com o que foi demonstrado até o momento o suor provou ser uma matriz
adequada para investigacdo de VOCs, parecendo razoavel assumir que a deteccao
de compostos como: dissulfeto de carbono, 2-butenal,1,3-butanodiol, 3-metil-hexeno,
pentanal, 4-metil-2-heptanona, heptanal, octanol, octanal, limoneno, 1l-undeceno,
fenol, 2,6-dimetil-7-octen-2-ol, trimetil-decano/tridecano e, sobretudo, 2-etil-1-hexanol
pode ser util para distinguir as amostras de suor dos grupos de individuos estudados,
também, os niveis de hexanal, 2-decen-1-ol ou nonanal e dodecanal ou decanal
mostraram estar relacionados com a presenca do tumor.

Diferencas nos perfis de volateis também foram constatadas no caso da urina,
embora muitos compostos nesta detectados sejam diversos daqueles apresentados
no suor. Entretanto, dois compostos, incidentes em todas amostras positivas: fenol e
2,6-dimetil-7-octen-2-ol, também detectados no suor, apresentaram-se em

concentragfes muito superiores as observadas nas amostras controle.
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CAPITULO IV- VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DE MARCADORES
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1. INTRODUCAO

1.1. Anélise GC-FID

O detector por ionizacdo de chama (FID) é o detector mais comum em
cromatografia gasosa, € ndo-especifico, possuindo larga aplicabilidade e baixo custo
em relacdo aos demais. A deteccdo se baseia na pirélise dos compostos eluidos da
coluna por uma chama de hidrogénio, alimentada com ar sintético. Este processo leva
a ionizacado da maioria dos compostos, os quais séo coletados e medidos em termos
de corrente elétrica- o que fornece a resposta analitica. Possui larga faixa linear, baixo
ruido, alta robustez e baixa necessidade de manutencdo. No entanto, pode nao
oferecer grande sensibilidade a compostos altamente oxigenados ou funcionalizados
(SKOOG et al., 2006). E também um aparelho compativel com a anélise de amostras
com maior percentual de agua, diferente do espectrometro de massas, em que a agua

tende a danificar o sistema.

1.2. Validacao analitica

A validacéao pode ser entendida como uma avaliacdo sistematica de um método
analitico. Esta compreende uma série de ensaios experimentais realizados com o
intuito de verificar se 0 método atende as exigéncias para as aplicagdes as quais se
destina, no proposito de assegurar resultados confiaveis. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao regulador, dispde definicdbes e os requisitos
necessarios para validacdo de métodos bioanaliticos, descritos na resolucdo RDC n°

27, de 17 de maio de 2012. Sao definicdes a serem consideradas:

1.2.1. Definicdes

- Amostra branco: amostra isenta de analitos;

- Amostra zero: amostra branco adicionada do Pl apenas;

- LD: limite de deteccdo, menor concentracdo que pode ser detectada pelo
método, ndo necessariamente quantificavel,

- LIQ: limite inferior de quantificacdo, menor concentracdo que pode ser

guantificada pelo método (menor e primeiro ponto que deve compor a curva analitica);
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- LSQ: limite superior de quantificacdo, maior concentracdo quantificada pelo
método (maior ponto que deve compor a curva analitica);

- CQB: controle de qualidade baixo (amostra de controle de qualidade de baixa
concentracdo), amostra fortificada a uma concentracéo até 3 vezes a do LIQ;

- CQM: controle de qualidade médio (amostra de controle de qualidade de média
concentracdo), amostra fortificada em concentracdo préxima a média dos limites
inferior e superior de quantificaco;

- CQA: controle de qualidade alto (amostra de controle de qualidade de alta
concentragdo), amostra fortificada a concentragdo de 75 a 85% do valor de
concentragéo do LSQ.

Sao parametros a serem avaliados:

1.2.2. Seletividade

Diz respeito a avaliacdo da interferéncia causada por outras espécies que
produzem resposta na amostra. A seletividade garante que ndo haja equivocos quanto
a identificacéo do pico do analito em uma amostra complexa. A ANVISA estabelece
para esta avaliacdo que sejam comparadas as analises de 6 amostras provenientes
de fontes distintas. Os picos interferentes proximos ao tempo de retencédo do
composto de interesse devem possuir respostas inferiores a 20% quando em
comparacao com a resposta do analito em concentracdo correspondentes ao LIQ e

inferiores a 5 % quando em relacdo com a resposta do padrao interno (PI).

1.2.3. Efeito residual ou carry-over

Avalia a interferéncia de resquicios, eventualmente presentes no sistema,
provenientes das analises anteriores na presente analise.

Para tal avaliacdo, devem ser feitas inje¢cdes seguidas de uma mesma amostra
branco (tida como isenta dos analitos a se determinar), uma vez antes e mais duas
vezes apods a analise de amostras correspondentes ao LSQ, de modo que, residuos
observados na mesma regido dos compostos de interesse devem possuir resposta
inferior a 20% do LIQ e 5% do PI.
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1.2.4. Linearidade e curva analitica

Este parametro relaciona-se com a capacidade do método de fornecer respostas
gue sao diretamente proporcionais as concentracdes dos analitos nas amostras, para
uma dada faixa de aplicacao. A linearidade é avaliada de acordo com a construcdo da
curva analitica, a qual deve ser avaliada em triplicata e conter no minimo 6 pontos
(correspondentes a diferentes concentracdes distribuidas de forma equilibrado no
intervalo), além das amostras branco e zero. A curva deve ser feita aplicando-se a
mesma matriz biolégica do estudo e as concentracdes tedricas devem ser plotadas
versus as referidas proporcdes area do analito / area do padréo interno. A regressao
linear é indicada para obtencédo da equacao da reta e o coeficiente de determinacgéo
associado (R) néo deve exceder o valor de 0,99.

1.2.5. Efeito matriz

Este parametro tem relagdo com a afinidade do analito pela matriz biologica em
guestao, o que se relaciona com as propriedades fisico-quimicas de ambos. Indica-se
a analise de 6 amostras branco de fontes distintas, processadas e entdo adicionadas
dos analitos, a concentracdes correspondentes ao CQB e CQA, e PI. Tais ensaios
deverdo ser comparados com analises de solucdes de analitos e Pl em concentracdes
correspondentes. Para cada amostra o fator de matriz normalizado por Pl (FMN) deve
ser calculado conforme a Equacéao 6, e os referidos coeficientes de variacao (CV) nao

devem exceder 15%:

FMN= Resposta do analito em matriz/Resposta do PI em matriz

- Resposta do analito em solu¢do/Resposta do PI em solucio

(Equacéo 6)

1.2.6. Precisao

Refere-se a proximidade entre os resultados obtidos para reproducdes de um
ensaio. A ANVISA preconiza a avaliacdo da precisdo nas concentracfes equivalentes
ao LIQ, CQB, CQM e CQA. E averiguada a preciséo intra-corrida (com relacéo as 5
replicatas analisadas na mesma corrida analitica) e inter-corrida (com relacdo a

replicatas correspondentes a corridas realizadas em 3 dias distintos). Este parametro
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€ expresso em termos do DPR (desvio padréo relativo) ou coeficiente de variacéo

(CV%), calculado de acordo com:

Desvio padrio

CV% = x 100 (Equagéao 7)

Concentracdo média experimental

Sao admitidos valores de CV até 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite o
desvio de 20%.

1.2.7. Exatidao

Refere-se a concordancia entre os valores de concentracdo experimental obtidos a
partir do emprego do método e o valor tedrico. De forma similar a precisao, deve ser
calculada intra-corrida e inter-corrida, considerando os valores LIQ, CQB, CQM e
CQA. E expressa segundo o EPR (erro padréo relativo) (Equacao 8):

Concentragio média experimental—Concentragiao nominal

EPR=

Valor nominal X100 (Equa(;ao 8)
Para os quais sao admitidos valores até + 15% do valor nominal, e até + 20%,

exclusivamente para o LIQ.

1.2.8. Estabilidade

Este ensaio permite avaliar se o analito apresenta-se estavel sob certas condicbes
simuladas, exigidas nos processos que compreendem 0s experimentos. Devem ser
avaliadas:

) Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento (as amostras
preparadas devem ser submetidas ao mesmo numero de ciclos de congelamento e
descongelamento imposto as amostras reais);

Il) Estabilidade de curta duracdo (determinada para amostras antes de

processadas, mantidas sob condi¢cGes idénticas as impostas para as amostras do
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estudo durante os experimentos e por periodo acima do demandado para este
processo);

lIl) Estabilidade de longa duracdo (simulada para o periodo total em que as
amostras do estudo permaneceram armazenadas, sob as mesmas condi¢des a estas
aplicadas);

IV) Estabilidade pés-processamento (refere-se a amostras ja processadas, que
devem se apresentar estaveis por periodo superior ao demandado durante condicbes
reais da analise);

V) Estabilidade da solucéo do analito e do PI (reproduzindo as condi¢gbes de
periodo e temperatura de armazenamento das solugdes utilizadas).

Para todos ensaios devem ser consideradas amostras fortificadas nos niveis do
CQB e CQA, em 3 replicatas e estes devem ser comparados com os valores tedricos
de concentracdo. Sao admitidos desvios da média das concentracfes obtidas com
relacdo ao valor nominal de até + 15%. Com relacdo a estabilidade das solucdes-
padrao devem ser comparadas 3 replicatas de amostras das solucdes-estoque (de
maior concentracdo, adequadamente diluidas para este propdsito) e das solucdes de
trabalho (a de menor concentracéo), a comparacao para calculo do desvio deve ser
feita com base nas respostas obtidas para solu¢cdes do analito e Pl recém-preparadas.

Neste caso os desvios admitidos sdo de até 10%.

2. OBJETIVOS

- Desenvolver um método HS-GC-MS simples, configurado para determinacédo dos
marcadores definidos nas amostras;
- Validar o método a fim de estabelecer um procedimento padrdo para a aplicacdo nas

amostras, avaliando sua adequabilidade e atendimento aos parametros de validacao.

3. METODO

3.1. Materiais e reagentes

Padrdes analiticos (pureza >99%) de 2-etil-1-hexanol, pentanal, octanal, heptanal,

-(-) limoneno e dodecanal (todos em volume de 1 mL) foram adquiridos da Sigma-
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Aldrich (EUA), assim como, nonanal 95% (1 mL), hexanal 98% (2 mL), decanal = 98%
(25 g) e 1-undeceno 99% (1 mL), tridecano 99% (1mL), 1-heptanol 99% (1mL),
docecano 99 %. Dihidromircenol (2,6-dimetil-7-octen-2-ol) 99% (1000 g) foi obtido da
Sigma-Aldrich, e fenol 99,5% (1000 g) da Synth (Brasil). Seringa gas-tight de 2,5 mL
foi obtida da SGE (Austrdlia).

Os demais materiais empregados séo descritos na secdo 3.1. do Capitulo II.

3.2. Metodologia experimental

3.2.1. Preparo de solugdes

A) Solugdes de mistura de marcadores- Suor

Para o preparo da solucbes-padrdo de estoque (1 mg mL?), partiu-se dos padrées
adquiridos dos compostos puros. No caso dos padrdes liquidos a temperatura
ambiente (pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal, decanal, 2-etil-1-hexanaol,
2,6-dimetil-7-octen-2-ol, limoneno, 1-undeceno e tridecano), baseando-se nos valores
de densidade destes respectivos compostos, foi calculado o volume aproximado a ser
coletado como sendo o equivalente a 10 mg. No caso do fenol, este foi pesado em 10
mg em um béquer de 5 mL e solubilizado em 1 mL de hexano HPLC com auxilio de
banho ultrassom (a temperatura ambiente, por 10 minutos), para ap0s compor a
solucéo final de mistura dos marcadores. Em um baldo volumétrico de 10,00 mL,
previamente enchido até a metade com o solvente hexano, 0s volumes
correspondentes foram sucessivamente adicionados. O volume do baldo foi
completado, o menisco ajustado e o frasco foi tampado e agitado manualmente para
promover a solubilizacdo dos compostos, dando origem a solugcdo 1 mg mLt. Desta
Gltima solucéo, transferiu-se 100 puL para novo baldo volumétrico de 10,00 mL,
posteriormente ajustado em volume com hexano. Esta solucéo foi homogeneizada no
baldo, produzindo-se assim uma solugcdo 10 pg mL. Por Gltimo, empregando-se o
mesmo procedimento, a solucédo de 1 ug mL* foi produzida, pela diluicido em 10,00

mL de 10 pL coletados da solucédo anterior de 1 mg mL™2.
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B) Solucbes de mistura de padrdes internos- Suor

Uma mesma sequéncia de diluicdes foi empregada para preparacao de solugcbes
1 mg mLt e 10 pg mL? de mistura apenas de heptanol, dodecano e dodecanal
(padrdes liquidos).

C) Solucdes de mistura de marcadores- Urina

10 mg de fenol foram pesados, diluidos em 1 mL de hexano e adicionados a um
baldo de 10,00 mL, contendo solvente até aproximadamente sua metade. Em seguida,
0 volume equivalente a aproximadamente 10 mg de 2,6-dimetil-7-octen-2-ol foi
adicionado a este baldo, o mesmo foi entdo completado de solvente e agitado, dando
origem a uma solucdo 1 mg mL* destes analitos. Desta mesma solucdo, 1 mL foi
recolhido e diluido para 10,00 mL em procedimento equivalente ao anterior,
produzindo uma solucdo 100 pg mL*. Da primeira solucéo (solucdo estoque de 1 mg
mL-1), também 100 uL foram pipetados e diluidos em 10,00 mL de solvente, levando
a uma solucéo 10 pg mL*t e, por fim, 10 yL da solucdo estoque diluidos para igual

volume de hexano deram origem a solucdo 1 ug mL™.

D) Solucbes do padréo interno- Urina

Uma mesma sequéncia de diluicdes foi empregada para preparacao de solucdes

1 mg mL? e 10 ug mL* de heptanol, apenas.

Todas as solucdes foram preparadas para uso imediato e foram armazenadas
em frasco de vidro e vedados com tampa de rosca que foram envolvidas com Parafilm,
o corpo dos frascos foi envolvido com papel aluminio e estas solucdes foram
armazenadas a - 20°C. As solucdes foram manuseadas cuidadosamente durante os
experimentos, precavendo-se de perdas por evaporagcao e exposicao a luz. A Tabela
25 indica os padrdes utilizados e os volumes equivalentes a 10 mg, conforme citado

anteriormente.
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Tabela 25 - Compostos de interesse- densidade e solubilidade

Compostos de interesse Densidade equil\?aiggte a Solubilidade em agua a 25 °C
(gmL™) (ub) (mg L™ agua)
Pentanal 0,806 12,41 11700
Heptanal 0,809 12,36 1250
Octanal 0,820 12,20 560
Limoneno 0,842 11,88 7,57
2-Etil-1-hexanol 0,833 12,00 880
1-Undeceno 0,760 13,16 0,000794
Fenol 1,070 - 82800
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 0,837 11,95 252,2
Tridecano 0,756 13,23 0,0047
Hexanal 0,815 12,27 6000
Nonanal 0,827 12,09 96,000
Decanal 0,830 12,05 0,00156
Dodecano 0,750 13,33 0,0037
Heptanol 0,822 12,17 1670
Dodecanal 0,831 12,03 4,64

*Fonte de dados: PubChem (base de dados livre online- National Center for Biotechnology Information)

A baixa solubilidade em dgua de grande parte dos analitos deste estudo justifica
0 emprego do solvente apolar hexano, uma vez que, mesmo 0S compostos mais
soliveis em agua, quando preparados neste solvente, produziam solucbes de
baixissima estabilidade e, portanto, nas analises forneciam baixas respostas para 0s
analitos e auséncia de reprodutibilidade nos ensaios.

Para o procedimento de validacdo, solucbes recém-preparadas de suor
artificial, cloreto de sédio 300 g L, tampéo fosfato pH 6,8 e solu¢édo 20 KU mL-* de B-

glucuronidase foram empregadas, conforme descrito pelo Capitulo Il, secdo 3.2.1.

3.2.2. Selecédo de analitos e padrdes internos

Os analitos neste capitulo do estudo referem-se aos potenciais biomarcadores,
selecionados com base nos resultados obtidos no capitulo anterior. Os critérios

utilizados para esta selecdo foram:
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- Compostos que permitiram diferenciacao estatisticamente relevante entre os grupos
positivo e controle de amostras (por distingao qualitativa ou quantitativa);

- Compostos avaliados como incidentes em um maior nimero de amostras;

- Compostos que puderam ter a identidade confirmada pela andlise dos padrbes
adquiridos, através da correspondéncia quanto ao espectro de massas e ao tempo de
retencédo do composto detectado nas amostras;

- Compostos ja reportados como associados ao processo de carcinogénese por

estudo anterior.

Os padrdes internos foram atribuidos em conformidade:

- Compostos avaliados como ausentes nas analises compreensivas de todas as
amostras estudadas;
- Com a disponibilidade comercial destes compostos;
- Com referéncia a classe quimica a qual os marcadores em questdo pertencem. A
fim de que possam, de forma mais eficiente o possivel, corrigir os erros associados a
injecdo da fase gasosa, perdas por evaporacao e interagcdo com a matriz. Isto por
possuirem propriedades fisico-quimicas mais correspondentes, conferindo
coeficientes de particdo para fase gasosa proporcionais aos dos analitos e relacoes
de afinidade com a matriz provavelmente similares, podendo corrigir alteracdes na
composicao da amostra biologica (pH, percentual de agua e lipofilico etc).

Com base nisso, 0 conjunto de compostos selecionado para a etapa de

determinacdo de marcadores nas amostras esta mostrado na Tabela 26.
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Tabela 26 - Marcadores selecionados e respectivos padrdes internos

Observagao
Suor Urina

Analito (marcador) n° CAS Estrutura quimica Padré&o interno n° CAS Estrutura quimica

+

N

- Pentanal 110-62-3
- Hexanal 66-25-1

- Heptanal 111-71-7

H
\/\)%o
\/\/YO
MO o
Dodecanal 112-54-9 WW
o H
. Octanal 124-13-0 \/\/\/\( (aldeidos)
H H
\/\/\/\)%

- Nonanal 124-19-6
o

o
- Decanal 112-31-2

- 2-Etil-1-hexanol 104-76-7

H
Ho/\C\/\
GG NN
N Fenol 108-95-2 OH@ Heptanol 111-70-6 OH
(&lcoois)
M
HO

N 2,6-Dimetil-7-octen-2-0l  18479-58-8

- Limoneno 5989-54-8 —@—<

- 1-Undeceno 821-95-4 N NSNS Dodecano 112:40-3 NN

(hidrocarbonetos)

- Tridecano 629-50-5 SN NN

+ Observado apenas nas amostras positivas
N Observado com resposta aumentada nas amostras positivas

3.2.3. Método HS-GC-FID

Para escolha do método cromatografico mais adequado, foram testados nove
conjuntos de parametros diferentes, baseados no método GC-MS anteriormente
aplicado as amostras. Os critérios avaliados foram: obtencédo de melhor resolucéo e
separacao dos picos dos analitos, minimizacao de interferentes nas proximidades dos
tempos de retencéo dos compostos de interesse e menor tempo de analise requerido
considerando os critérios anteriores.

As anadlises foram realizadas em cromatografo em fase gasosa 7890A, da

Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA), associado a amostrador automatico GC
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Sampler 80 e detector FID também da Agilent Technologies. Foi empregada a mesma
coluna SPB-624 (60 m x 0,32 mm x 1,8 pum), da Sigma-Aldrich.

O injetor foi mantido a 240°C, e o programa de temperatura da coluna iniciou-
se em 50°C, permanecendo nesta por 1 minuto, e ap0s indo, a uma taxa de
25°C/minuto a 240° C e permanecendo nesta Ultima temperatura por 8 minutos, o que
resultou em um tempo de corrida de 16,60 minutos. O fluxo de nitrogénio 5.0 foi
mantido a 1,3 mL/ minuto. A temperatura do detector era de 300 °C, os fluxos de
hidrogénio e ar sintético correspondendo a 40 mL/minuto e 400 mL/minuto,
respectivamente, com o gas de make-up a 20 mL/minuto.

A limpeza da seringa gas-tight de 2,5 mL (SGE, Austréalia) foi realizada com um
fluxo de géas nitrogénio 4.5 pelo periodo de 60 segundos. A velocidade de aspiracéo
de amostra empregada foi de 500 pL/s e o mesmo valor foi ajustado para velocidade
de injecdo da amostra. O volume de amostra injetada no equipamento foi de 1000 pL
da fase gasosa, com taxa de split de 5:1.

A etapa de Headspace seguiu o demonstrado pelos experimentos de otimizagao,
confirmado por experimentos adicionais envolvendo apenas os analitos em questéao,
portanto correspondendo a 10 minutos de incubacéo, a 90°C e agitacdo a 500 RPM.
Foi demonstrado também que o0 emprego de 5 minutos, a 90°C também produzia boas
resposta analiticas neste caso, no entanto, observou-se que a reprodutibilidade
consistente nao era alcancada, provavelmente porque este periodo nao foi suficiente
para promover equilibrio termodinamico adequado entre o analitos.

Foi utilizado para a operacdo e aquisicdo de dados o software OpenLAB
versdo A.01.04. A Tabela 27 mostra os tempos de retencdo correspondentes aos
compostos de interesse, apenas consideracado de desvios inferiores a 1% no tempo
de retencéo foi critério utilizado para identificacdo dos picos. A Figura 32 esquematiza

0 processamento das amostras:
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Tabela 27 - Tempos de retencéo dos analitos — Método HS-GC-FID

Composto Tempo de retencéo
(PI= padréo interno) (minutos)

Pentanal 8,20
Hexanal 9,09
Heptanal 9,97
Heptanol (PI) 10,52
Octanal 10,85
Limoneno 10,99
2-Etil-1-hexanol 11,06
1-Undeceno 11,17
Fenol 11,24
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 11,40
Nonanal 11,78
Dodecano (PI) 12,11
Decanal 12,82
Tridecano 13,14
Dodecanal (PI) 15,63

Patch contendo
suor

500 plL de urina

+ 200 pL de
NaCl 300 g L*

Andlise direta

Hidrdlise
+125 pL de PBS pH= 6,3
+ 25 plL de B-glucuronidase
20 KU mL*
[37 °C, 90 min]
Procedimento de
hidrolise

+ 0,7 g de NaCl (s)

Isolamento dos VOCs (HS)
90°C, 10 min, 500 RPM

l

Andlise

Figura 32 - Esquematizacao do processo de preparo de amostras
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3.2.4. Validacéo analitica- Suor

Uma vez que no presente contexto a matriz biolGgica real n&o teria como ser isenta
dos analitos, pois estes sdo justamente compostos supostamente endogenos, foi
empregado o suor artificial para os exames da validacao, além disso, em substituicao
ao patch original foi empregado o papel filtro (de similar gramatura e mesmas
dimensdes), conforme justificado no Capitulo 1l. O processamento procedeu como
sendo a adicao inicial de 200 pL do suor artificial, adicdo dos analitos e, por fim, adicao
de 200 pL de NaCl 300 g L.

Ainda, esclarece-se que, de acordo com o procedimento de coleta descrito no
Capitulo I, duas amostras foram coletadas de cada voluntario. A primeira delas foi
empregada na etapa de aquisicdo de perfis de VOCs, no Capitulo Ill, a amostra
adicional permaneceu armazenada para ser utilizada pela primeira vez nesta etapa
do estudo (determinagcéo dos marcadores com o método validado), além disso, para
efeito de comparagéo as primeiras amostras citadas foram também aqui reanalisadas

para avaliacdo de diferencas quanto a este processo de nova analise.

A) Definicdo de LDs, LIQs e CQs (limites e controles de qualidade)

- LD- Foi determinado pelo Método do Sinal/ Ruido (S/N): foram analisadas
concentragfes sucessivamente menores dos analitos, até que, para pico visualmente
identificavel, o S/N de até 3 fosse observado.

- LIQ- Foi determinado com a analise de concentracfes sucessivamente menores do
analitos, para as quais foram observadas, para pico identificavel, precisédo e exatidao,
conforme preconizado pela agéncia reguladora.

- O intervalo de quantificacdo foi determinado com base em observacdes
experimentais prévias considerando as respostas obtidas para algumas amostras
reanalisadas, as quais demonstraram menores e maiores respostas quando na
andlise GC-MS. Uma vez com o valor dos LIQ definidos, os CQs foram atribuidos

conforme a norma.
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B) Seletividade

Como os compostos analisados sdo também endogenos, este ensaio foi feito com
as seguintes adaptacdes/abordagens: suor de 6 individuos controle diferentes foi
coletado e analisado para demonstrar o calculo quanto aos picos interferentes nas
regides dos picos dos analitos e PI. Suor artificial foi fortificado no nivel do LIQ mais o
Pl e adicionado a possiveis interferentes de origem exdgena, a alta concentracdo
(1pg- 2pg/ adesivo) foram estes o etanol, isopropanol butanol, isobutanol, acetona,
metanol (polares); cloroférmio, tolueno, heptano, acetonitrila, acetato de etila,
diclorometano, éter etilico (apolares).

C) Efeito residual ou carry over

Compreendeu injegcbes de amostras de suor artificial (amostras branco) antes e
apos injecao do LSQ.

D) Linearidade

Foram avaliadas trés curvas analiticas, para tanto, as amostras foram fortificadas
conforme: 1, 2, 5, 10, 30, 50, 70, 100, 130 e 150 ng/adesivo, para tanto, os volumes
de1,2,5e 10 pyL da solugdo 1 pgmLte 3,5, 7,10, 13 e 15 pL da solugéo 10 pg mL"
! foram adicionados a papel filtro contendo suor artificial, acondicionado dentro do
frasco de Headspace de 20 mL, logo em sequéncia do padrao interno, a concentracao
sempre fixa e determinada em 50 ng/adesivo (5 yL da solucdo de misturas de Pls a
10 pug mL1).

Cada ponto da curva foi analisado em quintuplicata e estas amostras foram
preparadas gradativamente para minimizar o possivel efeito de instabilidade destes

volateis na rack de andlise até o momento de sua injecao.

E) Efeito matriz
A norma cita a analise de amostras branco de fontes distintas, no entanto,
assim como o ensaio de seletividade, esta metodologia precisou ser modificada,
considerando-se entdo a analise de amostras proveniente de 6 individuos controle
diferentes e as seguintes comparacoes: analise dos CQBs e CQAs em papéis filtros
de diferentes lotes (por replicata), com e sem o suor artificial, e analise de solucdes
nas concentracdes correspondentes. Os valores de FMN para estas situagdes foram

calculados.
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F) Precisao
Avaliada em conjunto com o experimento de linearidade/curva analitica,
empregou como parametro o CV calculado entre as referidas quintuplicatas de cada
ponto por corrida (intra-corrida) e entre os correspondentes nos 3 dias distintos em
gue a curva foi executada (inter-corrida).
G) Exatid&o
Da mesma forma que a preciséo, o parametro EPR foi calculado considerando
0s mesmos valores do ensaio anterior, para obtencao da exatidao intra-corrida e inter-

corrida.

H) Estabilidade

I) Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento: as amostras
fortificadas, preparadas em triplicatas a niveis do CQB e CQA foram armazenadas a
-20°C, tal qual as amostras da pesquisa, apés 12h, removidas e deixadas para
descongelar a temperatura ambiente, pelo periodo de 1h. Em seguida, foram
congeladas por mais 12h e descongeladas e entdo processadas e analisadas,
produzindo a averiguacéo para dois ciclos de congelamento e descongelamento;

II) Estabilidade de curta duracéo: as amostras fortificadas foram deixadas pelo
periodo de 14h a temperatura ambiente, na bancada de laboratério. Passado este
periodo, as amostras foram processadas e analisadas.

[Il) Estabilidade de longa duracdo: amostras fortificadas foram preparadas e
deixadas pelo periodo de 6 meses, sob congelamento. No entanto, algumas amostras
do estudo (iniciais) permaneceram armazenadas por periodo superior. O ensaio de
longa duracéo s6 pode ser preparado para este periodo maximo, isto devido ao fato
de que os analitos da pesquisa ndo foram determinados no inicio desta, e sim,
elegidos por consequéncias dos resultados obtidos com a prévia analise das amostras
reais.

IV) Estabilidade pés-processamento: as amostras fortificadas foram
preparadas, processadas (adicionadas com solucdo de NaCl), deixadas por um
periodo de 14 h, a temperatura ambiente no laboratério, e s6 entdo encaminhadas

para analise.
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V) Estabilidade da solu¢éo do analito e do PIl: quando em relacéo a estabilidade
das solugbes dos analitos e PI, foram analisadas as concentragdes de 10 ng (para as
solucdes de trabalho, referentes a 10 pL da solucdo 1 pg mL?) e 100 ng (referentes a
1 yL da diluicdo em 10 vezes solucdo-estoque 1 mg mLt). Foi calculado o desvio,
entre arazdes de resposta obtidas para a solugéo utilizada na validacao (neste ponto,
preparada ha 6 dias) e solu¢es de analitos e Pl recém-preparadas.

O principio da avaliacdo das demais estabilidades foi o célculo do desvio das
médias das concentracfes experimentais obtidas (para as amostras submetidas a
diferentes condi¢cdes associadas a formas de alteracdo da estabilidade dos analitos)
com relagdo ao valor nominal. O padrédo interno foi adicionado as amostras deste
ensaio apenas antes das analises serem executadas, ja que o objetivo € justamente

verificar as influéncias das condi¢cdes adversas nas respostas.

3.2.5. Verificagdo da influéncia da substituicio do PharmChek® por papel

filtro

Foi calculado o coeficiente de variacdo (CV%) para a razdo entre area do
analito/area do Pl considerando a comparacao entre patchs de diferentes lotes (por
replicata) + suor artificial e solu¢cdes-padrdo, nas mesmas concentragoes,

equivalentes ao CQB e CQA, e analisadas em triplicata cada.

3.2.6. Verificacdo da influéncia da contaminacdo do patch por produtos

cosmeéticos

Um mesmo individuo utilizou o dispositivo de coleta em 4 formas de tratamento:

- Normalmente, pelo periodo estipulado, o qual foi em seguida coletado.
Apos 24h passadas do periodo:

- Fazendo aplicacdo de agua e sabonete sobre toda a superficie do adesivo;

- Fazendo aplicacdo de locéo hidratante sobre toda superficie do adesivo;

- Fazendo aplicacdo de perfume diretamente sobre toda extensédo do adesivo,
Terminadas as 24 h restantes da permanéncia exigida pelo método, os dispositivos

nestas trés ultimas condi¢cdes foram removidos e armazenados normalmente para
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posterior andlise comparando os cromatogramas obtidos para as quatro condi¢cfes

relatadas.

3.2.7. Validacé&o analitica- Urina

Os dois analitos selecionados para anélise ha amostra de urina foram Fenol e 2,6-
Dimetil-7-octen-2-ol, ambos dependentes de hidrélise para serem verificados em
termos de distincdo entre os dois grupos de amostra.

No entanto, ndo seria possivel fazer a validagdo como desejavel, englobando todo
0 processo de incubacédo de enzima, porque 0s compostos em questdo sdo, na
verdade, conjugados de acido glicurdnico (sédo glicuronideos), e ambos ndo se
encontram disponiveis comercialmente nesta forma.

Novamente, também ndo se pode garantir que uma porcentagem dos analitos
livres ndo estara presente na matriz biolégica branco, ja que se referem a compostos
endoégenos. Considerando o exposto optou-se for fazer a validagdo como se
considerando o processo apos liberacdo dos conjugados, ou seja, baseando-se na
urina fortificada com os analitos livres. Além disso, para efeito da validacdo foi
preparada uma “urina isenta”. Esta urina era preparada pela formacéo de um pool de
urinas controle, preenchendo até 2/3 do mesmo frasco utilizado nas analises, cada
frasco contendo o pool foi lacrado e levado ao bloco aquecedor, a 80°C e, apés o
periodo de 30 minutos eram dali retirados e deixados abertos em capela de exaustéo
por mais 30 minutos; assim progressivamente, até completar 5 ciclos deste processo.
Por fim, esta “urina isenta” era analisada para confirmar a inexisténcia de picos na
regido do tempo de retencao dos analitos.

As amostras reais analisadas nesta etapa sdo aliquotas das amostras de urina
originalmente coletadas, sendo o volume de amostra igual a 0,5 mL e o
processamento correspondendo a adi¢do de 125 uL de tampao fosfato pH 6,8; adicao
de 25 uL de B-glucuronidase 20 KU mL-1 ; incubac&o por 90 minutos, a 37 °C e, por
fim, adicdo de 0,7 g de NaCl sélido; Todos as etapas conforme estabelecido na secéo
de desenvolvimento de método, no Capitulo Il. Para as amostras da validacéo, 0,5 mL
de urina isenta era adicionada de 150 pL (125+25 pL) de tampéo fosfato pH 6,8 e, por

fim, adicdo de 0,7 g de sal.
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Um experimento a parte avaliou a influéncia de se submeter ou ndo estas
preparacdes para validagdo a simulacao do processo de incubag¢do com a enzima (ao
gue se mostrou nao existir alteracdo na composicao da urina fortificada prontamente
analisada e aquele submetida a aquecimento de 37 °C, por 90 minutos, antes da

andlise).

A) Definicdo de LDs, LIQs e CQs (limites e controles de qualidade)

Os LDs, LIQs e CQs foram definidos da mesma forma que o suor (referir a secéo
3.2.4. itemA).

B) Seletividade

Urina de 6 individuos controle diferentes foi coletada e analisada (com e sem
hidrolise) para demonstrar o calculo quanto aos picos interferentes nas regides dos
picos dos analitos e PI. Urina isenta foi também fortificada no nivel do LIQ mais o Pl e
adicionada de possiveis interferentes de origem exdégena, a alta concentracao (1ug-
21g/ adesivo), foram estes o etanol, isopropanol butanol, isobutanol, acetona, metanol
(polares); hexano, cloroformio, tolueno, heptano, acetonitrila, acetato de etila,

diclorometano (apolares).

C) Efeito residual ou carry over

Compreendeu injecGes de amostras de urina isenta antes e apos injecdo do LSQ.

D) Linearidade

Foram avaliadas trés curvas analiticas, para tanto, as amostras foram fortificadas
conforme: 2, 4, 20, 60, 100, 140, 200, 260, 320 e 400 ng mL* de urina, para tanto, os
volumes de 1, 2 e 10 pL da solucdo 1 pg mL?; 3,5, e 7 da solugéo 10 ug mL*, 1; 1,3;
1,6 e 2 uL da solucdo 100 ug mL? foram adicionados a urina isenta, acondicionada
dentro do frasco de Headspace de 20 mL, logo em sequéncia do padrdo interno
(Heptanol), a concentracdo sempre fixa e determinada em 200 ng mL* (10 uL da
solucdo de Pl a 10 ug mL™Y).

Cada ponto da curva foi analisado em quintuplicata e estas amostras foram
preparadas gradativamente para minimizar o possivel efeito de instabilidade destes

volateis na rack de andlise até o momento de sua inje¢ao.
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E) Efeito matriz
Considerou-se a analise de amostras proveniente de 6 individuos controle
diferentes, andlise dos CQBs e CQAs preparados em urina isenta e andlise de
solugdes nas concentracdes correspondentes. Os valores de FMN para estas
situagdes foram calculados.
F) Preciséao

Referir ao item F da secéo 3.2.4.
G) Exatid&o

Referir ao item G da seg¢éo 3.2.4.
H) Estabilidade

[) Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento: estudada da
mesma forma que para a sec¢ao anterior, mas para 3 ciclos de congelamento e
descongelamento.

II) Estabilidade de curta duracéo: estudada da mesma forma que para a se¢ao
anterior, mas para o periodo de 18h.

[Il) Estabilidade de longa duracdo: amostras fortificadas foram preparadas e
deixadas pelo periodo de 6 meses, sob congelamento. A mesma ressalva, a respeito
do periodo para avaliacéo inferior ao recomendado, feita com relacdo ao suor deve
ser aqui considerada.

IV) Estabilidade pés-processamento: as amostras fortificadas foram
preparadas, processadas (adicionadas de tampao e NaCl), deixadas por um periodo
de 18 h, a temperatura ambiente no laboratorio, e s6 entdo encaminhadas para
analise.

V) Estabilidade da solucdo do analito e do PIl. considerar o mesmo

procedimento da secédo anterior e 0 mesmo periodo testado (6 dias do preparo).

3.2.8. Eficiéncia da interrupcdo da atividade da enzima/ Estabilidade po6s-

processamento com enzima

Para este teste, passadas 18h do preparo e analise de trés amostras reais positivas

processadas com enzima, estas foram deixadas na prépria rack de analise e
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reinjetadas para se verificar significantes diferencas quanto as respostas calculadas

dos analitos, através do calculo do desvio padrédo relativo para as razfes de area do

analito/area do PI.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacéo analitica- Suor

Um exemplo de cromatograma obtido para uma amostra fortificada pode ser

observado na Figura 33 seguinte:
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Figura 33 - Cromatograma de amostra de suor fortificada com marcadores em 50

ng/adesivo e adicionadas de PI (50 ng).

Os LDs, LIQs e CQs foram atribuidos conforme mostrado na Tabela 28 a seguir.
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Tabela 28 - LDs, LIQs e CQs atribuidos aos analitos- Suor

Tempo de

Analito reteggéo LD LIQ LSQ CcQB CQM CQA

(minutos) (ng/adesivo)
Pentanal 8,20 0,5 1 150 2 70 130
Hexanal 9,09 0,5 1 150 2 70 130
Heptanal 9,97 0,5 1 150 2 70 130
Octanal 10,85 0,5 1 150 2 70 130
Limoneno 10,99 0,5 1 150 2 70 130
2-Etil-1-hexanol 11,06 0,5 1 150 2 70 130
1-Undeceno 11,17 0,5 1 150 2 70 130
Fenol 11,24 1 5 150 10 70 130
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 11,40 0,5 1 150 2 70 130
Nonanal 11,78 0,5 1 150 2 70 130
Decanal 12,82 0,5 1 150 2 70 130
Tridecano 13,14 0,5 1 150 2 70 130

LD= limite de detecgéo; LIQ= limite inferior de quantificagdo; LSQ=limite superior de quantificacdo; CQB= controle
de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA= controle de qualidade alto

4.1.2. Seletividade

Quanto ao ensaio de seletividade, nao foi observada influéncia dos
interferentes em alta concentracdo, propositalmente adicionados a amostra LIQ.
Também, ndo foram observados picos na regido até 4% do tempo de retencdo dos
analitos ou PI, que pudessem interferir na identificacdo destes compostos, a
ondulacéo da linha de base na regido também nao atingiu 10% do pico no LIQ. A
Figura 34 mostra esta observacdo. Quanto a seletividade considerando a amostra
real, interferentes na regido dos analitos e Pl ndo foram verificados, observar o

exemplo de cromatogramas obtidos na Figura 35.

4.1.3. Efeito residual

Efeito residual ndo foi observado, de forma que picos na regido do tempo de

retencéo dos analitos e dos PI ndo foram detectados. A Figura 36 ilustra o descrito.

122



2.00

1.75

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

-0.25

Front Signal
seletividade + VOCs papel filtro.dat

Nome
=
[
o
=z
£ 3
= Q
|
e — 8 T
ﬁ o a
& = =
B E
= 3 o
Y = (=] =}
= B - = 1]
= 3 = 5
A P w
= = S o
&l [o] - = by o
z w =<
= w = = o L
=z o [}
[=] <o =
3= ~
-
-
=
z
=
=
w
a
85 20 2.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.6 13.0 13.6 14.0 14.6 15.0 16.5

Figura 34 - Cromatograma de amostra fortificada a nivel do LIQ, adicionada de 13 interferentes

PA

volateis a 1- 2 pg/adesivo.
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Figura 36 - Amostra branco de suor, analisada logo apés amostra do LSQ

4.1.4. Linearidade

pA

A linearidade foi observada, na faixa de 1 a 150 ng/adesivo para todos analitos,

com excecdo do Fenol, para qual a faixa de linearidade foi de 5 a 150 ng/adesivo. A

Figura 37 exibe as faixas de linearidade, os valores do coeficiente de determinacéao

em termos de R2 e as respectivas equacgdes da reta, empregadas, neste caso, para o

célculo das concentracdes experimentais nas amostras reais. Como é possivel

observar, os valores do coeficiente de determinacado linear em termos de R (raiz

guadrada de R?), como citado pela norma, sdo todos superiores a 0,99 (e menores

gue 1), certificando o critério de linearidade.
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Figura 37 - Curva analiticas obtidas para os marcadores- Suor

4.1.5. Efeito matriz

O ensaio do efeito matriz foi adaptado para as condi¢cdes deste estudo, como a
prépria norma sugere que seja feito. Para isso, considerou-se o efeito matriz atuante
entre 0s analitos e a matriz suor, e entre os analitos e o suporte de celulose. O
parametro FMN foi calculado de forma a verificar a extensdo do efeito destas
interacdes e os coeficientes de variacdo entre estes, para um mesmo experimento,
foram calculados. A Tabela 29 traz o resultado dos calculos do FMN e dos respectivos
CVs.
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Tabela 29 - Efeito matriz: Fator de matriz normalizado por padréao interno (FMN) e

coeficientes de variacao (CV%)- Suor

Papel filtro com suor artificial Papel filtro sem suor artificial
- Solugdo +200pL NaCl - Solugdo +200uL NaCl

Analito CcQB CQA CcQB CQA
médio V% medio  V%®  medo V% médo V¥
Pentanal 0,838 6,21 0,836 2,76 0,803 2,57 0,813 8,60
Hexanal 0,843 3,93 0,802 2,20 0,817 2,94 0,795 5,64
Heptanal 0,843 2,69 0,830 1,21 0,805 2,56 0,794 11,26
Octanal 0,861 5,54 0,868 1,28 0,803 3,45 0,838 4,81
Limoneno 0,645 7,93 0,845 11,04 0,636 6,26 0,760 5,03
2-Etil-1-hexanol 0,737 7,01 0,799 3,25 0,870 10,32 0,873 8,85
1-Undeceno 0,710 3,77 0,863 4,46 0,690 3,77 0,812 11,71
Fenol 0,212 4,96 0,287 5,70 0,404 10,98 0,454 13,46
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 0,818 6,45 0,818 10,24 0,814 5,49 0,819 1,89
Nonanal 0,867 4,32 0,852 6,34 0,879 3,76 0,791 8,26
Decanal 0,865 1,48 0,865 8,10 0,881 9,42 0,811 12,57
Tridecano 0,567 3,68 0,876 4,05 0,613 13,08 0,819 0,50

CQB= controle de qualidade baixo; CQA= controle de qualidade alto

O FMN pode representar o efeito matriz da seguinte forma: quando mais
préximo a 1 o valor, menor seria a influéncia desse efeito, pois as respostas tém pouca
alteracao devido a presenca da matriz. Os analitos sofrem consideravel efeito, sendo
possivel ordenar, da menor para a maior extensao do efeito matriz aldeidos<2-Etil-1-
hexanol<2,6-Dimetil-7-octen-2-ol<hidrocarbonetos<Fenol. De fato, se observada, o
pico do Fenol em amostra € o menor entre os analitos. Para todos analitos observa-
se ainda, que, para a menor a concentracao testada, menor o FM. Além disso, nota-
se que é o papel como “matriz” que possui grande influéncia neste parametro, mas
gue o suor deve interagir especialmente com o 2-Etil-1-hexanol e o Fenol (pois seus
valores de FMN aumentaram substancialmente na auséncia deste). Os CV%

permaneceram dentro do limite descrito pela resolucéo.

4.1.6. Preciséao

A precisao, calculada em termos de coeficiente de variacdo (CV%), pode ser

verificada na Tabela 30 a seguir, na qual € apresentada as médias deste parametro
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para os mesmos dias (precisdo intra-corrida, com cada ponto verificado em

quintuplicata, considerando-se no célculo todos valores obtidos) e o parametro

calculado com relagdo a trés dias diferentes (precisédo inter-corrida). Nota-se que

nenhum valor de coeficiente superou o estabelecido pela norma (até 20% para 0s

LIQs e 15% para os demais).

Tabela 30 - Precisao intra e inter-corrida: coeficientes de variagdo (CV%) calculados-

Suor

Analito Preciséo intra-corrida (CV%) Preciséo inter-corrida (CV%)
LIQ CcQB CQM CQA LIQ CQB CQM  CQA
Pentanal 1,56 1,06 0,21 0,26 12,35 11,17 5,24 1,81
Hexanal 5,75 2,94 0,40 0,15 10,19 9,98 0,65 0,29
Heptanal 0,81 1,02 0,28 0,14 11,79 3,97 0,80 0,15
Octanal 7,22 2,44 0,24 0,16 11,54 10,85 5,75 0,66
Limoneno 0,98 0,57 0,30 0,20 11,20 8,33 0,74 0,93
2-Etil-1-hexanol 2,75 0,85 0,22 0,10 11,82 3,77 3,34 2,08
1-Undeceno 1,47 0,62 0,19 0,11 10,93 8,22 6,40 1,22
Fenol 0,22 0,24 0,13 0,08 1,02 3,26 0,28 2,41
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 2,47 1,29 0,21 0,12 4,75 8,29 2,27 0,51
Nonanal 5,63 1,86 0,17 0,12 6,10 4,36 1,45 1,91
Decanal 4,62 1,37 0,26 0,14 7,99 7,17 1,55 0,99
Tridecano 1,92 0,66 0,36 0,18 7,16 5,94 1,91 1,03

LIQ=limite inferior de quantificagdo; CQB= controle de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA=

controle de qualidade alto

4.1.7. Exatidao

De forma equivalente, a Tabela 31 disp6e os dados de exatiddo. Como a

exatiddo compreende um intervalo negativo a positivo, se feita uma média dos valores

intra-corrida, um valor ndo condizente com a realidade pode ser obtido e a variacao

ocorre em mais de um sentido, por isso salienta-se que estes sdo médias de valores

gue variaram apenas em um sentido. Quanto ao critério de exatiddo, os resultados

obtidos também encontram-se dentro do aprovado.
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Tabela 31 - Exatidao intra e inter-corrida: erros padréo relativos (EPR-%) calculados-

Suor

Analito Exatid&o intra-corrida (EPR-%) Exatid&o inter-corrida (EPR-%)
LIQ CcQB CQM  CQA LIQ CQB CQOM  CQA
Pentanal -5,46 5,33 -0,52 -2,67 533 1,58 1,76 1,31
Hexanal -13,15 -4,14 -6,72 0,90 -2,26 4,14 6,72 0,90
Heptanal -9,86 10,14 -1,88 -1,17 4,34 10,14 1,88 1,17
Octanal -8,71 -11,99 6,05 1,34 0,59 3,76 3,10 1,34
Limoneno -10,48 4,21 0,89 1,42 -5,65 4,21 0,55 1,42
2-Etil-1-hexanol -11,44 7,30 -1,84 4,88 -11,44 7.30 0,07 4,88
1-Undeceno 19,48 -15,82 4,72 3,52 6,60 5,94 1,12 352
Fenol 17,45 227 1065 -228 1745 045 10,65 -2.28
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 1357 -473 961  -024 1357 0.41 961 002
Nonanal -8,40 9,22 -9,61 3,70 -840 9,22 9,61 3.70
Decanal -14,53 6,88 0,82 1,25 -1453 381 0,82 1,25
Tridecano -8,63 -14,76 3,25 1,58 0,78 14,76 3.25 1,58

LIQ=limite inferior de quantificagdo; CQB= controle de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA=
controle de qualidade alto

Observa-se que os parametros CV% e EPR possuem maiores valores, assim
indicando maiores variacdes, para menores concentracdes. Isto € esperado, devido
as suas menores estabilidades, além da menor resolucéao dos picos correspondentes,

acarretando em maiores dificuldades quanto a integracéo do sinal.

4.1.8. Estabilidade

As Tabelas 32 e 33 a seguir sumarizam os resultados obtidos para os
experimentos de estabilidade. Como esperado, todas condi¢cBes impostas geraram
leituras correspondentemente inferiores ao valor nominal. Também como previsto, a
condi¢cBes de armazenamento por 6 meses foi a mais drastica, produzindo maiores
valores de desvio, sobretudo para os hidrocarbonetos- os quais demonstraram ser 0s
mais instaveis. Ao que se infere, o Fenol é o composto mais estavel, paralelamente
isso pode ser explicado devido a sua maior afinidade pela matriz, demonstrada
anteriormente. Quanto a estabilidade dos analitos e Pl em solu¢céo, Limoneno exibiu

menor estabilidade, possivelmente devido a sua volatilidade.
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Para todos os casos 0s parametros mantiveram-se conforme o estabelecido pela
ANVISA, no entanto, atencédo especial deve ser tomada quando em relacdo ao
manuseio e armazenagem destes compostos. Acredita-se que o fato de as amostras
serem prontamente acondicionadas no préprio frasco de andlise e tampadas com
septo intacto foi essencial para que tais resultados, ainda que ndo muito satisfatérios,
fossem obtidos.

A Figura 38 mostra comparacao entre cromatogramas obtidos para uma amostra
10 ng/adesivo recém preparada e uma armazenada por 6 meses.

Tabela 32 - Ensaios de estabilidade dos analitos na matriz suor, em termos de

desvio da concentragdo nominal (%)

Ensaio de estabilidade- Desvio da concentracdo nominal (%)

Analito Lo?é;?n gl;(raasgéo Curt?lcil:}r)agéo Pés-prczii?s)amento descé:rllcg:glglgriento

(2 ciclos)
CQB CQA cQB CQA CcQB CQA CQB CQA
Pentanal -12,05 -9,00 -0,14 -2,17 -4,81 -5,19 -0,58 -0,82
Hexanal -12,64 -7,74 -1,53 -0,28 -6,16 -6,21 -4,83 -2,84
Heptanal -9,98 -7,84 -4,56 -5,12 -3,57 -3,68 -4,91 -3,84
Octanal -9,06 -7,62 -4,50 -3,15 -3,01 -4,98 -4,25 -2,67
Limoneno -13,92 -11,77 -8,31 -9,33 -10,15 -7,74 -5,34 -2,74
2-Etil-1-hexanol -9,10 -8,02 -3,47 -1,41 -8,43 -4,57 -2,87 -2,75
1-Undeceno -12,35 -11,54 -7,36 -6,57 -3,48 -7,02 -9,47 -2,96
Fenol -7,83 -10,22 -8,08 -0,36 -7,59 -9,78 -5,02 -3,99
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol -11,38 -10,78 -4,59 -5,86 -7,79 -5,55 -9,33 -1,04
Nonanal -12,69 -10,09 -5,03 -3,75 -7,87 -5,62 -8,80 -2,83
Decanal -12,92 -9,72 -5,74 -3,87 -6,22 -7,80 -9,10 -5,45
Tridecano -14,36 -13,43 -6,85 -5,93 -9,82 -8,01 -10,64 -4,92

CQB= controle de qualidade baixo; CQA= controle de qualidade alto
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Tabela 33 - Ensaio de estabilidade dos analitos em solucdo, em termos de desvio

guanto a resposta analitica (%)

Desvio quanto aresposta (%)

Composto — —— —
Solugdo priméria Solucgéo de trabalho
Pentanal 2,46 2,46
Hexanal 3,91 6,00
Heptanal 2,63 3,21
Octanal 2,31 4,83
Limoneno 7,03 6,81
2-Etil-1-hexanol 7,00 2,52
1-Undeceno 4,68 3,47
Fenol 3,86 3,98
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 3,87 8,12
Nonanal 4,11 5,69
Decanal 5,99 6,92
Tridecano 5,57 5,82
Heptanol (PI) 1,71 3,65
Dodecano (PI) 4,97 5,21
Dodecanal (PI) 4,43 5,62
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130

meses versus recém-preparada

)



4.2. Verificagdo da influéncia da substituicido do PharmChek® por papel

filtro

A Tabela 34 apresenta os coeficientes de variagdo observados para a
comparacao entre respostas feita. A Figura 39 mostra cromatogramas de amostras

“branco” em ambos suportes.

Tabela 34 - Desvios observados para respostas dos analitos na comparacao entre
patch e papel filtro

PharmChek® - Papel filtro

. CV %

Analito
CcQB CQA
Pentanal 1,28 2,40
Hexanal 1,57 0,44
Heptanal 0,66 1,92
Octanal 1,66 1,30
Limoneno 1,36 1,85
2-Etil-1-hexanol 1,41 3,50
1-Undeceno 0,16 2,26
Fenol 1,45 3,21
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 0,85 1,58
Nonanal 0,99 1,79
Decanal 1,63 0,64
Tridecano 4,35 491

CQB= controle de qualidade baixo; CQA= controle de qualidade alto

Frort Signal Front Signal [ Front signal
branco suor PC.dut branco suor po.dat branco suor pf.dat

PA
PA

PharmChek® + suor artificial

Papel filtro + suor artificial

Figura 39 - Cromatogramas de amostras branco preparadas em ambos
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4.3. Verificagdo da influéncia da contaminagédo do patch por produtos

cosméticos

Embora as situagfes testadas tenham sido extremas e advertidas na situagéao de
permanéncia com o adesivo, este experimento foi importante para descartar a
influéncia de produtos cosmeéticos, utilizados na higiene pessoal, ha determinacédo dos
analitos. Embora muitos dos analitos sejam descritos como endégenos, também
podem ser encontrados em produtos diversos, como metabdlitos de degradacao de
um produto sintético ou como formulagéo de esséncias, devido a suas propriedades
organolépticas. Nao foi observada alteracdo que pudesse prejudicar a analise e isso
€ mais um indicio da resisténcia do dispositivo com relagdo a contaminacéo externa.
A Figura 40 a seguir compara 0s cromatogramas obtidos, no entanto, mais estudos
S&0 necessarios nesta area, pois é fundamental discriminar contribuicdes endogenas

nas exogenas neste tipo de estudo.

10
1 i Front Signal Front Signal Front Signal Front Signal Front Signal
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Minutos

Figura 40 - Cromatogramas normal e obtidos sob diferentes formas de

contaminacdo externa
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4.4,

Validagéo analitica- Urina

Como citado na secao Método, objetivou-se verificar que ndo existiam

alteracdes a serem consideradas quando a urina era prontamente fortificada ou

fortificada somente apds passar por uma simulacdo da incubacdo com a enzima.

Os testes pertinentes demonstraram que diferencas cromatogréaficas nao foram

observadas, portanto, assim que preparadas as amostras de urina ja eram

encaminhadas para a andlise. A Figura 41 mostra exemplos de cromatogramas de

urinas fortificadas frescas e incubadas.
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Figura 41 - Cromatogramas obtidos para amostras de urina sem e com prévia

incubacéao

Um exemplo de cromatograma obtido para uma amostra de urina fortificada

pode ser observado na Figura 42 a sequir.
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Figura 42 - Cromatograma para urina fortificada com 50 ng de analitos e Pl (200 ng
mL1)

4.4.1. Definicbes

Os LDs, LIQs e CQs foram atribuidos conforme mostrado na Tabela 35.

Tabela 35 - LDs, LIQs e CQs atribuidos aos analitos- Urina

Tempo de
» LD LI LS CcQB CQM CQA
Analito retencao Q Q Q Q Q
(minutos) (ng mL* de urina)
Fenol 11,24 5 10 400 20 200 320
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 11,40 1 2 400 4 200 320

LD= limite de detecc¢éo; LIQ= limite inferior de quantificagdo; LSQ=limite superior de quantificacdo; CQB= controle
de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA= controle de qualidade alto

4.4.2. Seletividade

Interferéncias na regido dos tempos de retencédo dos analitos e Pl ndo foram
identificadas, o pico adjacente ao Pl apresentou resposta inferior a 5% deste Utimo. A
Figura 43 mostra o cromatograma resultado de uma urina fortificada com analito no

nivel do LIQ e adicionada dos possiveis interferentes volateis supracitados.
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Figura 43 - Cromatograma de urina fortificada ao nivel do LIQ, adicionada de 13

interferentes volateis a concentracdo de 1 — 2 ug mL* de urina.

Nas amostras reais, de 6 fontes diferentes, avaliamos que potenciais picos
interferentes ndo foram observados nas regides dos analitos e Pl. As proximas
Figuras, 44 e 45, ilustram cromatogramas de urinas originais controle, obtidas de trés
individuos diferentes, uma delas apos tratamento de hidrélise (caso em que o0s
analitos, geralmente encontrados em todas amostras, inclusive controles, ndo foram
detectados); e o “branco” da enzima, em que o processo de incubacao foi realizado
com igual volume de 4gua ao invés de urina, para demonstrar picos advindos somente
da enzima. Mais adiante sera possivel observar que para diferentes amostras reais e
tratadas com enzima, ndo se verificou a presenca de interferentes préximos aos

tempos de retencdo dos compostos de interesse.
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Figura 44 - Cromatogramas para andlise de urina de trés individuos diferentes,
demonstrando auséncia de picos interferentes nas regides dos analitos e PI
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Figura 45 - Cromatograma demonstrando o “branco” da enzima para o método
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pPA

4.4.3. Efeito residual ou carry over

O efeito residual ndo foi observado para o método empregado. A Figura 46, em
sequéncia, demonstra um exemplo de urina branco (isenta) injetada logo em seguida
do LSQ.

Front Signal Front Signal
branco suor PC.dat branco urina.dat

pA

(:,:—

)
| ﬂ .
1 "
Sl i

Mnutos

Figura 46 - Cromatograma para amostra branco (urina isenta) apés analise do LSQ

4.4.4. Linearidade

A linearidade foi observada para o intervalo de 10 a 400 ng mL* para o Fenol
e de 2 a 400 ng mL?! para o 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol. A Figura 47 apresenta 0s
coeficientes de determinacéo linear em termos de R2 e as equacdes da reta utilizadas
para o calculo das concentracbes nas amostras da pesquisa. Como nota-se, 0s
valores de R (raiz quadrada de R2) ndo seriam menores que o valor de 0,99, citado

pela norma.
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Figura 47 - Curvas analiticas construidas os marcadores- Urina

4.45. Efeito matriz

A Tabela 36 traz o resultado dos calculos do FMNs e dos respectivos CVs.

Tabela 36 - Efeito matriz: Fator de matriz normalizado por padrao interno (FMN) e

coeficientes de variacao (CV%)- Urina

Urina isenta fortificada - Solu¢éo
+150 uL PBS + 0,7g NaCl

Analito CcoB CQA
FMN médio CV% FMNmédio CV%
Fenol 0,199 3,27 0,210 2,88
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 0,601 4,02 0,721 3,10

PBS= tampao fosfato; CQB= controle de qualidade baixo; CQA= controle de qualidade alto

Infere-se que a extenséo do efeito matriz para os analitos nas amostras de urina é
representativo, sendo maior para o Fenol. Conforme Tabela apresentando
solubilidades dos compostos em agua, o Fenol é consideravelmente solGvel neste
solvente. Os CVs ndo ultrapassaram 15%, portanto este parametro se encontra

aprovado.
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4.4.6. Precisao

Apresentam-se os célculos na Tabela 37 a seguir.

Tabela 37 - Precisao intra e inter-corrida: coeficientes de variagdo (CV%) calculados-

Urina
Analito Preciséo intra-corrida (CV%) Preciséo inter-corrida (CV%)
LIQ CQB CQM  CQA LIQ CQB COM CQA
Fenol 0,07 0,07 0,06 0,07 0,63 4,53 2,63 242
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 3,55 0,28 0,09 0,24 12,42 3,15 4,09 1,38

LIQ=limite inferior de quantificagédo; CQB= controle de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA=
controle de qualidade alto

4.4.7. Exatidao

Apresentam-se os calculos na Tabela 38 a seguir.

Tabela 38 - Exatidao intra e inter-corrida: erros padréo relativos (EPR-%) calculados-

Urina
Analito Exatidao intra-corrida (EPR-%) Exatiddo inter-corrida (EPR-%)
LIQ CQB CQM CQA LIQ CQB CQM CQA
Fenol 1855 9,79  -314 316 1850 9,79 -3,14 1,99
2,6-Dimetil-7-octen-2-0 1296 1021 -265 1,83 -693 1021  -0,32 1.83

LIQ=limite inferior de quantificagdo; CQB= controle de qualidade baixo; CQM= controle de qualidade médio; CQA=
controle de qualidade alto

Os valores obtidos para os parametros encontram-se dentro do preconizado
pelo guia de validacéo e € possivel inferir que Fenol é, neste caso, 0 analito para o
gual se prové melhor precisdo e para o 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol observa-se melhor

exatiddo, provavelmente devido a sua melhor resolucdo no cromatograma.

4.4.8. Estabilidade

As Tabelas 39 e 40 sumarizam os resultados obtidos dos testes de estabilidade.

Os parametros encontram-se dentro do preconizado pela resolucéo.
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Tabela 39 - Ensaios de estabilidade dos analitos na matriz urina, em termos de

desvio da concentracdo nominal (%)

Ensaio de estabilidade- Desvio da concentra¢cdo nominal (%)

Longa duracao Curta duracao Pd&s-processamento Ciclo de
Analito descongelamento
(6 meses) (18h) (18h) (3 ciclos)
CQB CQA cQB CQA CQB CQA cQB CQA
Fenol 8,50 6,70 1,08 0,89 5,98 5,74 5,30 5,55
2,6-Dimetil-octen-2-ol 9,04 7,42 1,98 1,02 6,54 5,91 9,11 8,84

Tabela 40 - Ensaio de estabilidade dos analitos em solugéo, em termos de
desvio quanto a resposta analitica (%)

Desvio quanto a resposta (%)

Composto —— —
Solugéo primaria Solugéo de trabalho
Fenol 5,01 7,41
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol 4,12 5,98
Heptanol (PI) 2,03 3,01

Para a urina, a estabilidade de longa e curta duracéo foi maior, se comparado
ao suor. Indicios apontam que a urina é mais estavel que o suor a temperatura
ambiente também. Isso pode estar relacionada a composicao da urina, com a qual
estes analitos parecem possuir maior “solubilidade”. Para a urina também se observa
efetiva queda nas repostas dos analitos ap0s o processamento, sugerindo que o pH
mais basico que o normal (pH PBS= 6,8, pH médio das urinas= entre 5 e 6) e 0
aumento da forca ibnica (pela adicdo do sal), contribuem para diminuicdo da
estabilidade dos analitos na amostra, provavelmente por aumentarem, de certa forma,

sua volatilidade.

4.5. Eficiéncia da interrupcdo da atividade da enzima/ Estabilidade pos-

processamento com enzima

Para estes experimentos verificou-se baixa alteracdo nas respostas obtidas,
podendo extrair-se que a enzima interrompe a sua atividade assim que removida do
bloco a 37°C e pela adicdo do sal, ndo contribuindo efetivamente, portanto, para

variacfes observadas nos analitos ao longo do tempo. Para o Fenol o desvio obtido
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foi de 1,20 %; 1,8% e 0,97%, para a primeira, segunda e terceira amostras,
respectivamente; para o 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol, foram de 1,51%, 1,87% e 1,42%.
Valores que, se observados, podem ser equiparados aos resultados obtidos para a
estabilidade de curta duracdo. A Figura 48 ilustra exemplo de cromatograma de uma

das amostras (positivas) para o antes e depois do procedimento.
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Figura 48 - Urina positiva hidrolisada e analisada vs. reinjetada 18h ap0s

4.6. Consideracfes

A ANVISA também estabelece a determinacdo do CQD (controle de qualidade de
diluicdo), no entanto, devido a técnica empregada para extracdo e introducédo de
amostra dos volateis, ndo foi possivel incorporar um meio de diluicdo apropriado, que
oferecesse resposta linear.

No geral, a confirmacdo dos potenciais marcadores e sua subsequente
determinacdo nas amostras empregando um método analitico validado, ndo é uma
pratica comum na linha de pesquisa associada. Ha o foco em se detectar os padrdes
distintos de VOCs entre 0s grupos de amostras através da avaliacdo de diferencas

nas respostas por meio de ferramentas estatisticas, sobretudo, andlise de
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componentes principais (PCA), isso porque o perfil de volateis obtido pode ser um
dado muito complexo para se racionalizar isoladamente, especialmente se a técnica
empregada € muito sensivel.

Considerando-se a abordagem de quantificagdo com um método certificado de
alguns parametros, muito embora a metodologia e matriz empregados no presente
estudo sejam diferentes, alguns paralelos podem tentar ser tragcados. FUCHS et al.
(2010) dosaram aldeidos (C1-C10) pré-selecionados como possiveis marcadores
associados ao cancer de pulmdo, em ar exalado. A mistura de padrdes era
solubilizada em nitrogénio para os experimentos de validagdo e os analitos
derivatizados em conjunto com o passo de HS-SPME (on fiber derivatization). Os
limites de deteccado obtidos variaram de 96 pptV (partes por trilh&o, por volume) a 5,1
ppbV (partes por bilhdo, por volume). Em método e contexto similar, Poli et al., 2010
verificaram n-aldeidos, obtendo limite de quantificacdo de 3 pM (1012 mols), Exatid&o
93-97% e precisdo intra e inter-corrida variando 7,2 a 15,10%; A estabilidade
verificada foi de 10 dias para os analitos adsorvidos em fibra e 17h para
armazenamento no cartucho adsorvente, a 4°C, mas a variacao de 20% foi parametro.
As concentracfes nas amostras positivas variaram de 12,9 a 59,3 pM. Rudnicka et al.
(2011), analisando ar exalado de pacientes com cancer de pulméao empregando HS-
SPME/GC-TOF-MS, obtiveram limites de quantificacdo de 0,94 a 2,25 ppb, para
marcadores de diversas classes quimicas. As concentracbes dos marcadores em
amostras positivas variaram de 0,31 a 423,60 ppb. Li et al., (2014), em relacdo a
presenca do cancer de mama, também verificaram aldeidos no ar exalado. Obtiveram
limites de 2,49 a 3,75 ppbv, porém também avaliaram a exatidao (93-108%) e precisédo
intra e inter-corrida (2,81 a 4,67%), os analitos apresentaram-se em concentracfes
entre 22,52 a 47,27 ppbV. Assumindo-se a de escala ppb comparavel a ng, os
métodos anteriormente citados sdo mais sensiveis ou consideravelmente similares, e
o LIQ aqui atingido, de 1 ng para grande parte dos analitos investigados, pode estar
entdo adequado ao propdsito, contudo, € dificil fazer a quantificagdo no suor em
termos de volume, no presente trabalho isto ndo foi possivel e é uma limitacdo da

metodologia. H4, contudo, a interessante sugestdo da determinacdo do volume do
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suor no patch através da dosagem de sédio (APPENZELLER et al., 2007), que pode
ser um prospecto para pesquisas futuras com o suor.

Existe ainda uma auséncia de estudos quantitativos validados em um aspecto
analitico. Também ndo foram identificados trabalhos baseados em guias de validacéo,

gue apresentem informacgéo de estabilidade, efeito matriz, entre outros.

5. CONCLUSOES

Embora necesséria a aplicacdo de uma série de adaptacfes para realizacao dos
ensaios pertinentes a validacdo seguindo-se a resolucdo ANVISA (27/2012), os
métodos se apresentaram adequados quanto a todos 0s parametros propostos.

Limites de deteccdo e quantificacdo baixos foram obtidos, se consideradas as
limitacdes das técnicas envolvidas, que séo simples e muito comumente empregadas
em analise de rotina (Headspace estatico e GC-FID). Mesmo estes sendo compostos
volateis, a estabilidade sob as condi¢cdes testadas foram razoaveis, o que
provavelmente € devido ao protocolo de armazenagem de amostras e a inexisténcia
de multiplos passos de processamento/manipulacdo destas ultimas. Ainda, deve-se
considerar a afinidade pelo suporte demonstrada pelos ensaios do efeito matriz-
embora este fator seja um limitante em termos de recuperacdo dos analitos,
aparentemente contribui para estabilizacdo dos volateis na amostra coletada. O suor
€ uma amostra de baixa complexidade, o que também é favoravel em termos da
obtencao de parametros de qualidade analitica.

Os dados ainda sugerem gue embora os padrées internos empregados néao
tenham sido ideais, serviram ao objetivo proposto e a atribuicdo destes de acordo com
a classe quimica foi importante, pois esta é uma variavel que interfere extensamente
na particdo de um composto.

A detectabilidade provida pelo equipamento foi satisfatoria, foram obtidos picos
com boa resolucdo e a injecdo de grande numero de amostras de fase gasosa
contendo alto percentual de agua ndo acarretou em danos no sistema, como teria
ocorrido se uma coluna mais apolar fosse utilizada, ou, ainda mais, se o espectrometro

de massas fosse empregado para deteccéao.
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Embora a estabilidade de longa duracdo seja um fator determinante e que nao
possa ter sido avaliada para o mesmo periodo 0 qual as amostras encontraram-se
armazenadas, existem fortes indicios que a determinacédo destes marcadores possa
ser feita de forma apropriada e que os resultados obtidos serdo fundamentados e

poderéo refletir em uma avaliacdo confiavel do contexto estudado.
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CAPITULO V- DETERMINACAO DOS MARCADORES NAS
AMOSTRAS E ASSOCIACOES ENTRE VOCs E O CANCER
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1. INTRODUCAO

Como ja comentado, os mecanismos de formacdo de compostos organicos
volateis especificos relacionados ao cancer sdo desconhecidos, dificultando apontar
qual via bioquimica estaria associada. Nesta secdo pretende-se aprofundar acerca
dos principais mecanismos de alteracdes metabdlicas que demonstraram estar
vinculados ao cancer e a formacdo dos VOCs, em particular, aqueles indicados por
este estudo como potenciais biomarcadores da doenca.

1.1. Estresse oxidativo

A concentracdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species,
ROS) é reportada como elevada em tumores.

Estas espécies estariam relacionadas aos estagios promotores de tumor:

- Na iniciagdo: por serem reativas, podem causar danos as biomoléculas como
0 DNA e assim propiciar a perpetuacéo de mutacoes;

- Na promoc¢éo: em que as ROS atuam como transdutores moleculares de
sinais em vias relacionadas a proliferacéo celular

- Na propagacédo: atuando na viabilizacdo da metastase e angiogénese
(WARIS; AHSAN, 2006, LIOU; STORZ, 2010).

O estresse oxidativo também favorece o ataque de acidos graxos presentes
nas membranas celulares, no processo de peroxidacdo lipidica. A Figura 49
representa a ideia geral deste mecanismo.

Este mecanismo ocorre com o ataque no acido graxo de uma espécie reativa
capaz de abstrair um atomo de hidrogénio a partir do grupo metileno, levando a
formacdo de um radical de carbono. Esse radical sera estabilizado por um rearranjo
molecular, que forma um dieno conjugado (duas duplas ligacdes intercaladas com
uma ligacdo simples). O dieno, que € um radical alquila, em meios aerdbicos reage
com o oxigénio formando o radical peroxil (ROOQOe). O radical peroxido por sua vez
pode reagir com outro acido graxo e ser reduzido pelos metais de transicdo, ou entao
se rearranjar e se estabilizar por meio de cisfes, o0 que origina espécies como aldeidos
de cadeias lineares variadas, etano e pentano (estes dois ultimos sendo produtos

majoritarios da peroxidacdo dos acidos graxos émega 3 e 6), outros alcanos, e
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malonaldeido — ja muito investigado como marcador do estresse oxidativo
(MIEKISCH; SCHUBERT; NOELDGE-SCHOMBURG, 2004). Variacbes na

estabilizacdo do radical alcoxil (RO¢) podem levar a diferentes produtos.
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Figura 49- Esquema proposto para processo de peroxidacédo oxidativa.
Adaptado de Miekisch, Schubert e Noeldge-Schomburg (2004).

Sendo assim, os alcanos e aldeidos podem ser produtos da lipoperoxidacao
acarretada pelo estresse oxidativo atrelado ao processo de carcinogénese pela
concentracdo elevada de espécies reativas (MIEKISCH et al., 2004; HAKIM et al.,
2012).
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1.2. AlteracBes na atividade enzimatica

Outra condicdo observada em tumores sdo alteragcbes na atividade da
Citocromo P450, familia de enzimas encarregada por reacdes oxidativas dos
compostos organicos no organismo. Isto ocorre por inducao de sua atividade, ou pela
expressao aumentada das formas individuais do complexo enzimatico, observadas
para alguns tumores. A Citocromo P450 seria a responsavel por oxidar alcanos a
alcoois. Fatores como este, alterados no tumor, podem estar relacionados a
aceleracédo do metabolismo de produtos do estresse oxidativo, modificando, portanto,
a abundancia destes produtos nas amostras biolégicas (HAKIM et al., 2012).

A alcool desidrogenase (ADH) é responsavel pela metabolizacao de alcool a
aldeido. A enzima encarregada de oxidar o aldeido é a aldeido desidrogenase
(ALDH). A atividade destas classes de enzimas se mostra estatisticamente superior
em diversos tumores quando comparada com tecidos normais, com ADH possuindo
a atividade ainda mais pronunciada, indicando até mesmo um acumulo de aldeidos
no meio tumoral (JELSKI; SZMITOWSKI, 2008; JELSKI et al., 2011). Além disso
estuda-se que o NADH (co-enzima reduzida) produzido pela acdo da ALDH talvez
funcione de forma especifica para producéo do ATP, a fim de se gerar energia para

as ceélulas cancerosas (KANG et al., 2016).

1.3. Efeito Warburg

Como discutido anteriormente, o efeito Warburg se caracteriza pela presenca,
nas células cancerosas, de altas taxas de glicolise seguido de fermentacéo latica no
citosol, esta observacéao é relacionada especialmente ao estagio inicial do cancer, em
gue ha uma proliferacdo bastante rapida das células. Como consequéncia, o limite de
difusdo do oxigénio é atingido e este se apresenta com baixa disponibilidade no
ambiente celular. Este efeito mostrou-se relacionado a danos nas mitocondrias
(SENYILMAZ; TELEMAN, 2015), condicdo que também pode refletir em um perfil

diferenciado de espécies oxidadas no organismo.

1.4. Altera¢cbes navia do mevalonato

A via do mevalonato (VMA) trata-se de uma via metabolica responséavel por gerar

precursores (isopentenil pirofosfato- IPP e dimetil alil pirofosfato- DMAP) que séo
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redirecionados para producdo de esteréis e isoprenoides, 0s quais possuem

importantes fung¢des estruturais na célula. A Figura 50 ilustra a via de forma geral.
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Figura 50- Via do mevalonato. Adaptado de Mullen et al. (2016)

Ao que se indica, durante a carcinogénese, ha uma série de sinalizacGes
moleculares que culminam na ativacao da transcri¢cdo de genes ligados a via do MVA,
e este seria um mecanismo de auto-manutencao das células tumorais, a fim de se
restabelecer os niveis das moléculas produto desta via, essenciais para o crescimento
de novas células e, assim, do tumor (MULLEN et al., 2016). A ativacdo anormal da via
MVA mostrou acarretar um acumulo de IPP na célula e disfun¢gdes nos niveis dos
metabalitos intermediérios caracteristicos da via (MULLEN, et al., 2016; TAMANOI et
al., 2017).
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1.5. Expresséo génica individual

Conforme também foi possivel se observar experimentalmente, a composicao
enddgena da amostra € resultado da variagao inter-individual.

De forma semelhante, aponta-se que uma vez que 0 crescimento tumoral é
acompanhado de mutacdes genéticas e modificagdes no funcionamento de proteinas,
a expressao génica individual neste caso poderia contribuir também para criacao de
uma assinatura especifica de compostos organicos volateis secretados nos fluidos
biolégicos, o que ficou demonstrado em experimentos na literatura. Aksenov et al.
(2012) avaliaram uma linhagem de células humanas com diferenca de um alelo, que
vieram a fornecer perfis de VOCs diferentes aos anteriormente observados. Barash et
al. (2015), de forma aplicada, compararam perfis de VOCs para ar exalado de
voluntarias com céancer e, baseando-se na assinatura “volatilébmica” obtida, pode

distinguir entre os subtipos celulares do cancer de mama.

2. OBJETIVOS

- Aplicar o método HS-GC-FID as amostras coletadas dos voluntarios;
- Verificar capacidade discriminadora dos marcadores e estabelecer valores de
cut-off;

- Tracar correlacdes entre os biomarcadores observados e aspectos do cancer.

3. METODO

3.1. Quantificacdo dos analitos nas amostras

A andlise das amostras também seguiu as resolucdes da ANVISA (27/2012). Para
guantificacdo foram utilizadas as curvas de calibracdo apresentadas no capitulo
anterior. Estas foram curvas que possuiam acima de 6 pontos (niveis de calibracéo),
com todos niveis apresentando precisdo e exatidao adequada, até 15%, exceto pelo
LIQ, em que até 20% de variacao para estes parametros pode ser admitido. Amostras
com concentragdes registradas abaixo do LIQ foram reanalisadas (por reinjecdo, no

caso do suor, uma vez que este ndo tem como ser aliquotado). Os valores de razao
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area do analito/ area do PI foram calculados e substituidos nas respectivas equacdes
da reta.

3.2. Abordagens estatisticas

Os valores de concentragao foram avaliados para verificagéo de correlagdes com
dados associados a estadiamento e localizac@o da neoplasia, empregando-se calculo
do coeficiente de correlagcdo de Spearman (valor ro). Foram admitidas correlacdes
relevantes apenas para valores p<0,05.

Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram construidas para cada
analito para verificar seu poder discriminativo entre o conjunto de amostras. Os cut-
off foram elegidos pelo méaximo valor de sensibilidade+especificidade dada pelo teste.

Andlise de componentes principais (PCA) foi realizada assumindo os niveis dos
analitos como variaveis, para verificar o potencial de discriminacdo destes entre
positivo e controle e testar se as observacdes para os marcadores seriam capazes de
agrupar as amostras quanto a estadiamento e neoplasia. Nesta se¢éo foram utilizados
os softwares XLSTAT 2017 e IBM SPSS Statistics versao 24.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Dados e quantificacdo dos marcadores

Os dados coletados acerca de neoplasia e estadiamento estdo dispostos na
Tabela 41. Esta apresenta a escala TNM para estadiamento: T= tamanho/invasdo do
tumor primario, N= linfonodos adjacentes, M= namero de metastases; Os indices
crescentes variam de 0 a 4 ou X, o qual significa “indeterminado”. E apresentado o
ECG (estadiamento clinico geral), que varia de 0 a 4, este ultimo sendo o grau mais
severo, referente a tumor localmente avancado ou metastase. O indice P se refere a
estadiamento realizado de peca extraida, ou seja, tumor que foi posteriormente
removido e classificado. Nas neoplasias de préstata a escala Gleason € utilizada,
cada fator que compde o score se refere ao grau de diferenciacdo observado nas
células, baseando-se em um primeiro e um segundo padréo predominante observado
no tecido. O score final pode ser obtido da soma dos scores atribuidos anteriormente

e varia de 2 a 10, com maiores valores indicando tumores mais agressivos.
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Tabela 41 - Dados dos voluntarios, acerca de neoplasia e estadiamento

Informacdes de neoplasia e estadiamento dos voluntéarios [Continua...]
(SP= suor positivo; UP=urina positiva;
CEC=Carcinoma de células escamosas, IND=informac&o indisponivel)
Voluntario/Amostra Estadiamento
Suor Urina Neoplasia Estadiamento Detalhamento Gleason Observagoes
clinico geral (Préstata)
1sP - Adenocarcinoma de 4 CT1BCNOCML Metastase 6ssea
pulméao
Adenocarcinoma de ) .
2SP - vias biliares, 4 TXNXM1 _Metastase:
o figado, pulmao
metastatico
CEC de esobfago
3sP ; g 2
(operado)
CEC de boca, com
4 SP - invasédo da lingua 4 PT4APN2CMO
(operado)
55p ) edenocarcmoma,cje 4
pancreas, metastatico
6 SP ) Adenocar(:lrjoma de IND
pulméao
7sp _ Adgnocarcmorpg 4
gastrlco, metastatico
8 SP - Linfoma IND
9sp ) Adenocarcujoma de IND
pulméo
10 SP - Adenocarcinoma 1 PT2NOMO
géstrico
11 SP - CEC de boca 2

152



Informacgdes de neoplasia e estadiamento dos voluntarios

(SP= suor positivo; UP=urina positiva;
CEC=Carcinoma de células escamosas; IND= informac&o indisponivel)

[Continuacéo]

Voluntario/Amostra

Estadiamento

) Neoplasia i Observacgdes
Suor Urina EsEa_dlam ento Detalhamento Glgason
clinico geral (Préstata)
12 SP _ Adenoparpmoma 1
gastrico

Adenocarcinoma de Metastase: ovario

13 SP 15 UP célon do reto, 4 ometo hlméo '
metastatico P

14 SP 2 UP Prostata IND G4+4
15 SP 210P CEC de esofago, 2

€sao suspeita no rim
16 SP ; Prostata 2 PT2C G4+3 Metastatico:

figado

17 SP _ Adl_anocarcmorpg 4

gastrlco, metastatico
18 SP - CEC de esofago, 4 CTACNXCM1 Metastase:

metastatico pancreas

19 SP 5UP Prostata IND G4+3
20 SP 17 UP Prostata 2 PT2C G3+4
21 SP 13 UP Prostata IND G5+4
22 SP - Préstata 2 PT2C G4+3
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Informacgdes de neoplasia e estadiamento dos voluntéarios [Continuacéo]
(SP= suor positivo; UP=urina positiva;
CEC=Carcinoma de células escamosas; IND= informacé&o indisponivel)

Voluntario/Amostra Estadiamento
Neoplasia i Observacgdes
Suor Urina EsEa_dlam ento Detalhamento Glgason
clinico geral (Préstata)
23 SP 6 UP Rim 1 T1B
24 SP 11 UP Rim, prostata IND G5+5
25 SP 3 UP Rim IND
26 SP 20 UP Rim 1 PT1B
27 SP 25 UP Préstata 2 PT2C G3+3
28 SP 27 UP Préstata 3 PT3B G4+3
29 SP 22 UP Préstata IND G7
30 SP _ Adeno'car_cmoma 3 T3NO
géstrico
31SP 1UP Préstata 2 PT2C G4+3
Adenocarcinoma
32 SP - gaéstrico, 4 TXNXM1
metastatico
- 4 UP Préstata IND G3+4
- 7 UP Préstata 2 PT2NO
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Informagdes de neoplasia e estadiamento dos voluntarios
(SP= suor positivo; UP=urina positiva;

CEC=Carcinoma de células escamosas; IND= informagé&o indisponivel)

[Concluséo]

Voluntario/Amostra

Estadiamento

Suor Urina Neoplasia Eﬁ?gﬁ;ggggf Detalhamento (Srlggtsa?tg) Observagoes
- 8 UP Prostata IND G4+3
- 9 UP Bexiga 1 PT1
- 10 UP Prostata IND G3+3
- 12 UP Prostata IND G3+3
- 14 UP Prostata IND G3+3
- 16 UP Rim 1 TiB
- 18 UP Rim IND
- 19 UP Prostata
- 23 UP Rim, préstata IND

24 UP am?dilcafigim 4 TIN2MX
26 UP Prostata IND G3+4
28 UP Prostata IND
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Exemplos de cromatogramas obtidos para ambos grupos de amostras, para
ambas matrizes sdo mostrados nas Figuras 51 e 52. Os quadros de dados de
guantificacdo, para amostras positivas e controle, apresentam-se na Tabela 42, para

0 suor, e Tabela 43, para a urina.
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Figura 51- Cromatogramas sobrepostos para amostras, positivas (SP) e controle

(SC), no suor
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Figura 52- Cromatogramas sobrepostos para amostras, positivas (UP) e controle

(UC), na urina

Tabela 42- Dados de quantificacdo dos marcadores- Suor

Dados de quantificagdo dos marcadores- Suor

[Continua...]

(SC = suor controle; SP = suor positivo; <LIQ= abaixo do limite de quantificagdo; ND= ndo-detectado)
PNTL=pentanal; HXNL=hexanal; HPTL=heptanal; OCTL=octanal; LIM=limoneno; 2E1H=2-etil-1-hexanol; UND=1-undeceno;

DMOL=2,6-dimetil-7-octen-2-ol; NONL=nonanal; DCL=decanal; TRID=tridecano

“Auséncia”

. PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2EIH UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
Voluntario :

(ng/adesivo)
1sc |18 ND 678 ND - ND <LIQ ND ND ND ND ND
2sC ND ND 542 4,69 ND 451 ND ND 13,34 1291 ND
3sC 5,07 ND ND ND ND <LIQ ND ND 2499 1409 ND
4sc ND ND ND 7,64 0004 164 1183 ND 31,99 1453 ND
5SC 454 667 48 ND <LIQ ND ND ND ND ND  ND
6SC <lIQ 9,69 ND <lIQ 14,16 ND 7,40 ND
7SC 5,46 ND ND ND ND 1499 17,56 ND
8'SC ND  ND ND ND 1876 1260 ND
9sC ND 10,11 ND ND ND 1876 14,08 ND
10 SC 431 ND ND ND 1296 ND 29,65 14,45 <LIQ
11sC ND | 1,45 ND ND ND 1982 ND ND
12'sC 7,02 13,56 ND ND ND 2536 2372 ND
13sC 14,68 509 ND ND ND ND 877 ND ND
14 SC 459 564 1553 ND 8,88 L7l 4162 1230 ND
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Dados de quantificagdo dos marcadores- Suor

[Continuacao]

(SC = suor controle; SP = suor positivo; <LIQ= abaixo do limite de quantificagdo; ND= ndo-detectado)
PNTL=pentanal; HXNL=hexanal; HPTL=heptanal; OCTL=octanal; LIM=limoneno; 2E1H=2-etil-1-hexanol; UND=1-undeceno;
DMOL=2,6-dimetil-7-octen-2-ol; NONL=nonanal; DCL=decanal; TRID=tridecano

“Auséncia” ‘
~ PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2EIH UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
Voluntério .
(ng/adesivo)

15 SC 449 ND ND <LIQ <LIQ ND 7,50 1383 ND
16 SC ND ND 556 ND ND ND 1337 ND ND ND ND
17sc |28 <lQ <LQ ND ND ND ND ND 1587 565 ND
18 SC 392 ND ND ND ND ND ND 462 ND ND ND ND
19sc [ 200 727 593 ND 437 150 "4ii 27,10 /1087 ND 2665 ND
20 SC 497 633 | 222 ND ND ND ND ND ND 3998 1495 ND
21SC ND 678 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
22 SC 388 ND 591 ND ND ND ND ND ND 2353 1348 ND
23SC 485 ND 518 ND 225 ND 7,85 2898 11,43 ND
24 SC 445 ND 12,78 ND ND 4,03 12,74 1461 ND
25 SC 376 ND 10,11 ND [230 ND ND ND 18,76 14,08 ND
26 SC 480 ND 949 ND ND <LIQ 3,99 ND
27 SC 390 ND 935 ND ND 14,94 812 ND
28 SC 4,41 - 15,02  ND <LIQ 19,91 ND
29 SC 9,35 11,07 = ND 1407 ND 10,26 @ <LIQ ND
30 SC 456 ND 451 ND 11,06 ND ND ND ND
31sc | 14,8 224 ND ND ND ND 1573 ND
32'SC 496 ND 884 ND ND 10,11 ND ND ND
1SP 842 895 1651 2031 11,13 6,80 6,98 120,96 10,85 47,49 28,32 6,91
2 SP 11,50 68,31 124,61 7594 792 543 6,23 6,33 40,53 31,23
3SP 10,93 57,92 73,04 51,88 852 4,86 560 103,69 3,90 43,12 29,70
4sP 17,70 75,89 87,43 62,50 11,12 7,65 7,46 128,60 594 6839 43,58
5 SP 11,74 6540 129,49 71,63 669 3,92 558 103,19 6,55 3893 28,36
6 SP 926 9,10 1846 61,09 11,38 698 6,96 112,38 10,98 28,44
7SP 12,79 66,46 114,43 90,32 863 554 11,66 12227 5,14 79,96
8 SP 14,23 857 16,73 1514 944 6,00 17,26 4837 4,54 97,24
9 SP 23,62 42,09 (181,01 31,72 58,91 20,76 109,15 ‘137,80 30,66
10SP 10,79 861 7530 5649 7,39 6,95 7,05 4,13
11 SP 11,54 47,39 [147,75 15860 8,15 7,48 1584 10,22 41,94 34,39
12 SP 8,33 2557 7410 5349 7,35 7,77 6,09 7,44 39,65 34,01
13SsP 2291 930 39,22 1923 1861 619 12,13 [186,738 6,71 39,48 25,59
14sp 18,16 27,68 104,78 '128,15| 10,73 6,67 31,22 72,96 6,92 27,54
15 SP 10,69 2552 16,17 4526 16,83 840 6,27 140,92 4,98 51,23
16SP 13,34 7,99 101,34 5379 7,00 592 7,73 9930 4,74 80,90 30,89
17 SP 10,84 23,47 5501 12,36 7,18 530 564 142,61 501 4046 2554
18SP 10,88 23,82 99,80 61,29 17,53 8,06 1587 112,07 5,03 13883 71,46
19 SP 814 1836 53,82 1545 7,07 2369 28,67 5441 6,18 4298 29,26
20 SP 979 742 1544 1541 7,93 597 562 8943 6,29 40,07 30,13
21SP 48,03 62,81 /147,49 11,43 993 538 1849 133,41 2956 91,83 51,71
22sP 11,93 8,18 6093 3480 7,08 654 581 6,20 41,21 27,76
23sp 12,21 903 8514 7027 7,75 7,66 6,76 6,00 44,558 29,84
24 SP 8,49 52,27 10451 134,63 7,85 9,15 561 12516 48,75 40,08 28,35
25 SP 811 2898 1821 20,18 7,09 7,66 6,559 4572 4,66 81,85 83,32
26SP 47,72 25590 [#48)62) 23,19 7,74 599 16,26 [133,30 1500 64,38 27,01
27 SP 857 46,23 43,19 5438 7,44 516 6,22 13502 575 39,72 26,33
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Dados de quantificagdo dos marcadores- Suor [Concluséo]
(SC = suor controle; SP = suor positivo; <LIQ= abaixo do limite de quantificagdo; ND= ndo-detectado)
PNTL=pentanal; HXNL=hexanal; HPTL=heptanal; OCT=octanal; LIM=limoneno; 2E1H=2-¢til-1-hexanol; UND=1-undeceno; DMOL=2,6-
dimetil-7-octen-2-ol; NONL=nonanal; DCL=decanal; TRID=tridecano

Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2EIH UND DMOL Fenol NONL DCL TRID
(ng/adesivo)

28 SP 17,71 65,37 30,77 81,22 3578 27,47 48,82
29 SP 797 10,97 23,37 11,72

5,86
8,65 5,75 5,72 115,79 6,27 45,69 100,42

30 SP 35,56 20,49 10,07 586 17,99 10,54 78,53
31SP 18,23 23,49 19,52 10,90 12,07 5,09 95,02
32 SP 57,62 10,29 5,83 53,45 125,55 48,69
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Tabela 43- Dados de quantificacdo dos marcadores- Urina

Dados de guantificacdo dos marcadores- Urina
(UC= urina controle; UP= urina positiva; <LIQ= menor que o limite de
deteccdo; ND= ndo detectado; DMOL= 2,6-dimetil-7-octen-2-ol

Voluntario Fenol DMOL Voluntario Fenol DMOL
(ng mL™1)

1UC 42,73 ND 1UP 64,81
2UC 33,31 ND 2UP 58,52
3uUC 26,73 ND 3 UP

4UC 43,15 ND 4 UP 172,25

5UC 5UP 82,83
6 UC 6 UP 62,47
7UC 7 UP 100,68 157,55
8 uC 8 UP 125,55 83,69
9uC 9 UP 182,35
1oucC 10 UP
11uC 11 UP 83,24 124,69
12UC 12 UP 247,73 50,55
13UC 13 UP 106,30
14 UC 14 UP
15UC 15UP
16 UC 16 UP
17 UC 17 UP
18 UC 18 UP
19uC 19 UP
20 UC 20 UP
21 UC 21 UP
22 UC 22 UP 77,52 104,45
23 UC 19,97 <LIQ 23 UP 54,37
- - - 24 UP 86,94
- - - 25 UP 68,12
- - - 26 UP 88,70
- - - 27 UP 267,05 42,57
- - - 28 UP 56,48 35,65

4.2. Curvas ROC

7

A curva ROC é uma representacdo grafica utilizada para avaliar sistemas
diagnosticos, baseada em discriminagdo binaria. Quando considerado um método
diagnostico, se uma observacdo questionada é positiva e classificada como tal, tem-

se um "verdadeiro positivo", de modo que sua classificagdo incorreta € um "falso
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negativo". Estas relacbes sdo estendidas gerando os conceitos de "verdadeiro
negativo" e "falso positivo" (observagdo negativa classificada como positiva)
(FAWCETT, 2006). A sensibilidade (= acertos positivos/total de positivos) € uma
definicao relacionada a classificacdo positiva onde a condi¢céo existe. A especificidade
(= acertos negativos/ total de negativos) € a definicdo relacionada a classificacao
negativa onde a condicao é realmente ausente (HAJIAN-TILAKI, 2013).

Em uma situacdo real, a sensibilidade é priorizada quando se tem testes de
screening/rastreamento, pois € preferivel confirmar-se a condicdo relacionada com
um exame mais especifico apds do que descartar um caso com chances de portar tal
condicao. O grafico representa o plote de valores de corte (cut-off) de acordo com os
a especificidade e sensibilidade testadas, o cut-off eleito para o teste representaria o
valor acima do qual a amostra pode ser considerada positiva. A area sob a curva (area
under curve, AUC) é o meio de se inferir o desempenho do teste, sendo valor igual a
1 indicativo de exatiddo (MANDREKAR, 2010), ao menos perante o conjunto de
observacbes analisadas. As curvas ROC adquiridas para os analitos estao
demonstradas na Figura 53 e Figura 54, exibindo os valores de AUC quanto as
amostras do suor e urina, respectivamente. Na Tabela 44 estdo dispostos os valores

de cut-off obtidos.

Tabela 44- Valores de cut-off obtidos para os marcadores

Marcador Valores de cut-off

(S= no suor; U= na urina) [[r?g/?ndLiSI(\llJc;]] Sensibilidade Especificidade
Pentanal 5,07 1 0,938
Hexanal 7,27 1 1
Heptanal 15,53 1 0,969
Octanal 4,69 1 1
Limoneno 4,37 1 0,938
2-Etil-1-hexanol 2,01 1 1
1-Undeceno 4,82 1 1
Fenol (S) 27,1 1 1
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol (S) 1,71 1 1
Nonanal 35,44 1 0,938
Decanal 23,72 1 0,969
Tridecano 0 0,875 1
Fenol (U) 52,86 1 0,913
2,6-Dimetil-7-octen-2-ol (U) 8,71 1 0,957
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Figura 54- Curvas ROC- marcadores na urina

Para casos em que néo existiu intercalacdo entre valores do grupo controle
com o positivo, a curva ROC ofereceu AUC=1, porque se baseia apenas no conjunto
de dados oferecidos, o que ocorreu apenas para compostos que anteriormente foram
somente detectados nas amostras de individuos com cancer. Krilaviciute et al. (2015),
reuniram estudos com VOCs em ar exalado neste mesmo contexto, que empregaram
a andlise da curva ROC. Os valores de cut-off variaram de ~1,64 a 23,14 ng L7,
inferiores a semelhantes a este estudo (dificil se estabelecer devido a matriz diferente)
e os valores de AUC para biomarcadores foram de 0,672 a 0,960, com sensibilidades
e especificidades variando de 63,6 a 93,0 e 87,5 a 92,7 %, respectivamente. Isto indica
gue o presente método possui qualidades de sensibilidade e especificidade

satisfatorias quanto aos demais.

4.3. Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) é uma
metodologia estatistica que consiste na reducdo de variaveis, particularmente
importante em analises complexas, em que multiplos fatores podem contribuir para
existéncia ou ndo de um padrao.

Para isso, o método matematico consiste na transformacao ortogonal das variaveis
para criacdo de um novo sistema de coordenadas, cujos eixos correspondem ao
conjunto de variaveis de comportamento mais proeminente no sistema, ou seja, que
possuem maiores variancias, sendo nomeados o primeiro e segundo componente.

Com isso, € possivel agrupar eventos ou individuos de acordo com suas variancias,
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isto €, seu "comportamento” numa populacdo (HONGYU; SANDANIELO; JUNIOR,
2016). Esta aproximacao pode servir para verificar correlagdes no conjunto de dados
ndo passiveis de serem identificadas tradicionalmente.

O resultado da PCA do tipo correlacdo esta ilustrado na Figura 55. Observa-se,
como ja apontado pelo carater discriminativo mostrado com a avaliacdo da curva
ROC, que a andlise foi capaz de distinguir as caracteristicas (no caso, o conjunto dos
niveis de marcadores) dos voluntarios em grupos distintos. Os individuos controles
puderam ser agrupados de forma eficiente e a razao da distin¢éo € justamente devido
a valores associados as varidveis de maiores valores nas amostras positivas. Ainda
guanto ao plote das variaveis nos eixos designados, verifica-se quanto as correlacdes
entre estas (quanto menor o angulo entre as varaveis, mais estao correlacionadas, o
mesmo se aplica ao angulo formado com o eixo): nota-se que os aldeidos menores
(C5-C8) mostram-se mais positivamente relacionados, assim como 2-Etil-1-hexanol
para com 1-Undeceno, e para Nonanal com Decanal. O comportamento do grupo de
marcadores na parte superior do quadrante € mais distinto com relacédo aqueles no

guadrante inferior.
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Observagdes (eixos F1e F2: 74,21 %) et eos P e P 121
p .
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AT H » Heptanal 0,812 -0,390
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Figura 55- Verificacdo- PCA (C= individuo controle; P= individuo positivo)
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Diversas tentativas (selecionando conjunto diferentes de varaveis e individuos)
foram feitas no objetivo de se verificar 0 agrupamento para individuos de mesma
neoplasia, ou em mesmo estdgio clinico, porém, ndo se obteve sucesso nesta
abordagem, apontando que o conjunto de varidveis ndo tem potencial de realizar esta

caracterizacao tdo especifica.

4.4. Tentativa de se estabelecer correlagdes

Foram verificados diversos tipos de relacdes: entre concentracdo de cada
marcador (do suor e urina), soma de marcadores gerais, soma de marcadores da
mesma classe quimica, com respeito a sitio da neoplasia, estagio clinico e score

Gleason. Descreve-se as correlagbes mais relevantes na Tabela 45:

Tabela 45- Correlagdes observadas

ECG ECG
Relacéo: Score Gleason (Adenocarcinomas) (Adenocarcinomas
-Préstata)
Variavel 2,6-D|met|l(-s7)- octen-2-0l - Aideidos C5-C8 2-Etil-1-hexanol 2-Etil-1-hexanol
Coeficiente de 0,779 0,684 -0,527 -0,710
correlagao (rd)
p= 0,007 0,025 0,027 0,013

*(S)= no suor; ECG= estégio clinico geral

Pode-se inferir que 2-Etil-1-hexanol, portando, estaria associado a mecanismo
caracteristico mais prevalente na fase inicial do desenvolvimento do tumor, podendo
mesmo ser Util como marcador para diagnoéstico precoce em adenocarcinomas. Esta
observacéo ser adquirida apenas para adenocarcinomas demonstra que o 2-Etil-1-
hexanol estaria envolvido com algum fator relacionado ao tipo celular, como, por
exemplo, a sua composicao. Ja o 2,6-Dimetil-2-octen-2-ol estaria ligado ao grau de
comprometimento nos tumores de prostata. E interessante que este Ultimo composto
apenas se relacione desta forma quando apenas neoplasias de prostata sdo
avaliadas, em especulacao, isso pode ser derivado deste marcador ter como possivel
fonte a ativacdo aberrante da via MVA, a qual possui como principal produto o

colesterol, que por sua vez € precursor na sintese de horménios e o cancer de pristata
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possui particular relacdo com a interferéncia nos receptores androgenos (TAVERNA;
COTE; GRIZZI, 2015).

Os resultados reforcam também que cada tipo especifico de neoplasia tem ainda
suas relagBes quimicas especificas, decorrentes dos mecanismos particulares
envolvidos no seu desenvolvimento.

Algumas correlacdes encontradas foram estatisticamente nao-relevantes (p>0,05),
sobretudo porque o niumero de amostras para comparac¢ao era baixo (n=5): o Fenol
no suor apresentou coeficiente de 0,707 (p=0,233) quando relacionado ao score
Gleason; o Tridecano apresentou coeficiente de 0,866 (p=0,133), para os estagios
clinicos nos CECs.

Também foi averiguado se os niveis de Fenol e 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol eram
correspondentes nas duas matrizes estudadas, mas o resultado obtido ndo apontou
significancia estatistica.

Em outra abordagem, procurou-se verificar os perfis de niveis VOCs, de acordo
com tipo de neoplasia e informacao de estagio do tumor. As Figuras 55, 57, 58, 59,
60 e 61 apresentam dados dispostos nesta forma (novamente, uma escala de cor foi
aplicada como “mapa de calor”, variando de forma crescente quanto a concentracéao,
de azul escuro a vermelho, com branco indicando o ponto médio).

Na Figura 56, a tendéncia mostrada pela amostra 1, que € estagio 4, denota-se
por menor concentracdo de Octanal, no entanto, diferencas razoaveis nao sao
observadas, o que é dificultado pela auséncia da informacdo de estadiamento a
respeito de 6 e 9.

Na Figura 57, as tendéncias para os perfis nos individuos agrupados (ambos

estagio 4) parece ser bastante concordantes.
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Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2E1H UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
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PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal; OCT= octanal; LIM= limoneno;
2E1H= 2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol; NONL=

nonanal; DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estagio clinico geral

Figura 56- Perfil para adenocarcinoma de pulméo

Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2E1H UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
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PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal; OCT= octanal; LIM= limoneno;
2E1H= 2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol;

NONL= nonanal; DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estéagio clinico geral

2 SP (4)
5SP (4)

Figura 57- Perfil para adenocarcinoma de pancreas/vias biliares
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Voluntéario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2EIH UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
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PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal, OCT= octanal; LIM= limoneno; 2E1H=
2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol; NONL= nonanal;
DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estagio clinico geral (O)= operado; (M?)= suspeita
de metastase

Figura 58- Perfil para CEC de boca/es6fago

Na Figura 58, as tendéncias observadas para as amostras dos voluntarios 3 e 4,
ambos operados, demonstraram ser similares. Para resultados dos voluntarios 15 e
18, ambos com cancer metastatico, observa-se um consideravel aumento na
concentracdo de Nonanal e Decanal- as concentracdes de ambos sdo similares em
ambas amostras. O voluntario 11 esta em estagio 2 e apresenta maiores niveis de

Heptanal e Octanal que os demais.
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Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2E1H UND Fenol DMOL NONL DCL TRID

75SP (4)

10 SP (1)
12 SP (1)
17 SP (4)
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Adenocarcinoma gastrico
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PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal; OCT= octanal; LIM= limoneno; 2E1H=
2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol; NONL= nonanal;

DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estagio clinico geral

Figura 59- Perfil para adenocarcinoma gastrico

Na Figura 59, as tendéncias dos perfis 10 e 12 sdo coincidentes, em especial com
relacéo aos niveis dos primeiros aldeidos, ambos estdo em estagio 1. Em geral, niveis
maiores dos marcadores sao observados para 30, que € estagio 3. Para os demais,
em estagio 4, padrbes de tendéncias ndo puderam ser verificados, 0 que talvez

invalide a significancia das observacdes anteriores.
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Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2EIH UND Fenol DMOL NONL DCL TRID

14 SP (G=8)
16 SP (G=7)
19 SP (G=7)
20 SP (G=7)
21 SP (G=9)
22 SP (G=7)
24 SP (G=10)
27 SP (G=6)
28 SP (G=7)
29 SP (G=7)
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—28 SP (G=7)
—29 5P (G=7)
—31 5P (G=7)

PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal; OCT= octanal; LIM= limoneno; 2E1H=
2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol; NONL= nonanal;

DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estagio clinico geral; G= score Gleason

Figura 60- Perfil para adenocarcinoma gastrico

Na Figura 60, as amostras associadas a estagios mais avancados tém como

principal caracteristica o nivel mais elevado de 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol e de Octanal.

No entanto, é dificil racionalizar qualquer tendéncia.
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Voluntario PNTL HXNL HPTL OCTL LIM 2E1H UND Fenol DMOL NONL DCL TRID
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PNTL= pentanal; HXNL= hexanal; HPTL= heptanal; OCT= octanal; LIM= limoneno; 2E1H=
2-etil-1-hexanol; UND= 1-undeceno; DMOL= 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol; NONL= nonanal;

DCL= decanal; TRID= tridecano; (n°)= estagio clinico geral

Figura 61- Perfil para neoplasia de rim

Na Figura 61, ha apenas a informacdo de duas amostras, 23 e 26, que sao
estagio 1, seus perfis quanto aos niveis de Fenol, 2,6-Dimetil-7-octen-2-ol, Nonanal e
Decanal sdo bastantes concordantes. As amostras 24 (também portador de cancer de
préostata) e 25 sdo bem diversas das duas primeiras e entre si, a auséncia de melhores
detalhes para caracterizacao destas amostras dificultam racionalizar suas tendéncias
guanto aos niveis de marcadores.

Quanto ao processo de tracar correlacfes entre neoplasias, graus do tumor e
respostas dos marcadores € necessario enfatizar que observacdes ideais nao
puderam ser realizadas por uma série de fatores a se considerar nesta pesquisa:

- Influéncia pela presenca de comorbidades e doencas crénicas até mesmo néo
reportadas;

- Influéncia da auséncia de informacdes de estadiamento para varios voluntérios;

- Influéncia do tipo celular especifico e estagio detalhado do tumor (informacéo

aqui ndo disponivel), entre outros fatores que podem alterar a composicdo do
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microambiente do tumor e que estdo relacionados ao desenvolvimento das células
envolvidas e assim e refletindo no seu atual quadro metabdlico.

- Variabilidade quanto a atribui¢céo do estagio clinico, dependente do tipo de cancer.

4.5. Possiveis relacdes entre alteragcdes metabdlicas e formacdo dos
marcadores propostos

A pesquisa de Kakuta et al. (2013), de promocao da peroxidacao lipidica in vitro,
partindo-se de componentes da membrana celular, permitiu a detecgdo de muitos
metabdlitos volateis, incluindo os aldeidos aqui reportados e o 2-Etil-1-hexanol. Isto
leva a crer que, além das suposicdes sobre a fonte destes compostos ser 0 estresse
oxidativo acentuado, dados experimentais corroboram isto. No experimento, Pentanal
e Hexanal surgiram como associados a oxidacédo das porcdes de acido linoleico e
araquidénico; Heptanal e Nonanal, a por¢céao do acido oleico e araquidénico e Octanal
exclusivamente ligado a oxidacdo da cadeia do acido oleico, assim como o 2-Etil-1-
hexanol.

Além destes fatores, deve ser considerar diferencas nos conteudos de acidos
graxos para células tumorais. Fermor et al. (1992) e Meng et al. (1999) estudaram a
composi¢cado em termos de acidos graxos de linhagens de células cancerosas e células
normais. Foram verificadas diferencas, de maneira que, para o segundo estudo, assim
Ccomo no primeiro, apontou-se menor contetdos de acido graxos saturados de cadeias
longa- sugerindo uma membrana mais fluida e talvez mais apropriada ao metabolismo
muito ativo das células malignas; menor percentual total de acidos graxos poli-
insaturados para células malignas, mas uma maior concentracdo de 20:2 n-6
(sugerida como sendo consequéncia da acdo de enzima elongase- catalisadora de
extensdes de cadeias carbonicas).

O 1-Undeceno também pode ser apontado como proveniente das reacdes da
lipoperoxidacado, no entanto € também metabdlito caracteristico da acdo de bactérias,
sobretudo Pseudomonas, ubiqua e parte do microbioma humano. Originalmente ja
associado a via de metabolizacdo dos &acidos graxos nos microorganismos,
demonstrou-se ainda que as bactérias possuem uma familia de oxidases

especializadas em converter acidos graxos em respectivas olefinas, desta maneira, 1-
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undeceno mostrou-se como metabdlito primario do &cido laurico (12) (RUI et al.,
2014)), o qual juntamente com o &cido palmitico (C16) desempenha fun¢des na
condutividade da bicamada fosfolipidica (TSOFINA; MOKHOVA, 1998) e, como
apontado pelos estudos citados anteriormente, sao acido saturados de cadeia curta a
meédia e estdo em maior concentragdo nas ceélulas cancerosas quando em
comparacao com as normais. Tais acidos graxos podem ser liberados na degradacéo
da membrana ou mesmo serem outros subprodutos ndo-volateis da lipoperoxidacao.

Quanto ao Tridecano pode ser razoavel admitir que esteja relacionado também
com a lipoperoxidagdo, proveniente de uma cisdo e associagcdo especificas,
favorecidas no ambiente tumoral. Alguns mecanismos propostos para a formacao dos

potenciais marcadores encontram-se nas Figuras 62, 63, 64, 65 e 66.
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Figura 62- Possivel mecanismo de formacdo do Nonanal, através da peroxidacao
lipidica. Adaptado de Frankel (1980), Miekisch, Schubert e Noeldge-Schomburg

(2004) e SCHAICH et al. (2013).
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Figura 63- Possivel mecanismo de formacao do Decanal, através da peroxidagao
lipidica. Adaptado de Frankel (1980), Miekisch, Schubert e Noeldge-Schomburg
(2004) e SCHAICH et al. (2013).
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Figura 64- Possivel mecanismo de formacédo do Octanal e Heptanal, através da
peroxidacéo lipidica. Adaptado de Frankel (1980), Miekisch, Schubert e Noeldge-
Schomburg (2004) e SCHAICH et al. (2013).
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Figura 65- Possivel mecanismo de formacédo do Hexanal e Pentanal, através da
peroxidacéo lipidica. Adaptado de Frankel (1980), Miekisch, Schubert e Noeldge-
Schomburg (2004) e SCHAICH et al. (2013).

Tridecano

Figura 66- Possivel mecanismo de formacéo do Tridecano, através da combinacéo

de radicais alquil (C5 e C8) formados anteriormente na peroxidacao lipidica.
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A revisdo de Wiggins et al. (2015) retne estudos em que tirosina, fenilalanina e
triptofano (todos amino&cidos arométicos), dosados em fluidos biol6gicos, mostraram
estar relacionados ao céancer gastroesofagico. As concentracbes elevadas de
aminoacidos se mostram ligadas a prevaléncia de Fenol, e este composto seria
produzido do metabolismo destes aminoacidos. Em especial, é determinado que a

tirosina se converte a Fenol, por acao da enzima bacteriana tirosina fenol-liase.

OH
H5N
2 0 H,0 0
A—' OH
(0]
©/ + O + NH,;
Enzima
HO fenol-liase
Tirosina

Fenol Acido piravico

Figura 67- Possivel mecanismo de formacgéo do Fenol a partir de aminoacido
aromatico. Adaptado de Sato e Kumagai (2013).

A elucidacédo de contexto mais complexo € com relacéo ao Limoneno e 2,6-Dimetil-
7-octen-2-ol. Embora detectado em amostras biolégicas humanas e até referidos
como potenciais biomarcadores (como mostrado no Capitulo Ill), estes sdo compostos
sabidamente biossintetizados por organismos vegetais, ambos produtos derivados de
intermediarios da via do mevalonato, desta forma, poderiam ser considerados como
provindos da dieta e da exposi¢do humana a produtos como 06leos essenciais. Deve-
se considerar que os volateis ocorrem por meio de diferentes fontes na natureza, como
emissfes de plantas, ferombnios animais e moléculas provenientes de atividade de
microorganismos; além de ocorrerem relacionados a emissdes de polimeros e outros
produtos sintetizados industrialmente. A nivel clinico, é de externa importancia possuir
métodos que inibem a influéncia da contaminacdo ambiental e valores de referéncia
“basais”, para estes compostos. Como pouco foi consolidado até entdo para
explicacédo da biossintese deste VOCs no corpo humano, optou-se por avaliar com o
método validado estes compostos também. No entanto, pode ser considerado mais

seguro descarta-los como marcadores.
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Por outro lado, conforme mencionado, a MVA passa a ser bastante alterada no
cancer, sendo que muitas opg¢Oes terapéuticas atuantes nesta via tém se mostrado
promissoras. Propfe-se que o meio tumoral acido possa favorecer cisao e rearranjo
do intermediario geranil pirofosfato, gerando os produtos mencionados, por
consequéncia do meio, ou por possuirem qualquer funcionalidade no tumor, ou, ainda
compostos muito similares, incapacitando a distingdo ainda que com o emprego de
espectrometria de massas e analise de padrdes- sendo assim necessario se empregar
técnicas mais sensiveis para identificacdo precisa destas substancias, contudo,

provavelmente demandando ao menos sua purificacao parcial da amostra.

=
Geranil pirofosfato ]
Limoneno

2,6-Dimetil-7-octen-2-ol

Figura 68- Reacdes possivelmente envolvidas na producéo de Limoneno e 2,6-
Dimetil-7-octen-2-ol. Adaptado de Croteaus e Satterwhite (1989)

5. CONCLUSOES

Sao muitos 0s mecanismos quimicos relacionados ao cancer, que Sao
alterados ou desenvolvidos por esta condicdo. Ainda, ao que se indica, estas
substancias de interesse podem sofrer algumas transformacdes até sua eliminacao,
0 que torna complexa a tarefa de estabelecer quais vias bioquimicas existentes atuam,

de fato, nos processos de formagéo e transformacdo destes supostos marcadores e
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entdo o porqué seriam diversificadas na presenca do cancer. Com isso, a validagéo e
elucidacéo destes compostos como marcadores € uma tarefa desafiadora.

Com a avaliagdo da curva ROC e PCA, o potencial discriminador do método
pdde ser corroborado. Foram observadas poucas correlacbes entre os niveis de
marcadores e outras variaveis, mas a concentracdo de 2-Etil-1-hexanol é
inversamente proporcional ao estagio do cancer, enquanto que a de 2,6-Dimetil-7-
octen-2-ol parece diretamente proporcional ao estagio do cancer de préstata. Outras
correlacdes nédo puderam ser consideradas estatisticamente relevantes pelo pequeno
namero de amostras nesta avaliacdo. Em adicéo, é possivel verificar tendéncias de
relacdes de concentracdo para tipos especificos de neoplasia, mas nao foi possivel
classificar uma tendéncia padrédo para cada sitio de tumor, pois a variabilidade dos
dados é grande e n&o uniforme dentro de um mesmo conjunto de amostras.

No geral, este estudo apresenta indicios de compostos volateis como
possivelmente relacionados a carcinogénese e no emprego dessas substancias como
potenciais biomarcadores desta condi¢cao. Estudos especificos sédo necessarios para
verificar a incidéncia e concentracdo destas moléculas em outras matrizes, para
oferecer um panorama das rotas envolvidas na sua distribuicdo; também, mais
pesquisas devem ser dedicadas em relacdo ao estabelecimento de um conjunto
padronizado de fatores que possam ser medidos e associados com outros parametros
de interesse neste contexto, como a localizacdo da neoplasia e o estadiamento do

tumor.
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APENDICE 1- VOCs identificados em amostras de suor de voluntarios do

grupo controle

Amostra de voluntarios do grupo controle - (SC=suor controle)

[Continua...]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
6,76 3-metilbutil-hidroxilamina 5,33 2-metil-propanoil cloreto 47,70
7,02 2-dimetil-N-nitroso-2-propanamina 4,55 2-propen-1-amina 66,30
7,96 2-ciclopropil-propano 24,40 Etil-ciclobutano 62,40
1sC 15,10 Undecanal 2,69 -
15,37 2,2-dihidroxi-1-fenilletanona 2,74 Metil benzoato 8,40
16,99 3,7-dimetil-6-octen-1-ol, formiato 2,68 -
34,99 9-hexil-heptadecano 5,19 -
6,75 - 2-metil-pentano 13,10
7,02 2-metil-nitro-1-propano 5,41 2-propen-1-amina 8,77
7,96 Metil-ciclopentano 36,60 Etil-ciclobutano 67,20
12,18 2-metil-ciclopentanol, acetato 10,80 2-metil-ciclopentanol, acetato 45,40
e 13,37 6-metil-5-hepten-2-ona 27,30 6-metil-hepten-2-ona 5,60
15,08 Undecanal 2,41 Undeceno 5,34
15,39 - 7,84 Metil benzoato 9,10
16,97 Canfora 42,10 Canfora 21,30
20,44 Tetrametildecano 3,40 Tretadecano 14,00
12,18 2-metil-ciclopentanol, acetato 4,62 -
13,39 6-metil-5-hepten-2-ona 5,22 6-metil-5-he-pten-2-ona 3,50
15,39 Dihidroxiacetofenona 7,83 Acido benzoico metil éster 11,00
3sC 16,96 Tetradecanal 2,00 -
20,42 Decil propil éster, acido oxalico 3,25 Tridecano 6,00
2525 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 17,30 6,10-dimetib5,9-undecadien- 12,00
6,82 Dicloroacetaldeido 3,90 -
7,96 Metilciclopentano 29,30 1-hexanol 41,00
14,82 3,7-dimetil-3-octanol 28,00 3,4-dimetil-heptano 18,90
19,49 1-metoxi-4-(1-propenil)benzeno 23,60 1-metoxi-4-(1- 32,00
4SC propenil)benzeno
19,70 Isobornilformato 8,54 -
20,42 5,8-dietildodecano 2,52 Tridecano 2,40
2523 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 4,64 6,10-dimetib5,9-undecadien- 3,30
35,03 Octil éter 13,30 3,7-dimetil-1-octanol 67,00
7,96 Metil ciclopentano 16,00 -
12,18 2-metilciclopentanol acetato 7,11 -
15,09 2-pentadecen-1-ol 3,37 -
5SC 15,37 - Metilbenzoato 13,00
16,96 5-decen-1-ol 2,65 Ciclohexano etanol 7,50
34,54 Decil decanoato 3,11 -
35,01 3-etil-5-(2-etilbutil) octadecano 8,56 -
7,94 - Propil-ciclopropano 36,00
12,17 - 6,64 2-metil-ciclopentanol, acetato 45,60
6SC 13,40 5-metileno-9-decen-2-ona 3,30 2,5-dimetil-pirazina 3,00
15,08 7-tetradecen-1-ol 4,11 -
16,96 10-pentadecen-1-ol 4,00 -
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Amostra de voluntérios do grupo controle - (SC=suor controle) [Continuacao]

Y Trgggggoe Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
20,42 2-metil-undecano 2,40 -
6sC 34,55 3-etil-5-(2-etilbutil)octadecano 2,81 -
35,03 2-metil-pentadeceno 1,48 -
5,76 2-methoxiethanol 16,11 -
7,94 4-metil-1-penteno 2,80
12,18 2-metil-ciclopentanol, acetato 6,64 2-metil-ciclopentanol, acetato 45,60
15,37 Dihidroxiacetofenona 10,00 Isopropilfenil cetona
7SC 20,42 o-decil hidroxilamina 3,70 Tridecano
20,44 - 2,2-dimetilbutanona
34,52 Acido pentanoico, 2,2,4-trimetil-3- 68,70 i
carboxiisopropil, isobutil éster
35,031 2-metil-pentadeceno 1,48 -
5,76 2-metoxiethanol 14,95 2-hidroxil etil éster acido 32,00
propanoico
8sC 7,80 Triacetilhidroxilamina 8,60 Anidrido acético 9,27
12,18 - 2-metil-ciclopentanol, acetato 40,60
15,37 Acido 3-benzoilpropanoico 10,05 -
6,75 3-metilbutil-hidroxilamina 6,08 Vinil butirato 27,90
7,02 3-metil-pentano 13,67 3-metil-pentano 18,00
7,94 Etil-ciclobutanona 5,57 4-metil-1-pentanol 19,00
8,89 5-metil-hexanal 3,62 3-isopropoxipropilamina 6,32
10,45 2-metilpropil-benzeno 2,22 Feniletil alcohol
98¢ 11,07 3-metil-4metileno-hexano 2,80 -
12,18 2-metil-ciclopentanol, acetato 5,08 2-metil-ciclopentanol, acetato 6,99
15,09 2-decen-1-ol 3,47 -
16,94 Dodecanal 8,11 2-dodecenol 6,20
22,80 2-tertbutil-4-metilfenol 13,60 3,4-Metilenodioxiacetofenona 11,40
7,97 3,4-dimetilpentanol 14,9 Etil-ciclobutanona 12,40
8,92 2-buten-1-ol 3,92 2-propen-1-ol 30,90
12,21 2-metil-ciclopentanol acetato 9,77 2-metil-ciclopentanol acetato 65,50
10SC 13,44 6-metil-5-hepten-2-ona 16,3 Butanoic é‘gg{’éf'meti"fe”” 40,30
14,06 3-deceno 3,04 -
15,11 7-metil-nonane 2,92 -
17,00 10-pentadecen-1-ol 4,44 -
7,97 Acido 3-hexenoico 3,22 -
8,92 3,5-dimetil-2-octanona 6,68 -
11SC 15,11 7-metil-nonano 3,32 -
17,00 Dodecanal 5,65 -
20,48 o-decil-hidroxilamina 2,02 -
6,74 2-metilpropil-hidroxilamina 34,70 -
7,02 3-metil-pentano 491 3-metil-pentano 28,30
7,94 Metil-ciclopropano 21,10 Etil-ciclobutano 52,90
125C 8,31 Tert-butilmetilnitrosamina 4,94 -
8,57 Metil-ciclopentano 16,90 Metil-ciclopentano 69,20
8,90 Pentil-hidroxilamina 8,90 3-etil-pentano 43,90
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Amostra de voluntérios do grupo controle - (SC=suor controle) [Continuacao]

Y Trgggggoe Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
15,09 2-decen-1-ol 3,37 -
12SC 16,97 Dodecanal 4,69 -
19,24 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 2,82 -
6,76 3-metilbutil-hidroxilamina 9,81 2-metil-pentano 31,10
7,00 3-metil-pentano 4,58 2-metil-1-butanol 14,30
7,22 3-metil-pentano 13,80 3-metil-pentano 10,40
7,94 Etil-ciclobutano 15,70 Metil-ciclopentano 63,60
13sC 12,13 2-metil-ciclopentanol, acetato 8,83 3-metil-2-hexanona 12,50
15,09 Undecanal 2,20 -
16,98 2-Dodecenol 5,35 -
19,29 6- metil-tridecano 2,00 Acido oxalico, isobuti nonl 13,90
ester
6,80 Metileno cloreto 11,10 Metileno cloreto 93,80
6,98 2-metil-1-nitro-propano 9,72 -
7,95 Etil-ciclobutano 39,60 Etil-ciclobutano 43,90
12,18 2-metil-ciclopentanol, acetato 3,4-dimetil-2-hexanona 23,30
EE 15,09 Undecanal 2,72 -
16,94 1-Dodeceno 2,14 1,11-dodecadieno 15,20
20,47 2,4 ,6-trimetil-decano 2,13 -
24,27 2,2-dimetil-propanoic acido, octil éster 2,48 -
25,25 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 2,18 -
29,64 5,8-dietil-dodecano 3,49 -
6,74 3-metilbutil-hidroxilamina 8,43 2-metil-pentano 54,70
7,00 2-metil-1-nitro-propano 4,34 3-metil-pentano 27,70
7,94 Metil-ciclobutano 8,90 Etil-ciclopentano 34,00
8,18 3-metil-pentano 5,39 -
8,91 2,4-dimetil-3-pentanona 4,93 -
12,19 2-metil-ciclopentanol, acetato 8,66 2-metil-ciclopentanol, acetato 62,90
15SC 13,41 6-metil-5-hepten-2-ona 10,90 4-hepten-2-ona 44,50
15,09 Dodecanal 5,84 -
16,97 2-tridecen-1-ol 4,27 -
19,47 2-pentadecen-1-ol 2,64 -
20,45 O-decil-hidroxilamina 10,60 -
25,26 3,711-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol 7,52 -
34,59 Acido oxalico, allil nonil éster 2,02 -
6,74 2-metil-pentano 18,10 2-metil-pentano 53,90
7,02 3-metil-pentano 15,00 3-metil-pentano 36,30
7,95 Metil-ciclopentano 23,30 Etil-ciclobutano 62,50
16SC 12,19 2-metil-ciclopentanol 14,80 2-metil-ciclopentanol 57,80
15,09 Nonanal 5,27 6-metil-3-octeno 34,00
16,98 1-Dodeceno 6,36 Dodecenol 18,00
25,29 6,10-dimehil-5,9-undecadien-2-ona 6,60 6.10-dimetlh5,9-undecadien- 44,20
6,75 2-metil-pentano 28,10 Heptano 37,30
e 7,00 2-metil-3-(1-metiletil)-oxirano 33,60 3-metil-pentano 20,30
7,94 Metil-ciclopentano 27,40 Metil-ciclopentano 64,40
8,92 3-metil-hexano 6,78 3-metil-hexano 67,90
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Amostra de voluntarios do grupo controle - (SC=suor controle)

[Continuacao]

Y Trgggggoe Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
15,09 Nonanal 7,03 -
16,92 1-trideceno 5,67 -
17se 28,19 Hidroxitolueno butilato 16,80 O bt 41,50
29,68 1-tetradecanamina 5,09 -
6,74 2-metil-pentano 4,71 2-metil-pentano 49,20
7,02 2,2-dimetil-3-hidroxipropionaldeido 7,66 3-metil-pentano 28,40
18SC 7,94 Metil-ciclopentano 26,30 Metil-ciclopentano 46,20
12,19 3-acetonilciclopentanona 3,32 -
15,09 2-dodecenal 2,68 -
6,76 O-pentil-hidroxilamina 4,88 2-metil-pentano 30,10
7,00 3-metil-pentano 23,3 3-metil-pentano 22,50
8,89 1-metilhexil-hidroxiperoxide 1,58 3-etil-pentano 10,40
12,19 2,4-dimetil-1-heptanol 1,66 -
13,41 6-metil-5-hepten-2-ona 26,0 6-metil-5-hepten-2-ona 30,40
19SC 15,09 2-decen-1-ol 4,31 4-isopropilciclohexilamina 28,90
16,20 Benzenoacetaldeido 8,21 Tolueno 28,40
16,98 Dodecanal 2,37 Dodeceno 5,92
20,42 O-decil-hidroxilamina 5,01 -
22,07 4-Dodecenol 3,52 -
25,27 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 10,80 -
6,75 3-metilbutil-hidroxilamina 4,23 2-metil-pentano 35,10
7,02 2-metil-1-nitro-propano 9,19 -
7,94 Metil-ciclopentano 19,80 Etil-ciclobutano 46,50
8,89 2,4-dimetil-3-pentanona 3,26 2-propeniloxi-pentano 45,50
Avsie 12,19 2-etil-hexanal 10,30 -
15,08 2-decen-1-ol 6,90 -
16,95 2-dodecenol 7,03
25.24 ) 6,10-dimetil-5,9-undecadien- 7.05
2-ona
6,76 2-metil-propil-hidroxilamina 20,90 2-metil-pentano 25,10
7,02 3-metil-pentano 10,30 3-metil-pentano 13,90
7,94 Metil-ciclopentano 24,60 Metil-ciclopentano 72,90
2 15,09 Nonanal 8,46 1-deceno 27,50
16,97 1-dodeceno 5,00 2-dodecenol 13,00
25,27 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 6,52 6'10'0"met”'z‘r_’é)?]':”decadie”' 7,80
6,77 2-metilpropilhidroxilamina 3,18 2-metil-pentano 52,10
7,02 3-metil-pentano 9,04 3-metil-pentano 9,27
7,95 Metil-ciclopentano 16,60 Metil-ciclopentano 35,40
22SC 15,09 6-nonanal 5,08 -
16,97 1-dodeceno 4,20 -
25,27 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-on 5,99 -
35,05 2-metil-pentadeceno 2,00 -
6,77 Tetrahidro-2-furanometanol 8,57 (Aminometil)ciclopropano 64,80
23sC 7,00 3-metil-pentano 17,20 -
7,96 Metil-ciclopentano 11,40 Metil-ciclopentano 35,20

204
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[Continuacao]

Y Trgggggoe Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
9,57 Propenal dimetilhidrazona 4,93 Acido acético, 2-propeni éster 60,00
12,19 2-metil-ciclopentanol, acetato 20,10 2-metil-ciclopentanol, acetato 18,90
23SsC 15,09 2-decen-1-ol 4,31 -
16,98 Dodecanal 8,09 -
25,26 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 7,79 0,10-dimet5,9-undecadien-  4g 29
7,91 2,3-dihidroxipropanal 10,20 4-hidroxi-2-butanona 6,67
12,13 3,6-dimetil-octan-2-ona 1,03 3-metil-1,4-pentadiona 24,00
13,35 6-metil-5-hepten-2-ona 5,84 6-metil-5-hepten-2-ona 69,60
14,09 5-etil-2,2,3-trimetil-heptano 1,35 ac'%?ﬂ?;ﬁfgﬁ'ggtelrl 1,16
245C 14,40 acido octanoico, 7-0xo 1,80 -
15,03 2-decen-1-ol 3,73 nonanal 7,42
15,13 5,8-dietil-dodecano 3,52 -
15,53 3-octin-2-ona 6-metil-3,5-heptadien-2-ona 1,37
16,89 dodecanal 5,60 2-undecen-1-ol 4,53
19,36 tetradecanal 2,53 -
25,13 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 8,68 6,10-dimeti|-2?69n-:ndecadien- 43,30
6,60 acetonitrila 5,00 acetonitrila 60,00
7,89 acetato de eila 10,80 acido hidroxi-acético, propil 65,00
éster
8,84 4-metil-1-penteno 4,14 -
258C 9,07 5-metil-hexen-2-eno 2,90 -
10,16 2-pentanol 18,20 -
12,14 - -
15,02 2-decen-1-ol 3,73 -
6,60 acetonitrila 5,53 acetonitrila 30,40
7,90 anidrido acético 11,10 4-hidroxi-2-butanona 16,60
12,12 2-metil-ciclopentanol 3-etil-2-pentanona 1,05
13,34 6-metil-5-hepten-2-ona 1,78 6-metil-5-hepten-2-ona 66,00
14,77 3,7-dimetil-3-octanol 2,40 -
26SC 15,02 2-nonen-1-ol 8,57 2-decen-1-ol 6,81
16,18 3,7-dimetil-6-octen-1-ol 1,85 -
16,88 10-pentadecen-1-ol 391 dodecenol 1,78
22,67 acido 2—met||—prgsptz;?0|co, 2-etilhexil 1.85 acido ZE)r:r?ttilll—épsr?e[;anmco, 1,67
23,07 acido 2-hidroxi-tetranoico 3,90 acido butanoico, heptil éster 33,00
25,08 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 1,69 -
7,89 acido pentanoico, 3-metil-4-oxo 14,20 4-hidroxi-2-butanona 17,20
12,12 lisina 1,20 2-metil-2-propen-1-ol 1,12
13,34 6-metil-5-hepten-2-ona 5,97 -
14,77 2-metil-3-decanol 12,50 3,7-dimetil-3-octanol 32,00
27SC 14,88 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 1,36 -
15,02 2-decen-1-ol 2,84 2-nonen-1-ol 16,10
16,86 1-decino 3,42 mentol 11,20
23,07 acido butanoico, octil éster 4,12 acido 2—kr)rl1]§tlllérs);grpan0|co, 54,90
25,20 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 2,95 -
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Y Trgggggoe Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)
6,59 acetonitrila 10,30 acetonitrila 14,50
6,95 4-metil-4-penten-2-ol 1,66 -
7,90 acetato de etila propil acetato 22,20
8,52 3,4-dimetilpentanol 4,35 -
8,85 2-metilpropil-hidroxilamina 1,72 2-metil-pentano 15,00
10,41 1,5-heptadien-3-ino 1,76 1,3,5-ciclohetatrieno 32,40
11,02 3-metil-2-butenal 9,09 3-metil-2-butenal 24,20
11,66 - etilbenzeno 1,12
11,74 - etil ciclo butano 2,00
285C 12,13 - 3,4-dimetil-2-hexanona 10,80
13,34 6-metil-5-hepten-2-ona 15,60 6-metil-5-hepten-2-ona 54,70
14,10 2-metil-decano 5,00 2,2 5-trimetil-3,4-hexadiona 34,00
14,42 7-meti-1-nonino 1,76 -
15,01 2-decen-1-ol 6,69 2-nonen-1-ol 10,30
15,52 - 3-octin-2-ona 13,50
16,88 2-dodecen-1-ol 3,39 2-undecen-1-ol 6,80
25,11 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 5,79 6,10-dimeti|-2?69n-:ndecadien- 68,80
29,79 indan-1,3-diol monopropionato 4,67 -
34,79 2-metil-1-hexadecanol 3,52 -
6,60 acetonitrila 10,10 acetonitrila 25,40
7,89 4-hidroxi-butanol 14,00 propil acetato 30,10
8,11 hexano 2,68 -
8,25 3,5,5-trimetil-hexanal 3,68 -
8,48 2-metil-butano 6,86 pentano 3,44
8,87 2-metilpropil-hidroxilamina 2,85 acido ZI;TO?Q}]‘?{ Z’;f‘e'}"'co' e 73,90
295C 9,07 5-metil-2-hexeno 3,60 etil-ciclobutano 17,40
10,40 benzenoacetamida 3,25 2-propenilideno-ciclobuteno 28,70
11,76 xileno 3,65 xileno 7,47
15,02 1-tridecino 3,26 1-decino 9,50
20,34 5,8-dietil-dodecano 3,51 4,7-dimetil-undecano 18,30
24,11 2-metil-hexadecanol 1,13 4,7-dimetil-undecano 4,77
25,13 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 1,11 -
29,45 5-butil-hexadecano 2,84 -
6,60 acetonitrila 6,30 acetonitrila 30,40
7,90 anidrido acético 13,20 -
12,12 estireno 5,60 -
13,32 6-metil-5-hepten-2-ona 2,40 6-metil-5-hepten-2-ona 66,00
30SC 14,77 3,7-dimetil-3-octanol 4,80 -
15,01 nonanal 1,04 2-decen-1-ol 12,40
16,88 2-dodecen-1-ol 3,39 dodecenol 1,40
20,34 5,8-dietil-dodecano 2,40 -
25,11 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 4,40 6'10"‘“met”;é)%;”decadie”' 50,60
7,91 2-butanona 30,40 4-hidroxi-2-butanona 23,20
31SsC 10,40 - tolueno 14,10
12,13 - 2-metil-ciclopentanol 19,20
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Amostra de voluntarios do grupo controle - (SC= suor controle) [Concluséo]

Tempo de

Y retencéo Identidade fornecida Probabilidade Identidade fonecida Probabilidade
(minutos) NISTO8 (%) AMDIS (%)

13,35 6-metil-5-hepten-2-ona 6,80 6-metil-5-hepten-2-ona 34,00
14,09 2,6,7-trimetil-decano 13,30 -

31SC 15,01 2-nonen-1-ol 5,40 nonanal 23,00
16,88 decanal 17,80 2-undecen-1-ol 7,90
2511 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 6,80 0,10-dimet5,9-undecadien- 7 09
6,60 acetonitrila 12,00 acetonitrila 30,10
6,95 2-metil-butano 3,20 -
7,89 4-hidroxi-butanona 12,80 -
8,11 hexano 8,90 -
8,25 3-metil-pentano 2,40 -

32SC 8,48 2-metil-butano 1,40 metil-ciclopentano 13,80
12,13 2-metil-ciclopentanol 13,40 -
13,34 6-metil-5-hepten-2-ona 5,60 6-metil-5-hepten-2-ona 47,30
15,01 2-decen-1-ol 5,60 nonanal 13,00
16,88 2-dodecen-1-ol 17,10 2-undecen-1-ol 7,80
25,11 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 4,20 6,lO-dimetiI-zi)gn-:ndecadien- 11,70
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APENDICE 2- VOCs identificados em amostras de suor de voluntarios do

grupo positivo

Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo) [Continua...]
Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
6,74 2-metil-pentano 13,70 -
7,01 2-metil-1-nitropropano 7,11 2-propen-1-amina 32,10
7,25 2-metil-1-nitro-propano 18,80 Acido 4-pentenoico 4,59
7,63 Metoxi-formamida 14,30 -
7,94 2-cloro-2-metil-pentano 3,56 Metil-ciclopentano 23,50
1Sp 12,18 3-metil-2,4-pentadiona 3,66 3-metil-2,4-pentanodiona 13,00
13,05 5-metil-2-heptanol 4,23 -
13,07 6-metil-3-heptanona 3,21 -
13,30 Acido 3-benzoilpropanoico 5,56 1-fenil-1,2-propanodiona 11,60
13,99 3,5-dimetil-1-hexeno 11,70 2-etil-1-hexanol 45,30
20,42 Acido 2-pf0penclmico 4cido, 2,93 i
2-etilhexiléster
5,35 Metil-1,2-etanotioamina 14,00 -
5,44 Desmetildoxepina 26,70 - 9,70
5,76 2-metoxietanol 3,40 -
7,93 4-metil-4-penten-2-ol 27,39 3-metilpentano
7,55 4-penten-2-ol 39,55 -
7,61 2,3-butanodiol 29,08 -
o5p 7,94 1-hexanol 17,20
9,57 4-metil-1-penten-3-ona 4,79 Oxadlico acido, ciclopropil éster 32,50
10,89 4-metil-2-heptanona 8,87 4-metil-2-heptanona 21,40
12,19 3-metil-2,4-pentanodiona 4,31 3,4-dimetil-2-hexanona 9,46
12,58 Metoxi-fenil-oxime 33,00 Metoxi-fenil-oxime 55,60
13,99 2-etil-1-hexanol 11,00 2-etil-1-hexanol 18,00
15,10 2-decen-1-ol 5,66 2-nonan-1-ol 11,30
16,97 1-dodeceno 3,17 4-dodecenol 8,09
6,75 2-metilpropil-hidroxilamina 14,40 2-metil-pentano 38,20
7,03 3-metil-pentano 9,10 3-metil-pentano 23,00
7,94 Ciclopentano 31,20 Etil-ciclobutano 23,20
8,91 3-metil-hexano 3,50 Acido butanoico, 2-propenil éster 47,00
10,45 - Feniletil alcool 6,30
12,20 2,5-hexadieno-3,4-diol 187 Acido acético, 1-metilciclopenti 12,10
3sp éster
13,99 3,5-dimetil-1-hexeno 8,21 2-etil-1-hexanol 13,50
15,07 10-undecenal 4,55 1-deceno 5,00
15,37 Benzoilpropanoico acido 4,30 Acido benzoico, metil éster 7,70
9-Tetradecen-1-ol
2o.aa Acido 2,2-dimetil- % ]
propanoico, octil éster
5,76 2-metoxietanol 26,88 -
6,74 3-hidroxi-butanal 6,51 - 3,10
7,02 2-metil-1-nitro-propano 11,70 Propen-1-amina 24,30
7,41 1,3-butadien-1-ol 8,90 2,5-dihidro-furano 65,20
7,95 4-hidroxi-2-butanona 21,10 Etil-ciclobutanona 68,80
4SP 8,92 3-metilhexano 10,10 -
11,09 3-etil-2-metil-1-penteno 2,92 2,3,3-trimetil-1-hexeno 9,50
12,18 Trimetilhexano 2,75 2-metil-ciclopentanol 37,70
13,41 - 6-metil-5-hepten-2-ona 5,85
13,63 10-pentadecen-1-ol 3,99 1,1- dietilmetil-ciclohexano 44,60
13,99 2-etil-1-1-hexanol 11,30
15,07 2-nonan-1-ol 3,50 -
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo)

[Continuacéo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)

4SP 16,96 Dodecanal 4,57 2-dodecenol 6,65

6,64 Acetonitrila 47,10 Acetonitrila 56,00

6,81 - 2-metil-pentano 46,70

7,62 1-metoxi-1-propanol 26,29 -

7,95 1-hexanol 17,20 1-hexanol 12,00

12,18 2-metil-ciclopentanol, 7,26 3,4-dimetil-2-hexanona 20,30
5Sp at_:etate

13,60 2-metil-2-octeno 2,27 -

13,98 2-etil-1-hexanol 5,84 2-etil-1-hexanol 25,20

15,09 2-decenal 2,04 1-dodeceno 11,00

16,97 9-tetradecen-1-ol, acetate 2,17 -

20,44 Acido carbonico, isobutil 23.10 i

nonil éster

22,25 2,4,6-trimetil-decano 2,08 -

7,02 3-metilpentano 14,40 3-metil-pentano 11,70

7,44 2-metil-1-buten-3-ina 5,69 -

7,61 Metoxi-formamida 15,60 Glicoaldeido, dimetil acetal 80,40

7,94 1-hexanol 7,00 4-metil-1-penteno 28,90
6SP 8,58 2-metil-1-penteno 9,09 -

12,20 2,4-dimetil-1-heptanol 1,64 -

12,58 Metoxi-fenil-oxime 18,80 -

13,08 2-butanodiamida 5,08 -

13,29 1-fenil-1,2-propanodiona 5,89 -

13,99 2-etil-1-hexanol 16,90 2-etil-1-hexanol 23,00

16,95 Dodecanal 4,51 -

6,70 Dissulfeto de carbono 57,00 -

7,96 1-hexanol 7,92 4-metil-1-penteno 64,40

8,91 Heptanal 3,04 Acido acético,2-propenil éster 34,30

9,24 1-etoxi-1-propoxietano 4,12 -

10,46 Benzeno acetaldehide 5,90 -

10,64 Metilfluoracetamida 95,40 Metilfluoracetamida 95,50

11,01 2-butoxi-3,4-dihidropiran 2,08 -

12,20 2-metil-ciclopentanal, 4,35 2-metil-ciclopentanol, acetate 23,40

acetate

12,29 2-nonan-1-ol 3,70 -

13,41 6-metil-5-hepten-2-ona 57,10 -
75p 13,60 Undecanal 3,18 10-metil-4-undeceno 5,83

13,76 Limoneno 8,22 -

13,93 3,5-dimetil-1-hexeno 4,21 2-etil-1-hexanol 28,00

14,04 2-metil-1-trideceno 4,43 -

14,23 Fenol 45,00 Fenol 26,00

12,22 - 1,3-dihidro-2 h-inden-2-ona 16,00

15,09 2-decen-1-ol 12,90 2-decen-1-ol 8,90

16,97 Dodecanal 6,73 Dodecanal 7,00

19,18 - Nonanoico acido, metil éster 2,50

20,45 O-decilhidroxilamina 4,80 Tridecano 5,90

25.24 6,10—din_1eti|—5,9— 464 )

undecadien-2-ona

27,21 Acido 2-metil-dodecanoico 11,50 Acido dodecanoico, metil éster 6,50

6,69 Dissulfeto de carbono 57,0 Tiourea 22,80

7,96 1-hexanol 7,05 Propil-acetate

9,14 2-metil-1-penteno 6,13 Formic acido butil éster 7,80
8SP 10,64 2,2,2-trifluormetil-acetamida 77,20 2,2,2-trifluorometil-acetamida 96,30

11,01 Octanal 6,35 2,2,3-trimetil-pentano 5,52

12,19 Lisina 5,36 3-metil-2-heptanona 28,70

12,30 2-decenal 3,51 3,5-dimetil-2-octano 4,00
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Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
13,60 1-undeceno 2,00 -
13,94 2-etil-1-hexanol 14,00 2-etil-1-hexanol 35,10
14,79 Alcool benzilico 27,00 Alcool benzilico 56,00
8SP 15,09 2-undecen-1-ol 4,17 Nonanal 27,00
Acido hexanodioico, dioctil
20,24 éster 20,30 -
27,20 Acido 2-metil decanoico 16,50 Acido dodecanoico, metil éster 52,60
7,44 Dimetil ceteno 8,01 -
7,95 4-penten-2-ona 9,35 -
8,92 2,2-dimetil butano 2,40 -
9,13 3-pentenil amina 7,86 -
10,63 2,2,2-trifluormetilacetamida 87,00 -
11,00 4-isopropil ciclo hexil amina 5,25 Hexanal 10,00
12,19 2-met|I;li|gltc;;tJ:ntano, 15,20 2-metil-ciclopentano, acetato 31,60
9SP 12,32 2-nonenal 6,08 -
13,41 5-hepten-2-ona 24,90 -
13,48 - 2,6-dimetil-3-octeno 6,60
13,98 3,5-dimetil-1-hexeno 4,25 2-etil-1-hexanol 14,00
14,07 3-deceno 3,35 -
14,76 Alcool benzilico 22,80 Alcool benzilico 48,00
15,10 2-undecen-1-ol 4,17 Undeceno 7,94
16,97 Dodecanal 4,98 Dodecen-1-ol 21,80
27,19 Acido 2-metil-dodecanoico 8,70 Acido dodecanoico, metil éster 8,00
7,80 Acido hidrazoico 57,50 Acido hidrazoico 68,40
7,95 1-hexanol 6,57 Etil ciclobutano 51,00
8,92 3-metil butanal 6,97 3-propoxi 1-propeno 46,80
9,13 2-ciclopropil propano 13,80 -
9,44 2,4-dimetil-3-pentanona 9,47 Acido acético etenil éster 45,40
11,91 Etil ciclobutano 5,70 Etil ciclobutano 55,80
12,20 - 2-etil butanal 61,10
13,40 6-metil-5-hepten-2-ona 10,10 Acido acético, etil éster 16,30
13,63 1-undecino 2,97 Fenilglioxal 9,62
LoEF 13,77 Limoneno 5,20 Dimetil sulfona 75,00
13,94 2-etil-1-hexanol 3,93 4.,4-dimetil-1-penteno 74,70
14,06 1-undecanol 2,04 Acido z'p“’peg‘;iti}?' 2-metil-etenil 36,30
15,11 Z-4-dodecanol 11,10 4-isopropilcicloheilamina 19,80
16,12 Acido hexanoico, butil éster 14,90 Acido exanoico, butil éster 59,00
17,06 Acido erJ]tar}oi’co, 2-metil-, 28.70 2,6,7-trimetildecano 66,30
i exil éster
21,13 Acido he)éztne?,lco’ hexil 26,50 Acido hexanoico, butil éster 61,60
7,03 O-n-butilhidroxilamina 10,40 3-metil pentano 10,30
7,80 1,3-dicloro-2-propanol 29,80
7,95 Metil-ciclopentano 41,30 Etil ciclobutanona 48,00
8,58 2-cloro-2-metilhexano 3,98 -
8.92 1—Imidazol—l—i|—2— 11,30 )
metilpropan-1-ona
9,03 Acetaminde, oxime 7,04 -
11SP 9,59 Nitro-benzeno 2,28 -
12,21 1-nonan-3-ol 3,06 2-metilciclopentil acetate 31,40
13,14 5-metil-3-heptina 6,47 -
13,40 6-metil-5-hepten-2-ona 30,70 6-metil-5-hepten-2-ona 27,10
13,48 6-metil-1-heptanol 4,89 -
13,63 Undecano 3,00 -
13,77 Limoneno 3,00 -
13,94 5-butoxi-2-penteno 2,70 -
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Amostra retencao
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14,06 3,3-dimetil-1-octeno 7,59 3,3,6-trimetil-1,5-heptadieno 2,00
14,13 4-nonano 3,20 -
14,78 Alcool benzilico 16,10 Alcool benzilico 6,32
15,11 Nonanal 4,56 Nonanal 26,10
11sP 16,95 Decanal 4,49 3-tetradecino 8,70
18,76 2-fenoxi etanol 32,80 2-fenoxi-etanol 92,2
20,44 2,2,3-trimetil-nonano 4,50 -
6,10-dimetil-5,9-
25,31 undecadien-2-ona 3,84 )
7,94 Etil-ciclobutano 16,60 Etil-ciclobutano 51,00
8,85 2-metil pentanal 3,05 -
11,91 1-hexanol 511 Propil-ciclopropano 59,50
12,19 3-metil-2-hexanona 5,35 3,4-dimehtil-2-hexanona 60,00
13,40 2-metil-1-pentanol, acetato 4,49 -
13,77 Limoneno 2-metil-6-metilleno 1,7-Octadieno 11,30
13,94 2-etil-1-hexanol 4,09 -
12sp 14,50 2-butil-ciclohexanona 3,08 -
15,09 3-metil-6-hepten-1-ol 4,00 4-isopropilciciclohexilamina 23,70
16,11 Acido hexanoico, butil éster 28,30 Acido hexanoico, butil éster 86,30
17.06 Acido 2-mt_ati|:butanoico, 47.30 Acido 2-meti|:butan0ico, hexil 69,50
i hexil éster éster
17,80 Acido he)égtneoricoy hexil 32,90 2,6,7-trimetildecano 67,30
25,27 - 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 61,90
6,67 Acetronitrila 60,80 Acetronitrila 86,10
7,94 4-hidroxi-2-pentanona 3,20 1-nitropropano 39,10
12,20 2-metil ciclopentanol 6,80 -
12,56 - 1-metil-2-fenoxietilamina 1,10
13,39 1-octin-3-ol 5,90 6-metil-5-hepten-2-ona 1,50
13,59 Octanal 3,50 -
13,91 3,5-dimetil-1-hexeno 5,60 2-etil-1-hexanol 24,00
13SP 14,02 ' 2-gndecen0 . 2,40 ' - '
14,48 2,7-dimetil-1,7-octanodiol 5,30 8-metil-1,8-nonanodiol 19,00
15,08 . Decanal 4,80 2-decen-1-ol 4,20
Acido 2-metil-2-
16,45 butenodioico 3,70 -
16,95 i Dodecanal 6,50 Acido heptanoico, 3-hexenil éster 41,30
Acido propanoico, 2-
23,16 etilhexil éster 2,20 -
6,10-dimetil,5,9-
25,23 undecadien-2-ona 2,80 -
6,65 Acetonitrila 34,0 Acetonitrila 18,00
7,02 3-metil-pentano 7,90 4-metil-hexeno 18,40
7,42 2-butenal 6,00 -
7,93 4-metil-10pentanol 7,20 1-hexanol 11,40
8,89 3-metilbutil-hidroxilamina 8,10 Acido propanoico, 2-propeniléster 61,90
10,18 Acido carbénico, etil metil 3,00 -
éster
10,61 Tramadol 3,20 2,2, 2-trifluormetilacetamida 88,90
14SP 11,00 Hexanal 3,00 -
12,20 - 2-metil ciclopentanol, acetato 67,80
13,39 5-metil-5-hepten-2-ona 10,20 -
13,61 2-benzoilloxi propanal 6,00 -
13,93 2-etil-1-hexanol 3,40 -
14,04 5-metil-5-undeceno 1,80 -
14,13 2-noneno 3,30 -
14,22 Fenol 12,60 -
15,08 2-decen-1-ol 3,60 -
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16,96 1-dodecino 2,50 -
19,19 Acido heptadecanoico, 1,30 -
) metil éster
14SP 27,18 Acido 12-m_eti'l tetranoico, 7,40 -
) metil éster
30,29 Acido 2-hidroxi- 2,50 -
hexadecanoico, metil éster,
acetato
7,94 Isociano butano 5,98 Acido tioacético 28,20
8,89 2,4-dimetil-3-pentanona 1,14 -
12,18 Lisina 5,22 3-metil-2,24-pentanodiona 18,50
13,37 6-metil-5-hepten-2-ona 4,39 6-metil-5-hepten-2-ona 62,20
15SP 13,91 Decanal 2,30 2-etil-1-hexanol 1,40
14,02 2-etil-hexeno-1-ol 1,66 -
15,06 2-decen-1-ol 2,82 2-none-1-ol 9,55
16,94 Dodecanal 4,22 -
25,21 6,10-dimetil-5,9- 4,80 -
undecadien-2-ona
6,64 Acetonitrila 28,40 Butanonitrila 71,80
7,02 3-metil-2-pentanol 4,74 2-propen-1-amina 15,40
7,92 1-hexanol 5,98 Acido acético, hexil éster 51,70
8,89 2,2-dimetil-1-butanol 4,21 Pirrolidina 36,00
10,99 2-hexen-1-ol 2,00 3-metil-pentano 5,62
12,20 Estireno 11,80 -
13,10 2-pentilfurano 7,18 -
16SP 13,59 1,2-ciclopentanodiol 5,28 -
13,92 2-etil-1-hexanol 2,13 -
14,04 1,4-diclorobenzeno 24,00 -
14,94 2-metil-2-butenodiamida 5,69 -
16,93 Dodecanal 4,44 -
18,72 Fenoxi propoxi metano 8,64 -
25,26 Acido decanoico, metil 1,56 -
éster
6,63 Acetonitrila 19,60 Acetonitrila 66,00
7,62 1-metoxi-2-propanol 31,00 4-hidroxi-2-butanona 14,80
7,94 1-hexanol 8,89 4-hidroxi-2-butanona 14,80
8,19 4-metil-4-penten-2-ol 6,73
8,89 3-metil-hexano 6,70 Pirrolidina 57,30
10,44 Benzenoacetaldeido 2,98 1,3,5-cicloheptatrieno 20,00
10,61 4-ciano-metil-butanamida 2,18
175P 11,00 2-hexanol 7,62
11,72 Etilbenzeno 21,30 Etilbenzeno 32,90
12,19 - 3,4-dimetil-2-hexanona 18,70
13,74 Limoneno 4,65
13,93 5,5-dimetil-2-hexeno 4,11 2,2,4-trimetil-hexano 18,20
14,04 1,3-diclorobenzeno 8,69 1,2-diclorobenzeno 22,30
14,48 1-dodecino 1,68 1-ciclohexil-2-propanona 1,14
15,08 2-decen-1-ol 3,31 2-dodecenol 8,66
16,96 Dodecanal 5,46
6,67 Dissulfeto de carbono 56,40 Dissulfeto de carbono 96,10
7,00 1-butanol 5,56 2-propen-1-amina 36,90
7,94 1-hexanol 22,30 ) Amil nitrito 19,20
18SP 8.89 _ Acido 2—meti|p'r0’panoico, 2-
’ 3-metil-pentanal 3,27 propenil éster 76,50
10,98 Hexanal 3,05 Hexanal 68,20
12.18 2-metil ciclopentanol, .
’ acetato 3,40 2-metil ciclopentanol, acetato 49,20

212



Amostras de voluntérios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo) [Continuacéo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
13,10 2-pentilfurano 7,70 2-pentilfurano 74,20
13,39 6-metil-5-hepten-2-ona 17,30 5-metileno-9-decen-2-ona 1,76
13,45 Isooctanol 4,28 Isooctanol 44,90
13,59 Octanal 3,78 5-metil-1-hexeno 2,98
13,74 Diidrocarveol 2,14 -
13,91 2-etil-1-hexanol 4,82 2-etil-1-hexanol 8,12
14,02 3,3-dimetil-1-octeno 3,54 4-metil-1-deceno 10,50
18sP 14,12 6-metil-1-heptanol 6,29 -
14,48 3-deceno 3,50 -
15,06 Nonanal 17,50 2-decen-1-ol 6,31
16,94 Decanal 7,38 3-dodecino 4,98
18,72 2-fenoxietanol 7,80 2-fenoxietanol 95,40
19,06 Fenoxi propoxi metano 4,90 -
25 91 6,10,14-trim¢ti|-5,9,13-
’ pentadecatrien-2-ona 5,61 -
736 Acido férmico, 1-metiletil - _

’ éster 13,00 (1-metiletil)-hidrazina 28,00
7,77 Anidrido acético 3,71 Anidrido acético 24,80
7,92 Acetato de etila 78,70 Acetato de etila 71,60

4-hidroxi-2-butanona 6,94 4-hidroxi-2-butanona 13,90
8,18 1,1-di-2-propenil-hidrazina 8,02 -
9,36 1-metiltio-1-propeno 35,50 1-metiltio-1-propeno 56,10
9,45 Parametadiona 4,61 -
9,55 1,1-dietoxi-etano 79,20 1,1-dietoxi-etano 96,10
10,16 3-metil-1-butanol 9,87 -
19sP 11,40 Acido butenoico, etil éster 9,44 Acido butenoico, etil éster 66,50
2-metil ciclopentanol,
12,18 acetario 5,90 -
13,45 6-metil-1-heptanol 2,08 -
13,74 Limoneno 9,16 Limoneno 22,50
13,91 2-etil-1-hexanol 8,32 2-etil-1-hexanol 45,00
14,02 7-metil-1-octeno 2,21 -
1-metil-4(1-metiletil)-1,4-
14,10 ciclcfhexadiencz 4,35 -
15,01 2-nonen-1-ol 4,50 -
16,96 Dodecanal 3,60 -
6,64 Acetonitrila 29,50 Butanonitrila 58,20
7,00 2-metil-1-nitropropano 3,72 2-propen-1l-amina 29,70
7.42 Acido 2-propinoico, metil 3.74 i
éster
7,92 3-metil-1-pentanol 8,75 1-hexanol 16,20
8,17 2-propenil-acetamida 6,74 -
8,28 Acido d'c'oérst"’:iet'co' butil 15,40 Triclorometano 37,50
10,99 2-hexen-1-ol 3,20 Hexanal 7,81
12,20 2-metil ciclopentanol 10,60 -
13,37 1-hexanol 4,90 1-hexanol 7,01
20SP 13,59 Octanal 3,04 -
13,74 Limoneno 5,87 Limoneno 13,50
13,91 1-heptanol 2,07 2,2-dimetilhexano 3,26
14,14 Decil-hidroxilamina Decano 3,29
Undecano -
14,30 Acido OXf‘é'gt;‘e); alil nonil 3,20 2,3-octanodiona 20,90
Tert-butil-3-
14,97 metilbutildissulfeto 3,98 :
15,06 2-undecen-1-ol 6,41 1-decino 10,90
15,25 3-metil-undecano 1,36 -
15,69 2,3-dimetildecano 7,81 4-metil-1-undeceno 6,04
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15,96 2-butil-1-octanol 2,86
16,67 - -
16,94 Dodecanal 3,68 -
20SP 17,11 ) .2,6,7-Er?met_il-deca_mo _ 3,08 -
17,96 Acido oxalico, isobutil nonl 4,09 3,7-dimetil-undecano 6,91
19,19 2,6,7-trimetil-decano 2,11 -
20,41 2,3,5,8-tetrametil-decano 2,82 Acido oxalico, isobutil nonil éster 5,69
6,63 Acetonitrila 19,60 Acetonitrila 24,00
7,00 Butilhidroxilamina 5,81 2-metil-1-butanol 5,12
7,42 Metacroleina 12,60 -
7,92 1-hexanol 6,89 Propil ciclopropano 24,50
8,89 2-metil-butanal 2,84 3-propoxii-1-propeno 24,70
10,44 Tolueno 6,40 -
Acido-2-metil-2-propenoico-
10,61 2(dimeti|amino[)J etrijl éster 3,55 )
10,99 Hexanal 9,17 Hexanal 11,30
12,19 2-metil-ciclopentano, 13,40 )
o acetato ‘
12,35 Acido 4-me_t||pentan0|co, 7,81 Acido hexanoico, metil éster 24,00
metil éster
13,39 5-metil-5-hepten-2-ona 49,90 5-metil-5-hepten-2-ona 72,50
13,59 4-isopropilciclohexamina 32,80
21SP 13,76 Acido 2-et||2§tx:rn0|co, metil 30,50 Limoneno 148
13,91 2-etil-1-hexanol 2,04 2-etil-1-hexanol 8,89
14,04 1,3-diclorobenzeno 47,40 1,3-diclorobenzeno 39,00
14,21 Fenol 52,70 Fenol 49,30
14,48 1-dodecino 2,22 2,5-dimetil-7-octen-2-ol 32,20
14,67 - Acido 2-metil-hexanoico, etil éster 21,40
14,76 - -
15,07 2-decen-1-ol 3,36 2-decen-1-ol 7,35
15,40 2-undecenal 511 3-metil-heptil-acetato 9,28
16,94 Decanal 7,75 1-dodecino 2,08
17,08 9-metil-5-undeceno 2,51 -
18,36 3-dodeceno 2,12 -
20,42 Tetradecano 2,17 -
27,15 Acido 2-metil dodecanoico 11,90
7,94 Acido acético, butil éster 3,25 Amil nitrito 13,90
12,20 2-metil-ciclopentano, 4,46 2-metil-ciclopentanol 6,32
acetato
13,60 Ftalaldeido 2,50 -
22SP 13,97 5,5-dimetil-2-hexeno 3,01 -
14,21 Fenol 36,60 Fenol 59,40
14,48 3,7-dimetil-1,7-octanodiol 5,07 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 27,20
15,08 Nonanal 6,76 1-decino 5,24
16,96 Decanal 5,77 -
17,70 2,6,7-trimetil-decano 2,88 2,5,9-trimetil-decano 6,88
6,60 Acetonitrila 40,00 Acetonitrila 12,50
6,98 3-metil-pentano 2,34 -
7,19 2,3-dimetil-pentano 4,27 -
7,89 2,3-hidroxipropanal 4,20 Anidrido acético 2,91
23SP 8,09 4-metil-1-hexeno 2,33 -
8,25 5-metil-5-hexen-3-ol 1,93 -
8,52 2-ciclopropil-propano 3,99 2-metil-1-penteno 21,80
8,85 2-metilpropil-hidroxilamina 4,35 3-metil-hexano 3,65
9,08 Etil-ciclobutano 3,02 Diidro-3-metil-2-furanona 52,50
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9,51 Pentanal 1,69 -
10,41 - 2-proprenilideno-ciclobuteno 21,40
2,2,2-trifluoro-metil-
10,58 acetamida 39,70 )
10,95 Hexanal 12,90 Hexanal 59,00
11,37 Acetamidoacetaldeido 1,95 -
11,68 Etilbenzeno 35,20 Etilbenzeno 61,90
12,15 Estireno 13,50 Acido fenilbutanodioico 52,90
12,16 Heptanal 1,88 Estireno 25,00
13,05 - 3-metil-3-penten-3-ino 8,06
23p 13,35 6-metil-5-hepten-2-ona 2,09 Isopropil dissulfeto 1,60
13,54 1-undecino 2,91 2,4-dimetil-1-hexeno 4,06
13,86 2-etil-1-hexanol 2,91 -
13,98 Diclorobenzeno 2,04 -
14,17 Fenol 34,90 Fenol 42,80
14,43 Acido tetradecenoico 1,44 3-etil-2-metil-2-pentanol 1,02
15,02 2-decen-1-ol 2,42 1-decino 6,37
16,88 11-dodecenol 3,88 1,10-decanodiol 5,45
2516 Acido 11-decanoico, etil 132
~ ester
27,05 Acido 14-metil- . 3,90 Acido 2-metil-dodecanoico 37,10
hexadecanoico, metil éster
6,61 Acetonitrila 12,60 Acetonitrila 40,10
6,94 - 2-propen-1-amina 19,50
7,77 2-metilpropil-hidroxilamina 12,20 Anidrido acético 2,91
7,90 Acido acético, pentil éster 13,30 -
8,16 Hexano 7,50 -
8,26 2,4-dimetilpentano 1,97 -
8,52 Metil-ciclopentano 10,10 2-metil-1-penteno 20,30
8,86 2,4-dimetil-3-pentanona 2,60 2,3,4-trimetilpentano 37,80
9,08 2-buteno 6,61 3,3-dimetil-oxetano 18,90
9,51 2-buten-1-ol 1,55 -
10,40 Benzenoacetaldeido 6,60 Tolueno 8,82
10,59 2,2,2-triflu0rp-meti|- 18,00 )
acetamida
10,96 Hexanal 9,30 Hexanal 48,60
11,67 Etilbenzeno 30,10 Etilbenzeno 66,90
12,15 Estireno 11,10 2-metil-ciclopentanol, acetato 45,80
24SP 1296 Acido hexa(!ecanoico, metil )
! éster
13,06 - 2-pentilfurano 6,72
13,35 6-metil-5-hepten-2-ona 8,31 6-metil-5-hepten-2-ona 58,80
13,54 - Octanal 43,50
13,70 Limoneno 6,70 -
13,87 5-metil-2-hepteno 1,76 -
13,98 1,3-diclorobenzeno 6,61 -
14,07 5-metil-1-heptanol 1,70 -
14,17 Fenol 11,60 Fenol 58,90
14,44 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 19,60 -
15,02 3-nonen-1-ol 2,18 1-decino 18,80
16,88 1-undecino 1,93 2-dodecenol 1,69
18,69 2-fenoxietanol 2,75 -
25 15 Acido 16—0§te}decanoico, 201 i
i metil éster
27,07 Acido hexa(‘jécse:::rnmco, metil 4,99 Acido 2-metil-dodecanoico 44,30
25Sp 6,61 Acetonitrila 5,10 Acetonitrila 10,60
7,75 Diacetil sulfeto 7,52 Anidrido acético 32,00
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo)

[Continuacéo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
7,90 4-hidroxi-2-butanona 4,07 4-hidroxi-2-butanona 7,09
8,15 2-etil-1,3-butanonitrila 1,55 -
8,85 4-metil-2-hexanona 3,55 2-metil-pentanal 18,80
9,51 Pentanal 1,20 -
10,41 - Tolueno 4,55
10,96 Hexanal 25,40 Hexanal 79,80
12,13 2-metil ciclopentanol, 25,80 2-metil-ciclopentanol, acetato 40,50
acetato
12,25 Heptanal 3,15 3-metil-hexanal 56,20
13,07 2-pentil furano 20,70 2-pentilfurano 79,50
13,35 6-metil-5-hepten-2-ona 1,46 Isopropil dissulfeto 1,12
13,55 Octanal 7,41 Octanal 3,53
13,77 Limoneno 4,31 -
13,88 2-etil-1-hexanol 2,10 -
25SP 13,97 3-deceno 5,70 -
14,10 2,6,7-trimetil-decano 2,07 -
14,44 4-deceno 1,50 3-metil-1-hepteno 2,29
14,49 1-undecino 1,96 -
15,03 2-decen-1-ol 2,16 -
16,11 2-pentil-1-hepteno 1,08 3,5-dimetil-1-hexeno 1,46
16,18 1,12-tridecadieno 1,65 -
16,89 Dodecanal 1,82 -
19,17 3,7,11-trimetil-1-dodecanol 1,20 -
19,38 2-hexil-tetrahidrofurano 2,25 -
20,36 5,8-dietil-dodecano 1,28 2,6,10-trimetil-dodecano 1,15
23,09 2-metil-1-hexadecanol 4,19 -
25,16 6,10-dimetil-5,9- 1,11 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 9,88
undecadien-2-ona
6,60 Acetonitrila 6,80 Acetonitrila 7,50
7,89 4-hidroxi-2-butanona 10,10 Acido hidroxi-acético, propil éster 50,30
8,13 4-metil-1-hexeno 4,84 -
8,24 2,4-dimetil-pentano 1,73 -
8,52 Metilciclopentano 19,20 2-metil-penteno 33,50
8,86 3-metil-hexano 11,20 3-metil-hexano 62,20
9,06 2-metilciclopropiil-propano 2,96 Etil-ciclobutano 1,04
10,40 Tolueno 6,31 Tolueno 6,04
10,58 4-ciano-metil-butanamida 1,11 -
11,67 Etilbenzeno 53,30 Etilbenzeno 58,20
12,14 Estireno 13,70 Estireno 23,10
13,34 - 3-etilideno-1-metil-ciclopenteno 1,34
26SP 13,55 Octanal 1,70 1-fenil-1,2-propanodiona 6,69
13,69 Limoneno 1,10 1-propenil-ciclopropano 35,90
13,87 3,35-dimetil-1-hexeno 1,56 -
13,90 1,3-diclorobenzeno 24,00 -
14,17 Fenol 5,60 Fenol 44,50
14,44 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 2,30 -
15,03 2-decen-1-ol 2,00 Decanal 10,50
16,89 Dodecanal 1,27 Dodecanol 7,00
20,35 5,8-dietil-dodecano 1,82 -
25,16 Acido 14-mefil- 3,54 Acetohidrazida 71,60
heg(adecanmco, metil éster )
Acido heptadecanoico, Acido 10,13-dimetil-
21,03 me‘:il éster 3.07 tetradecanoico, metil éster 50,30
6,66 Acetonitrila 9,49 Acetonitrila 19,00
27Sp 7,89 4-hidroxi-2-butanona 6,38 4-hidroxi-2-butanona 2,86
8,14 4-metil-4-penten-2-ol 3,49 -
8,25 2,2,3-trimetil-butano 1,69 -
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo)

[Continuacéo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
. L L Acido 2-metil-2-propenil-
8,86 2-metilpropil-hidroxilamina 2,46 propanoi(?o P 34,90
9,09 - 1-buteno 1,00
10,41 - Tolueno 19,30
11,68 Etilbenzeno 26,50 Etilbenzeno 53,50
12,17 Estireno 10,80 Estireno 27,20
13,35 - 1,3,5-octatrieno 1,58
13,54 Octanal 1,20 -
27SP 13,70 Limoneno 1,10 Ciclopenteno 17,80
13,88 2-etil-1-hexanol 3,63 2-etil-1-hexanol 5,50
13,98 - Diclorobenzeno 38,80
15,07 2-decenal 1,28 1-decino 17,10
16,82 1-undecino 1,77 2,6-dimetil-2,6-octadieno 1,54
16,88 1,8-dodecadieno 1,13 Dodecenol 3,91
20,19 - 4-hidroxi-2-metil-acetofenona 9,24
25,16 6,10-dimetil-5,9- 1,36 )
undecadien-2-ona
6,63 2-metil-pentano 1,40 -
6.98 Acido férmico, 2-propenil 167 i
éster
7,64 1-metoxi-3-hexeno 1,06 -
7,90 Acido acético, butil éster 2,40 -
8,15 3-metil-ciclopentanol 3,94 -
8,26 2,4-dimetil-1-hexeno 1,87 -
8,53 2-metil-1-noneno 1,65 -
8,87 3-metil-ciclopentanol 1,73 -
10,41 Benzilindol 5,77 Tolueno 5,90
10,96 Hexanal 12,50 Hexanal 7,60
11,02 3-metil-butenal 4,99 -
11,67 Etilbenzeno 1,17 -
12,14 2-metil-ciclopentanol, 29.40 )
acetato
28SP 12,24 Heptanal 2,48 -
12,45 3,4-dimetil-fenol 8,21 3,4-dimetil-fenol 11,20
13,07 3-isobutil-ciclohexeno 1,94 -
13,36 6-metil-5-hepten-2-ona 18,80 6-metil-5-hepten-2-ona 22,00
13,55 Octanal 12,10 -
13,98 3,3-dimetil-1-octeno 3,05 2-etil-1-hexanol 5,40
14,07 3,3-dimetil-2-octeno 2,28 1-undecino 9,20
14,44 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 7,70 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 11,00
14,70 5-metil-5-hexen-3-in-2-ol 1,21 -
15,02 2-decen-1-ol 2,46 2-nonen-1-ol 9,50
16,89 Dodecanal 1,44 2-decen-1-ol 9,60
19,39 2,4-dodecadienal 1,92 -
21,83 2,5-pentadecadien-1-ol 1,69 -
2513 6,10-dimetil-5,9- 23,60 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 26,00
undecadien-2-ona
7,75 Anidrido acético 11,90 -
7,91 4-hidroxi-2-butanona 11,60 Butano 1,73
8,85 3-metil-butanal 11,30 3-metil-butanal 71,80
10,95 Hexil hidroperéxido 1,40 -
11,96 2-metil-pirrol 57,60
29SP 12,13 2-metil-ciclopentanol, 10,10 2-metil-propanal 82,80
acetato
13,07 1-butil-pirrol 1,47 -
3-isopropenil, 1,2-
13,34 dimetiFIJcic‘I)opentanoI 1,20 )
13,56 Benzaldeido 5,21 Fenilglioxal 9,46
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo)

[Continuacéo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
13,88 2-etil-1-hexanol 3,36 2-etil-1-hexanol 1,96
13,98 3-metilpenta-1,3-dieno 1,30 2-metil-3-butin-2-ol 29,80
14,07 1,2-ciclopentanodiol 1,14 -
14,79 2-propenildieno-ciclobuteno 1,62 1,6-heptadien-3-ino 20,50
15,03 1,9-nonanodiol 2,77 1-decino 8,03
15,43 - Metil-vinil-cetona 83,20
29sP 16,88 Dodecanal 4,85 Dodecenol 531
17,64 2-metil-undecano 1,23 3,7-dimetil-nonano 1,87
20,35 Tetradecano 1,49 2,5,9-trimetil-decano 1,01
25,13 S0-dmetl 5,9 1330  6,10-dimeti-5,9-undecadien-2-ona 30,30
Metil-octadec-6,9-dien-12-
27,80 inoato 1,64 -
6,58 Dissulfeto de carbono 2,10 - 4,00
7,75 Anidrido acético 33,70 -
7,91 4-hidroxi-2-butanona 4,79 4-hidroxi-2-butanona 28,40
8,26 2-etil-4-metil-1-pentanol 1,05 -
8,48 Acido 3-metil-butanoico 4,54 1,3-butanodiol 1,77
8,86 5-metil-hexanal 1,82 3-metil-butanal 8,67
8,97 1,2-ciclopentanodiol 1,25 -
10,40 Tolueno 3,60 Tolueno 10,70
10,58 - -
11,67 Etilbenzeno 14,70 Etilbenzeno 43,10
12,15 Estireno 6,78 Estireno 24,70
30SP 12,24 - 2-hexen-2-ona 72,10
13,07 2-pentilfurano 1,83 -
13,43 6-metil-1-heptanol 1,04 -
13,54 Acido benzoico 4,59 Trimetil-pirazina 94,80
13,87 3,5-dimetil-1-hexeno 4,03 5-metil-2-hepteno 16,80
13,97 5-deceno 1,59 -
14,17 Fenol 16,10 Fenol 57,50
14,65 Tetrametil-pirazina 72,90 Tetrametil-pirazina 91,50
15,03 6-nonenal 13,00 1,6-hexanodiol 6,22
15,22 3-metil-undecano 2,10 -
16,88 Dodecanal 2,76 2-octenal 6,57
25,12 6,10-din_1eti|-5,9- 3,72 )
undecadien-2-ona
6,60 Acetonitrila 3,50 Acetonitrila 4,60
7,90 2,3-dihidroxi-propanal 7,75 -
8,26 4-metil-1-hexeno 1,32 2-metil-butano 6,30
8,50 4-metil-1-penteno 2,87 2-metil-1-propanol 4,35
8,86 Heptano 3,09 3-metil-hexano 61,40
9,08 - 1-butanol 3,69
9,51 3-metil-butanal 2,40 -
10,41 Tolueno 2,01 2-propenilideno-ciclobuteno 18,60
10,60 2,2,2—trifluorp—meti|— 20,30 )
acetamida
e 10,95 Octanal 1,55 2,2,3-trimetil-pentano 5,63
11,67 Etilbenzeno 59,10 Etilbenzeno 57,30
12,15 Estireno 12,90 Estireno 30,20
12,25 Decenal 2,33 3-etil-5-metileno-heptano 2,51
13,07 2-pentilfurano 21,20 -
13,35 5-metil-5-hepten-2-ona 2,20 -
13,55 Octanal 1,20 -
13,70 Limoneno 4,59 Limoneno 1,33
13,86 2-etil-1-hexanol 1,47 -
13,98 1,3-diclorobenzeno 16,80 -
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer - (SP= suor positivo)

[Concluséo]

Tempo~de Identidade fornecida Probabilidade Identidade fornecida Probabilidade
Amostra retencao
(minutos) NISTO08 (%) AMDIS (%)
14,17 - Fenol 64,10
14,44 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 2,60 -
15,02 2-decen-1-ol 2,85 Decanal 6,93
16,71 - Acido 2-metil-decanoico 21,80
31SP 16,89 Dodecanal 2,17 Dodecanal 1,04
19,10 hexa d’ggle?nooilct,mrﬁgtli-l éster 2,26 Acido 2-metil-undecanoico 1,23
Acido 15-metil-
21,08 hexadecanoico 2,71 i
6,62 Acetonitrila -
7,38 Butenal 2,5-dihidrofurano 55,60
7,78 4’5(')';(2’563&?2"' 5,26 Acido 2-propenoico, etenil éster 44,40
7,89 4-hidroxi-2-butanona 8,88 Anidrido acético 8,99
8,14 2-metil-1-penten-3-ol 12,00 2-metil-3-buten-2-ol 50,10
8,58 3-propoxi-1-propeno 8,75 1,3-propanodiol 35,10
8,98 2-metil-butanal 1,53 -
9,50 3-metil-butanal 28,60 Pentanal 46,80
10,29 2-hexin-1-ol 2,39 1-heptanol 29,60
10,40 2-propenildieno-ciclobuteno 1,44 1,3,5-cicloheptatrieno 27,10
10,56 3-etil-2,4-pentadien-1-ol 1,08 3-hexeno 1,42
10,67 Acido butanoico, etil éster 27,90 Acido butanoico, etil éster 89,30
10,95 2-metil-ciclopentano 37,00 Hexanal 61,70
11,59 3,5-dimetil-1-hexeno 6,39 3,3-dimetil-hexeno 5,58
11,66 Etilbenzeno 3,90 Etilbenzeno 28,90
11,76 Xileno 11,90 Xileno 22,60
12,13 2-metil-ciclopentanol, 25,30 3,4-dimetil-2-hexanona 1,11
acetato
32SP 12,26 Heptanal 19,60 Heptanal 57,60
12,80 - 2,3,4-trimetil-hexano 14,30
13,06 2-pentilfurano 29,70 3-pentilfurano 86,30
13,34 6-metil-5-hepten-2-ona 56,00 6-metil-5-hepten-2-ona 77,50
13,40 3-etil-4-metilpentanol 4,01 5-metil-1-heptanol 7,85
13,53 Octanal 27,10 -
13,69 Limoneno 14,10 Limoneno 44,70
13,86 2-etil-1-hexanol 2,68 2-etil-1-hexanol 8,39
13,97 3,3-dimetil-1-octeno 1,94 3,4-dimetil-pentanol 5,46
14,06 1-octin-3-ol 3,65 3-etil-2-metil-1-penteno 1,00
14,43 7-metil-3-octeno 4,74 2-metil-3-hepteno 1,72
14,68 ) Acido 2-meti|:hexanoic0, metil 252
éster
15,02 Nonanal 8,03 2-decen-1-ol 2,81
15,51 - 6-metil-3,5-heptadien-2-ona 33,10
15,64 2,3-dimetildecano 3,85 Undecano 4,43
16,87 Decanal 2,26 -
17,63 2,6,8-trimetil-decano 1,60 2-metil-decano 2,84
20,33 Tetradecano 2,64 3,5-dimetil-4-octanona 4,70
25,15 6,10-dimetil-5,9- 2,84 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 20,00

undecadien-2-ona
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APENDICE 3- VOCs identificados em amostras de urina de voluntarios do

grupo controle

Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrolise)

[Continua ...]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Amostra (minutos) AMDIS (%)
5,43 Alanina 1,48
6,26 4-penten-2-ona 4,75
6,60 Acetonitrila 66,30
7,75 Anidrido acético 5,58
8,87 2-nitro-propano 71,70
9,41 2-pentanona 87,30
10,25 Dimetildissulfeto 34,70

10,40 (E) Piridina 1,40
10,90 Pirrol 80,80
11,88 2-metil-3-hexanona 49,50

11,94 (E) 2-metil-pirrol 64,40

12,12 (E) Acido acético, 2-propenil éster 2,10
12,28 Alil isotiocianato 43,00
13,39 Propanodinitrila 12,20

13,55 (E) Dimetil trissulfeto 91,40
13,65 Piridina 1,45

13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 32,60

14,15 (E) Fenol 53,70

e 14,42 (E) 3-etil-4,5-dimetil-1,4-hexadieno 13,30

14,63 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 46,70

14,70 (E) Linaloloxido 32,10

14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 8,14

14,96 (E) Linalil 6xido 3,02

15,20 (E) Acido benzeno acético, metil éster 5,40

15,51 (E) 2-metoxi-fenol 27,60

16,30 (E) 2,3-dihidro-5-metil-furano 4,38

16,60 (E) Piridinona 44,00

16,79 (E) Mentol 24,90

16,97 (E) 1,3,7-octatrieno 4,86

17,34 (E) Menta-3,8-dieno 17,34

17,60 (E) Metil-salicilato 68,70
19,00 Carvona 53,20
19,67 2-etil-4-metil-1H-imidazol 38,40

19,82 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 48,40

Acido 2,2 ,4-trimetil-3-hidroxi-pentanoico,
22,69 isobutil éster 5,36
23,08 Acido 2-etil-propanoico, 3-hidroxihexil éster 34,70
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
iuc 23,11 Acido butanoico, octil éster 3,96
4,90 Isobutano 1,44
5,39 Alanina 21,40
6,27 Anidrido acético 5,19
7,75 2-nitro-propano 28,80
8,87 Vinil butirato 67,50
9,41 2-pentanona 82,00
10,24 (E) 2-metil-pirrol 80,30
11,86 4-heptanona 57,70
11,93 (E) Pirazina 58,20
12,13 (E) Dimetil-diazeno 78,40
12,84 (E) 1,6-heptadien-3-ino 21,60
13,31 6-metil-3,5-heptadien-2-ona 1,38
13,32 4-metoxi-piridina 33,50
13,86 (E) 3,5-dimetil-1-hexeno 16,70
2UC 14,17 (E) Fenol 48,20
14,62 (E) 5-amino-4-isoxazolecarbonitrila 54,40
14,87 (E) 6-metil-5-metileno-2-heptanona 26,90
15,58 (E) 2-metil-fenol 28,60
16,31 (E) 3-metileno-1,6-heptadieno 13,60
16,61 (E) Mentol 18,10
16,67 (E) 2,4-dihidroxifenilbenzil cetona 12,60
16,80 (E) Mentol 17,70
17,15 (E) Borneol 17,14
17,65 (E) Acido 2-metil-2-propenoico, etenil éster 1,91
18,84 (E) 6-metil-5-hepten-2-ona 14,40
21,41 2-metoxi-4-vinil-fenol 7,09
22,71 Acido 2-metil-propanoico, propil éster 62,40
22,74 Acido 2-metil-propanoico, propil éster 61,90
23,11 Acido 2-metil-propanoico, pentil éster 1,30
491 2-nitro-propano 34,80
5,38 Alanina 24,90
6,59 Acetonitrila 56,40
7,75 Anidrido acético 2,01
3uC 9,40 2-pentanona 44,40
9,52 Butanodial 3,43
10,25 Dimetil dissulfeto 92,00
10,37 (E) Tolueno 14,10
10,90 Metil 2-butinoato 39,60
11,86 2-metil-3-hexanona 48,40
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
12,28 Alil isotiocianato 79,90
13,31 4-metoxi-pirazina 17,10
13,56 Dimetil trissulfeto 39,00

13,88 (E) 2-etil-1-hexanol 20,10
14,16 (E) 3-metil-pirazina 60,90
14,80 (E) 2-metil-1,5-heptadien-4-ol 42,30
3uC 15,58 (E) 2-metil-fenol 18,90
15,87 (E) 2,6-dimetil-5,7-octadien-2-ol 1,79
16,67 (E) Menta-3,8-dieno 4,02
16,80 (E) 2,4-hexadienal 1,80
17,17 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 69,70
20,75 (E) 2-etil-4,5-dimetil-fenol 16,30
22,70 Acido 2-metil-propanoico, propil éster 46,40
23,09 Acido 2-metil-propanoico, pentil éster 10,20
491 2-nitro-propano 32,70
5,40 Alanina 10,20
6,25 Anidrido acético 6,26
6,61 Acetonitrila 57,50
7,74 2-nitro-propano 1,94
8,84 (E) Butano 50,60
9,40 2-pentanona 84,20
10,25 Dimetil dissulfeto 73,10
10,89 Pirrol 55,10
11,58 4-heptanona 59,90
11,93 (E) 2-metil-pirrol 57,90
12,11 (E) Acetona 47,70
4UC 12,88 (E) 1,2,4-triazolo(4,3a)pirazina 39,80
13,39 Propanodinitrila 12,20
13,54 Dimetil trissulfeto 1,00
13,88 (E) 2-etil-1-hexanol 19,20
14,16 (E) Fenol 45,10
14,41 (E) Dimetil-ciclopentanometanol 44,90
14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 18,60
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 7,47
15,59 4-metil-fenol 57,60
15,86 (E) Ment-3-en-1-ol 13,70
16,25 (E) Ment-8-en-8-ol 28,10
16,59 (E) Mentol 14,00
16,79 (E) Mentol 16,79
17,13 (E) Hept-3-in-2-ona 26,30
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
19,64 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexen-1-ona 57,90
4UC 19,66 2-etil-4-metil-1H-imidazol 24,20
22,67 Acido 2-metil-propanoico, 2-propenil éster 3,49
23,06 Acido 2-metil-propanoco, pentil éster 37,40
5,38 Metil-taurina 1,24
6,26 Ciclobutilamina 21,20
7,75 2-nitro-propano 1,94
8,86 1,6-heptadien-4-ol 1,54
9,40 2-pentanona 86,70
9,51 3-metil-4-penten-2-ol 14,80
10,25 Dimetil dissulfeto 96,80
10,43 (E) Piridina 89,50
10,89 Pirrol 80,80
11,93 (E) 2-metil-piridina 48,30
11,86 4-heptanona 29,00
12,15 (E) Estireno 16,70
13,39 3-isopropil-1-ciclopenteno 10,70
13,55 Dimetil trissulfeto
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 17,50
14,16 (E) Fenol 47,40
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 40,10
sucC 14,53 1,1-dipropil-hidrazina 94,90
14,87 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 27,60
15,12 Metil-ciclopentanometanol 32,90
15,22 1-fenil-1,2-propanodiona 4,48
15,53 (E) 2-metil-fenol 30,90
15,98 (E) 2-piridinona 66,30
16,31 (E) Canfeno 1,91
16,45 1,-nonadiino 9,15
16,60 (E) Pulegona 7,48
16,90 (E) Mentol 15,10
17,11 (E) 7-metil-1-nonino 16,30
17,39 (E) 2,7-dimetil-2,6-octadieno 22,50
17,57 (E) 1,4-dimetoxi-benzeno 21,90
17,99 (E) 1-undecino 6,11
16,83 3-propil-1,4-pentadieno 4,30
18,99 2-ciclopenten-1-ona 16,30
19,00 1,2-ditiolano 7,19
21,40 4-hidroxi-2-metilacetofenona 32,50
6UC 4,90 Isobutano 1,44
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrdlise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
6,60 Acetonitrila 67,90
7,75 Anidrido acético 15,10
8,89 2,3,4-trimetil-pentano 35,60
9,40 2-pentanona 79,10
9,44 3-metil-4-penten-2-ol 14,80

9,50 (E) Pentanal 7,84
10,25 Dimetil dissulfeto 95,70
10,88 Metil-2-butanoato 55,00

10,95 (E) 3-metil-pentano 42,80
11,86 2-metil-3-hexanona 58,20

11,92 (E) 2-metil-pirrol 57,10
13,39 Pirrol 43,80
13,55 Dimetil trissulfeto 90,70

13,86 (E) 4,4-dimetil-1-penteno 3,56
14,05 Fenil-propanamida 1,20

14,16 (E) Fenol 61,40

6UC 14,43 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 25,50

14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 55,40

14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 40,70

15,57 (E) 3-metil-fenol 30,10

16,60 (E) Acido butanoico, 3,7-dimetil-6-octenil éster 1,55

16,78 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 1,28
16,82 6-nitro-2-hexeno 10,80

17,17 (E) Ment-1-en-8-ol 15,50

17,18 (E) Limoneno 1,23

17,33 (E) Menta-3,8-dieno 28,00

17,87 (E) Carveol 25,60

18,24 (E) 2-metil-acetofenona 37,50
18,99 Carvona 43,00

19,82 (E) Etilguaiacol 87,00

20,72 (E) 2-etil-4,5-dimetil-fenol 15,60
21,39 3-metoxi-acetofenona 44,50
22,70 Acido butanoico, hexil éster 15,30
23,08 Acido butanoico, heptil éster 1,12
4,91 lobutano 1,44
5,40 2-amino propanol 1,34

7uC 6,60 Acetonitrila 67,10
7,74 1-nitro-propano 31,70

8,46 (E) Isobutano 11,10

8,79 (E) Benzeno 69,00
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Amostras de voluntarios do grupo controle
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[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
8,96 2,3-butanodiona 77,20
9,07 2-butanol 53,00
9,08 Propeno 80,80
9,40 2-pentanona 82,70

9,50 (E) Pentanal 29,50
10,25 Dimetil dissulfeto 98,50
10,36 (E) 3-metil-2-pentanona 87,00
10,89 Metil-2-butanoato 38,70
11,86 2-metil-3-hexanona 29,00
13,22 1-fenil-1,2-propanodiona 13,10
13,31 4-metoxi-piridina 34,70
13,39 Propanodinitrila 12,20
13,55 Dimetil trissulfeto 98,00
7UC 13,86 (E) 2-etil-4-metil-1-pentanol 11,00
13,88 4-metil-piridina 3,65
14,15 (E) Fenol 48,30
14,42 (E) 1-dodecino 7,82
14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 43,00
14,86 (E) Fenil-butanamida 1,54
15,12 1-metoxi-2-metil-3-buteno 49,80
15,58 2-metil-fenol 21,30
16,59 (E) Mentol 12,20
16,78 (E) 3-metil-1-isobutilideno-ciclopentano 1,56
11,71 (E) 4-piridinol 1,95
17,61 (E) Acido butanoico, 3-metilbut-2-enil éster 1,15
22,69 Acido butanoico, heptil éster 15,60
23,06 Acido butanoico, octil éster 2,21
5,42 Alanina 2,48
6,59 Acetonitrila 58,20
7,74 Anidrido acético 2,91
8,16 Vinil butirato 32,40
8,50 (E) Isobutano 27,80
8,85 2,3,4-trimetil-pentano 28,40
8ucC 9,40 2-pentanona 81,80
9,51 Butanodial 18,10
10,25 Dimetil dissulfeto 97,00
10,56 (E) 2-metil-2-buteno 27,70
10,89 Pirrol 81,40
10,96 (E) 3-metil-pentano 5,01
11,86 2-metil-3-hexanona 48,80
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrdlise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
11,93 (E) 2-metil-pirrol 56,80
12,14 (E) 2,3-hexanodiona 33,40

13,39 Propanodinitrila 12,20
13,56 Dimetil trissulfeto 96,70
13,88 (E) 2-etil-1-hexanol 27,40
14,17 (E) Fenol 42,40
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 29,10
14,55 1,1-dipropil-hidrazina 91,80
14,58 3,4-didehidro-prolina 12,80
14,62 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 57,90
14,87 (E) 2,6-dimetil-2,7-octadieno-1,6-diol 10,70
15,13 Metil-ciclopentanometanol 22,00
8UC 15,58 (E) 3-metil-fenol 30,30
15,98 (E) 1,10-undecadieno 13,40
16,10 (E) Tolueno 20,20
16,60 (E) 5,10-pentadecadien-1-ol 32,90
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,41
17,45 (E) 2-ciclopentiletanol 1,14
17,58 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 23,50
18,98 (E) Carvona 62,20
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 72,40
20,18 (E) Tert-butil-fenol 14,50
20,74 (E) 1,1-dimetiletoxi-benzeno 52,30
21,42 3-metoxi-acetofenona 41,10
22,70 Acido 3-hidroxi-decanoico 38,10
23,11 Acido butanoico, hexil éster 1,51
4,90 Isobutano 1,44
5,37 Alanina 1,31
7,88 1-nitro-propano 27,20
9,39 3-metil-2-butanona 77,60
10,24 Dimetil dissulfeto 93,00
10,58 Butanodial 3,43
11,86 4-heptanona 38,40
9ucC 13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 18,50
14,15 (E) Fenol 12,98
15,53 (E) 2-metil-fenol 12,75
15,98 (E) 2-piridinona 10,70
16,31 (E) Canfeno 14,40
16,45 1,5-nonadi-ino 9,15
16,80 (E) Mentol 2,43
17,11 (E) 7-metil-1-nonino 2,04
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
17,39 (E) 2,7-dimetil-2,6-octadieno 19,80
17,57 (E) 1,4-dimetoxi-benzeno 11,23

10UC 18,00 (E) 1-undecino 2,90
18,99 (E) Carvona 11,20
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 2,50

23,09 Acido butanoico, heptil éster 1,41
4,90 Isobutano 1,44
5,37 Alanina 2,32
6,58 Acetonitrila 58,00
7,75 Anidrido acético 2,91
9,40 2-pentanona 4,05
11,85 Vinil butirato 19,10
11,93 (E) 2-metil-pirrol 43,70
12,14 (E) 2,3-hexanodiona 12,13
12,26 Alil isotiocianato 79,40
13,36 Isopentil-benzeno 1,08
15,58 2-metil-fenol 41,00

10UC 15,98 (E) 1,10-undecadieno 12,50
16,60 (E) 5,10-pentadecadien-1-ol 23,40
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 2,50
16,90 (E) 5-metil-3-heptino 1,80
17,14 (E) Acido sorbico, vinil éster 6,30
17,18 (E) Ment-1-en-8-ol 12,20
17,45 (E) 2-ciclopentiletanol 21,90
17,58 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 40,80
18,98 (E) Carvona 60,70
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 7,80
20,18 (E) Tert-butil-fenol 9,70

20,74 1,1-dimetiletoxi-benzeno 3,97
23,05 Acido 2-metil propanoico, butil éster 65,20
4,89 Isobutano 1,44
541 Alanina 2,03
6,60 Acetonitrila 57,40
7,75 Anidrido acético 2,91
9,40 2,4-butanodiona 74,80
11uc 10,25 Dimetil dissulfeto 24,20
10,88 Pirrol 69,90
11,85 2-metil-3-hexanona 46,70
13,34 2,3,6-trimetil-piridina 56,80
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 1,42
14,17 (E) Fenol 44,10
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(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
15,50 (E) 2-metoxi-fenol 44,30
16,61 (E) Mentil acetato 2,89
16,80 (E) 3,7-dimetil-6-octen-1-ol 1,34

12UC 17,15 (E) Fenil metilcarbamato 4,00
17,18 (E) Ment-1-en-8-ol 40,80
22,69 Hexil pentil éter 14,40
23,05 Acido butanoico, butil éster 1,40
4,89 Isobutano 1,44
6,59 Butanonitrila 73,50
7,75 Anidrido acético 2,01
9,39 2-pentanona 25,00
10,40 (E) 1,5-heptadi-ino 575
10,88 Pirrol 66,10
11,85 4-heptanona 37,00
11,93 Pirazina 63,90
12,26 Alil isotiocianato 71,90
13,32 2,3-dimetil-benzenoamina 10,40
13,55 Dimetil trissulfeto 1,29
13,86 (E) 4.,4-dimetil-penteno 5,07
12UC 14,16 (E) 3-metilpiridazina 66,60
14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 35,60
14,69 (E) Betahistina 1,33
14,87 (E) Acido 2-metil-propanoico, anidrido 1,93
15,51 (E) 2-metoxi-fenol 32,60
15,58 (E) 2-metil-fenol 32,40
16,60 (E) Mentan-8-ol 1,12
16,80 (E) 3,7-dimetil-6-octen-1-ol 1,52
18,97 (E) Carvona 40,90
19,82 (E) 2,5-dimetoxi-tolueno 5,59
21,37 2,4,6-undecatrieno 60,80
22,67 Acido butanoico, heptil éster 5,22
23,03 Acido 2-metil propanoico, hexil éster 6,73
4,90 Acetileno 42,00
6,60 Acetonitrila 18,20
7,75 Anidrido acético 1,20
8,85 Ciclo-butilamina 9,19
13uc 9,39 2-pentanona 86,00
10,88 Pirrol 1,23
11,86 4-heptanona 75,10
12,68 Diacetil sulfeto 1,25
12,89 Purina 16,40
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[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
13,88 (E) 5-metil-2-hepteno 24,30
14,15 (E) Fenol 10,60
14,89 (E) 6-metil-4-metileno-2-heptanona 13,40
15,89 (E) 4-metil-fenol 30,30

13UC 16,60 (E) Piridinona 17,80
16,81 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,20
17,17 (E) 4-hidroxi-2-metil-acetofenona 14,80

20,05 Dimetil-benzenoacetaldeido 50,50
22,68 Pentil éter 1,87
23,06 Acido 2-metil-propanoico, butil éster 24,10
5,39 Metil-taurina 23,20
6,59 Acetonitrila 58,10
7,75 Anidrido acético 2,91
9,40 2,3-butanodiona 71,50
10,24 Dimetil dissulfeto 24,50
10,40 Tolueno 1,67
10,89 Pirrol 12,70
11,86 2-metil-3-hexanona 40,40
11,93 (E) 2-metil-pirrol 9,32

14uC 13,55 Dimetil trissulfeto 21,90
13,86 (E) 4,4-dimetil-1-hexeno 17,60
14,18 (E) Fenol 35,40
15,53 (E) 4-acetil-ciclohexeno 10,90
15,59 (E) 4-metil-fenol 41,90
16,62 (E) Mentil acetato 1,44
16,82 (E) 3,7-dimetil-6-octen-1-ol 1,52
17,20 (E) Ment-1-en-8-ol 34,10

22,70 Acido 2-metil-propanoico, butil éster 42,60
23,09 Acido butanoico, octil éster 2,18
4,92 2-nitro-propano 28,80
5,38 Alanina 2,92
6,60 Acetonitrila 2,19
7,74 Anidrido acético 11,90
9,39 2-pentanona 41,70
15UC 10,25 Dimetil dissulfeto 19,80
10,89 Pirrol 14,20
11,86 2-metil-3-hexanona 38,90
12,12 (E) 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 1,11
13,38 Alil isotiocianato 66,10
13,55 Trimetil dissulfeto 2,80
13,87 (E) 2,2 ,4-trimetil-pentano 20,90
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
15,20 (E) 3-piridina-carbonitrila 2,05
16,30 (E) Canfeno 12,30
16,80 (E) 2,4-hexanodial 1,20
17,12 (E) 7-metil-1-nonino 2,60

15uUC 18,98 (E) Carvona 39,20
19,66 (E) 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexen-1-ona 57,20
19,82 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 17,60

22,69 5-metil-1-undeceno 3,29
23,07 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 5,17
6,59 Acetonitrila 44,30
7,74 Anidrido acético 2,13
9,40 2-pentanona 22,40
9,51 Butanodial 1,75
10,25 Dimetil dissulfeto 20,50
10,89 Pirrol 43,40
11,86 2-metil-3-hexanona 12,70
11,93 (E) 2-metil-pirrol 3,20
12,14 (E) 2,3-hexanodiona 7,20
13,39 Propanodinitrila 16,10
13,56 Dimetil trissulfeto 36,50
13,88 (E) 2-etil-1-hexanol 1,80
14,17 (E) Fenol 12,30
14,58 3,4-didehidro-prolina 3,40

16UC 14,62 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 12,02

14,87 (E) 2,6-dimetil-2,7-octadieno-1,6-diol 1,12
15,13 2,2-dihidroxi-1-fenil-etanona 2,16
15,58 (E) 2-metil-fenol 19,80
15,98 (E) 1,10-undecadieno 6,30
16,60 (E) 5,10-pentadecadien-1-ol 3,60
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 15,60
17,45 (E) 2-ciclopentiletanol 43,00
17,58 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 21,80
18,98 (E) Carvona 10,70
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 12,00
20,18 (E) Tert-butil-fenol 7,69
20,74 (E) 1,1-dimetiletoxi-benzeno 9,20
22,70 Acido 3-hidroxi-decanoico 11,90
23,11 Acido butanoico, hexil éster 2,34
170C 4,92 2-nitro-propano 1,94
6,60 Acetonitrila 3,65
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[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
7,75 Anidrido acético 9,76
8,85 Propil acetato 33,20
9,40 2-pentanona 77,70
10,25 Dimetil dissulfeto 89,50
10,89 Pirrol 84,60
11,86 Vinil butirato 3,65

12,13 (E) 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 1,21
12,27 Alil isotiocianato 81,10
13,39 Propanodinitrila 12,20
13,56 2,2-dihidroxi-1-fenil-etanona 10,10

170C 13,87 (E) 4,4-dimetil-penteno 78,20

14,16 (E) Fenol 11,30
15,12 1-fenil-1,2-propanodiona 5,76

15,50 (E) 2-metoxi-fenol 9,80

15,98 (E) 1,9-decadieno 3,40

16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 2,04

17,13 (E) 4-piridona 3,20

18,99 (E) Carvona 53,70

19,66 (E) 1-etil-2-metil-imidazol 12,00

20,73 (E) 4-hidroxi-2-metil-acetofenona 9,60
22,67 Hexil pentil éter 42,20
23,08 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 17,40
4,88 1-nitro-propano 2,04
5,39 Alanina 1,38
6,57 Acetonitrila 44,40
7,74 Anidrido acético 4,98
9,38 2-pentanona 81,50
10,23 Dimetil dissulfeto 98,00
10,88 1,3,5-cicloheptatrieno 30,90
10,89 Pirrol 82,00
11,11 Glicoaldeido dimetil acetal 37,50

18UC 11,84 2-metil-3-hexanona 36,90
12,88 2-etil-6-piridina 17,00
13,36 Propanodinitrila 12,20
13,54 Dimetil trissulfeto 19,40

13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 25,70

14,15 (E) Fenol 58,10

14,41 (E) Mentan-8-ol 39,30

14,61 (E) 3,4-piridinadiamina 1,13

14,86 (E) 2,6-dimetil-2,7-octadieno-1,6-diol 1,23

15,77 (E) 2,6-dihidroacetofenona 5,67

231



Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
15,97 (E) 4-ciclopropil-1-buteno 36,90
16,29 (E) Isopulegol 46,60
16,60 (E) 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexanol 3,55
16,78 (E) Etil-mentil-carbonato 2,16

18UC 17,18 (E) Ment-1-en-8-ol 33,30
19,81 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 63,40
21,36 (E) 4-hidroxi-4-metil-acetofenona 28,20

Acido  2,2,4-trimetil-3-hidroxi-pentanoico,
22,65 isobutil éster 15,60

Acido 2-metil-propanoico, 2-etil-3-
23,04 hidroxihexil éster 30,10
6,60 Acetonitrila 2,40
7,75 Anidrido acético 2,19
8,89 2,3,4-trimetil-pentano 5,60
9,40 2-pentanona 3,78
10,25 Dimetil dissulfeto 40,30
10,88 Pirrol 54,20
11,86 2-metil-3-hexanona 12,90
11,92 (E) 2-metil-pirrol 8,07
13,55 Dimetil trissulfeto 78,20
13,86 (E) 4,4-dimetil-1-penteno 3,54
14,05 Fenil-propanamida 7,62
14,16 (E) Fenol 14,30
14,43 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 8,98

19ucC 14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 12,30
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 9,82
15,57 (E) 3-metil-fenol 11,80
16,60 (E) Acido butanoico, 3,7-dimetil-6-octenil éster 13,80
16,78 (E) 3,7-dimetil-1,6-octan-3-ol 16,10
17,17 (E) Ment-1-en-8-ol 10,54
17,33 (E) Menta-3,8-dieno 8,65
17,87 (E) Carveol 19,22

18,99 Carvona 11,75

19,82 (E) Etilguaiacol 4,98

20,72 (E) 2-etil-4,5-dimetil-fenol 14,52

21,39 3-metoxi-acetofenona 6,45

22,70 Acido butanoico, hexil éster 17,62

23,08 Acido butanoico, heptil éster 5,66

4,91 Isobutano 1,44

21UC 5,40 2-amino propanol 2,34
6,60 Acetonitrila 57,10

7,74 1-nitro-propano 17,90
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Gl (minutos) AMDIS (%)
8,46 (E) Isobutano 12,50
8,86 2,3,4-trimetil-pentano 45,20
9,40 2-pentanona 45,90
9,50 (E) Pentanal 25,60
10,25 Dimetil dissulfeto 88,90
10,36 (E) 3-metil-2-pentanona 67,00
10,89 Metil-2-butanoato 18,90
11,86 2-metil-3-hexanona 31,00
13,22 1-fenil-1,2-propanodiona 11,30
13,31 4-metoxi-piridina 24,80
13,39 Propanodinitrila 13,50
21UC 13,55 Dimetil trissulfeto 90,70
13,86 (E) 2-etil-4-metil-1-pentanol 5,60
14,15 (E) Fenol 54,30
14,42 (E) 2-metil-1-heptanol 8,60
14,86 (E) Fenil-butanamida 2,54
15,12 Furano 19,80
15,58 2-metil-fenol 11,30
16,59 (E) Mentol 2,20
16,78 (E) Isomentol 2,56
17,61 (E) Acido butanoico, 3-metilbut-2-enil éster 5,20
22,69 Acido butanoico, heptil éster 5,60
23,06 Acido butanoico, octil éster 12,30
5,42 Alanina 2,40
6,59 Acetonitrila 56,00
7,74 Anidrido acético 15,10
8,50 Isobutano 11,20
8,85 2,3,4-trimetil-pentano 25,60
9,40 2-pentanona 34,00
9,51 Pentanal 40,40
10,25 Dimetil dissulfeto 93,00
10,56 (E) 2-metil-2-buteno 17,80
22UC 10,89 Pirrol 18,00
10,96 (E) 3-metil-pentano 23,30
11,86 2-metil-3-hexanona 12,80
11,93 (E) 2-metil-pirrol 47,00
12,14 (E) 2,3-hexanodiona 13,10
13,39 Propanodinitrila 10,50
13,56 Dimetil trissulfeto 68,90
13,88 (E) 2-etil-1-hexanol 14,30
14,17 (E) Fenol 43,00
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 12,90
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Amostras de voluntarios do grupo controle
(UC=urina controle; (E)= observado apenas ap6s hidrélise)

[Concluséo]

Amostra

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

(minutos) AMDIS (%)
14,87 (E) 2,6-dimetil-2,7-octadieno-1,6-diol 6,70
15,58 (E) 3-metil-fenol 13,40
16,10 (E) Tolueno 12,80
22UC 16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 14,10
17,58 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 23,50
20,74 (E) 1,1-dimetiletoxi-benzeno 52,30
22,70 Acido 3-hidroxi-decanoico 18,60
23,11 Acido butanoico, octil éster 1,54
5,38 Isobutano 1,24
7,75 2-nitro-propano 1,40
8,86 2-metil-pentanal 2,50
9,40 2-pentanona 40,20
9,51 Pentanal 11,30
10,25 Dimetil dissulfeto 93,00
10,43 (E) Piridina 14,00
10,89 Pirrol 57,00
11,86 4-heptanona 12,10
13,55 Dimetil trissulfeto 67,00
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 14,10
23UC 14,16 (E) Fenol 46,50
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 11,20
15,53 (E) 2-metil-fenol 13,70
16,31 (E) 2-furanocarbonitrila 1,40
16,60 (E) 1-metil-1-butenil-benzeno 6,20
16,90 (E) Mentol 11,90
17,11 (E) 7-metil-1-nonino 22,10
17,39 (E) 2,7-dimetil-2,6-octadieno 3,40
17,57 (E) Mentil 8,90
18,99 2-ciclopenten-1-ona 11,30
21,40 4-hidroxi-2-metilacetofenona 9,70
23,11 Acido butanoico, hexil éster 13,20
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APENDICE 4- VOCs identificados em amostras de urina de voluntarios do

grupo positivo

Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continua ...]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Amostra (minuto) AMDIS (%)
4,88 2-nitro-propano 4,20
5,39 Alanina 1,96
6,68 2-metil-propanol 59,50
7,73 Isobutano 1,44
8,96 2,3-butanodiona 77,00
9,40 2-pentanona 46,70
9,51 Butanal 5,43

10,23 (E) Dimetil dissulfeto 98,00
10,43 (E) Piridina 88,80
10,75 3-hexanona 3,60
10,88 (E) Propanodinitrila 12,20
11,86 2-metil-3-hexanona 46,60
11,93 (E) 2-metil-pirrol 55,20
12,12 (E) Dimetil diazeno 27,20
12,27 Alil isotiocianato 74,50
12,36 (E) 3-metil-4-penten-2-ol 14,80
13,17 2,5-hexadiona 2,07
13,37 (E) 1,3,7-octatrieno 5,78
1UP 13,54 (E) Dimetil trissulfeto 83,20
13,64 4-isotiocianato-1-buteno 87,90
13,65 2-metil-tiazol 6,89
13,87 2,2,4,4-tetrametil-pentano 3,12
13,87 (E) 2-etil-1-hexanol 38,00
14,05 2-metil-1,5-heptadien-4-ol 1,05
14,16 (E) Fenol 49,00
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 68,00
14,62 (E) 3-etil-4,5-dimetil-1,4-hexadieno 6,46
14,87 (E) 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 19,00
15,22 (E) 2-etil-5-metiltiazol 31,40
15,51 (E) 1-butil-pirrol 1,70
15,58 (E) 4-metil-fenol 61,60
16,60 (E) Mentol 16,60
16,79 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 2,72
16,84 2,6-dimetil-2,7-octadien-1,6-diol 28,60
16,92 (E) 2-metill-1-undecanol 3,52
20,73 (E) 1,1-dimetiletoxi-benzeno 45,60
22,70 Acido butanoico, octil éster 3,30
22,75 Acido 2-metil-propanoico, nonil éster 1,78
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

Amostra (minuto) ' AMDIS (%)
Acido 2,2,4-trimetil-3-hidroxi-pentanoico, isobutil
1UC 22,96 ést_er o _ _ _ . ‘ 16,30
Acido 2,2,4-trimetil-3-hidroxi-pentanoico, isobutil

23,08 éster 8,98
4,87 2-nitro-propano 28,40
5,37 Alanina 1,49
5,45 Hidroxi-ureia 33,50
6,59 Acetonitrila 57,90
7,75 Anidrido acético 24,80
7,80 2-metil-1-buteno 1,92
7,90 4-hidroxi-2-butanona 5,24
8,43 Benzeno 17,80
8,86 2,3,4-trimetil-pentano 18,20
9,40 2-pentanona 79,60
10,16 Acido etil carbonico, metil éster 1,29
10,25 Dimetil dissulfeto 86,90
10,37 (E) Piridina 81,40
10,89 Pirrol 83,00
11,85 2,3-hexanodiona 37,70
11,92 (E) 2-metil-pirrol 56,60
12,27 Alil isotiocianato 78,10
2UP 13,14 Acido caproico, etil éster 20,90
13,39 3-decino 1,48
13,65 2,2 ,A-trimetil-hexano 1,06
13,54 (E) Dimetil trissulfeto 1,20
13,63 (E) 2-dimetilamino-etanaotiol 69,30
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 9,56
14,16 (E) Fenol 61,00
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 20,60
15,51 (E) 2-metoxi-fenol 13,20
15,59 Etil-pirazina 9,47
16,60 (E) 3-isobutil-ciclohexeno 1,31
16,78 (E) 1-undecino 1,98
17,10 (E) 1,5-dimetil-1-piridinona 1,76
18,97 (E) Benzoquinona 73,00
19,82 (E) 4,8-dimetil-1,7-nonadieno 6,47
21,88 1-isotiacianato-3-metiltio-propano 74,50
22,70 Acido 2-metil-propanoico, 2-etilhexil éster 1,13
23,07 Acido 2-metil propanoico, 2-etil-3-hidroxihexil éster 5,80
23,10 Hexil pentil éter 1,12
4,90 Ciclobutilamina 13,00
3UP 5,06 Hidroxi-ureia 191
5,37 2-amino-1-propanol 5,19
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Amostras de voluntérios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
541 Propanodiamina 1,00
7,18 Butanonitrila 1,15
7,30 Ciclopropano 5,62
7,72 2-nitro-propano 17,50
7,74 Diacetil sulfeto 1,00
7,90 Acido metoxi-acético, etil éster 20,60
7,91 2-butanona 77,80
8,05 2-metil-1,3-pentadieno 8,40
8,15 2-metil-3-buten-2-ol 8,55
8,85 3-metil-hexano 52,60
8,86 Acido 2-metil propanoico, 2-propenil éster 81,30

8,93 (E) 2,3-butanodiona 74,20
8,95 (E) Alil butil éter 2,08
9,26 (E) 3-furaldeido 54,00
9,39 2-pentanona 69,20
9,51 Pentanal 34,80
10,12 (E) 2-metil-2-buteno 19,80
10,16 4-metil-2-pentanol 1,85
10,25 Dimetil dissulfeto 98,10
10,28 (E) 3-penten-2-ona 14,80
3up 10,31 Furano 8,27
10,36 (E) 2-metil-propanal 10,90
10,55 (E) 1-pentanol 14,30
10,56 1,2-dimetil-ciclopropano 8,02
10,66 (E) Propil acetato 16,00
10,73 (E) 3-hexanona 74,10
10,74 2,2-dimetil-heptano 1,78
10,80 (E) 1,3,5-trimetil-pirazol 52,00
10,89 Pirrol 83,90
10,96 Hexanal 87,40
11,26 (E) Acido 2-hidroxi-propanoico, etil éster 1,37
11,37 2-hexanol 1,06
11,46 (E) 2,2-dimetil-propanal 4,29
11,51 (E) 3-propoxi-1-propeno 517
11,65 (E) 5-etil-2-furaldeido 30,20
11,75 (E) 4-hepten-2-ona 75,20
11,85 2-metil-3-hexanona 40,60
11,90 (E) 3-metil-ciclopentanona 8,94
12,01 (E) Tetrahidro-6,6-dimetil-piran-2-ona 19,20
12,14 3-pentanamina 1,46
12,23 3-etil-5-metileno-heptano 42,90

237



Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Amostra

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

(minuto) AMDIS (%)
12,37 (E) 2,5-dimetil-pirimidina 54,10
12,73 (E) 2,4,6-octatrienal 25,00
12,80 (E) 2,4-dimetil-3-heptanona 89,70
13,06 (E) 1-heptanol 4,56
13,16 2,4-dimetil-3-heptanona 1,11
13,26 (E) 3-octanona 25,40
13,32 (E) 1-ciclobutil-etanona 1,92
13,40 (E) 3-etilciclopentanona 56,70
13,55 Dimetil trissulfeto 96,70
13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 34,00
13,96 (E) 1,5-heptadieno 20,30
14,04 (E) 5,5-dimetil-2,4-hexanodiona 1,12
14,14 (E) Fenol 61,40
14,30 (E) 3-tertbutil-hexan-2-ona 26,30
14,41 (E) 3,3-dimetil-1,6-heptadieno 13,90
14,76 (E) Tolueno 5,29
14,80 (E) 4-hidroxi-3-propil-2-hexanona 1,34
14,85 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 7,96
3UP 15,10 (E) Metiltio-ciclopentano 38,30
15,12 3,4-didehidro-prolina 76,20
15,39 (E) 2,5-dimetil-1,6-octadieno 15,60
15,56 (E) 2-metil-fenol 35,80
15,58 4-metil-fenol 6,96
15,72 (E) Fenilmetil-hidroxilamina 2,60
15,80 3-etil-pirrol 43,00
15,97 (E) Propanodinitrila 12,20
15,88 5-propil-1,3-benzodioxol 1,02
16,08 (E) 4-deceno 1,97
16,65 (E) Acido propil benzoico 2,49
16,78 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,93
17,41 (E) 2-etil-fenol 2,08
17,55 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 25,00
18,10 (E) Pineno 26,10
19,27 (E) 2-metil-benzaldeido 26,00
21,37 4-hidroxi-2-metilacetofenona 44,00
21,97 (E) 3-metoxifenil-etanona 15,50
22,71 Acido 2-metil-propanoico, pentil éster 1,15
23,02 (E) Acido butanoico, heptil éster 20,40
4UP 5,36 Alanina 1,48
5,42 1-propanol 13,90

238



Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
6,65 Acetona 7,20
7,75 Isobutano 1,44
8,14 Vinilbutirato 5,51
8,86 3-etil-pentano 4,71
8,87 3-metil-hexano 1,59
9,40 2-pentanona 78,10
9,52 Pentanal 67,00
10,25 Dimetildissulfeto 96,60
10,31 Furano 8,27
10,38 3-metil-2-pentanona 1,14
10,75 3-hexanona 10,20
10,88 Pirrol 84,10
10,96 Hexanal 92,60
11,86 4-heptanona 20,30

11,95 (E) 2-metil-pirrol 55,90
12,13 (E) 2-heptanona 18,30
12,74 (E) 1,4,6-octatrienal 18,20
12,81 (E) 2-etil-butanal 43,60
13,17 2,5-hexanodiona 6,69
13,39 1,3,7-octatrieno 1,94
4up 13,55 Dimetil trissulfeto 97,20
13,87 (E) 2-etil-1-hexanol 38,10
14,17 (E) Fenol 56,20
14,43 (E) 1-dodecino 7,28
14,82 (E) Acido acético, 2-propenil éster 1,13
14,88 (E) 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 6,42
15,13 2-ciclo-hexen-1-ona 1,76
15,52 (E) 2-metoxi-fenol 35,20
15,60 (E) Etil-pirazina 35,40
16,32 (E) 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 83,50
16,61 (E) 3,7-dimetil-6-octen-1-ol 1,33
16,66 (E) Acido 2-metil-pentanoico, metil éster 3,82
16,81 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,37
17,15 (E) 2-etil-pirrol 4,00
17,17 (E) 2,4-dimetil-1-hepten-4-ol 5,46
17,57 (E) 2-metoxi-5-metil-fenol 25,90
17,99 (E) 4-tert-butil-ciclohexanol 61,50
19,64 (E) 3-hidroxipiridina 1,16
19,82 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 49,80
20,17 (E) Dimetiletoxi-benzeno 56,10
22,70 Acido butanoico, heptil éster 32,20
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencéao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
4UP 23,07 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 47,80
4,89 2-nitro-propano 29,10
5,40 Alanina 1,59
5,42 2-amino-1-propanol 2,97
6,60 Acetonitrila 44,30
6,68 Acido 2-hidroxi-2-metil-propanoico, metil éster 12,40
7,74 Anidrido acético 2,91
8,13 Vinilbutirato 62,40
8,32 Metanotiol 94,00
8,80 2,3,4-trimetil-pentano 29,90
8,87 Pirrol 27,20
8,97 (E) Pentanal 2,31
9,40 2-pentanona 84,50
9,51 Pentanal 52,50
10,25 Dimetil dissulfeto 96,20
10,38 (E) Piridina 81,80
10,89 Metil-2-butinoato 39,60
10,96 Hexanal 2,72
11,86 4-heptanona 58,90
11,93 (E) 3-metil-pirrol 75,50
5UP 12,05 (E) 3-metil-pirazina 63,90
12,73 (E) 2,4,6-octatrienal 29,80
13,18 2,5-hexanodiona 3,79
13,39 2-metil-hex-2-in-4-ona 72,60
13,55 Dimetil trissulfeto 84,10
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 11,90
14,16 (E) Fenol 47,30
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 12,60
14,78 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 16,9
14,87 (E) Tolueno 9,33
15,11 (E) Butanonitrila 5,25
15,52 (E) 2-metoxi-fenol 74,70
15,58 (E) 4-metil-fenol 36,70
16,80 (E) 5-dimetilaminopirimidina 2,47
16,81 (E) 1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno 1,73
17,44 (E) Benzaldeido 5,62
19,28 (E) 1,4-dimetoxi-benzeno 30,80
19,30 (E) Etanoditioamida 1,07
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 69,70
21,40 4-hidroxi-2-metilacetofenona 28,10
22,67 Acido butanoico, heptil éster 32,20
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
5UP 22,70 Acido butanoico, heptil éster 21,70
23,06 Acido butanoico, hexil éster 1,78
4,86 2-nitro-propano 1,94
5,32 Hidroxiureia 1,20
6,61 Acetonitrila 47,90
6,68 Acetona 7,20
7,74 4-penten-2-ona 1,15
8,43 Benzeno 32,90
8,80 Dissulfeto de carbono 6,39
8,85 2,3-dimetil-pentano 6,93
8,86 3-metil-hexano 48,10
9,40 2-pentanona 82,60
9,51 Acido férmico, 2-propenil éster 38,80
10,16 Acido 2-hidroxi-propanoico, etil éster 2,17
10,25 Dimetil dissulfeto 96,90
10,29 (E) Furano 10,29
10,39 (E) Piridina 72,30
10,55 (E) 2-metil-1-buteno 12,15
10,89 Pirrol 93,40
10,96 Hexanal 10,10
11,86 2-metil-3-hexanona 42,20
6UP 11,93 (E) 2-metil-pirrol 75,10
12,12 (E) 2-metil-pentanal 36,90
12,83 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 15,20
13,17 2,5-hexanodiona 3,97
13,35 (E) 3-(2-propenil)-ciclopenteno
13,39 1,3-ciclopentadieno 12,20
13,57 Trimetil dissulfeto/feniglioxal 12,50
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 35,90
14,16 (E) Fenol 61,40
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 49,40
14,76 (E) 3,7-dimetil-3-octanol 42,50
14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 23,40
15,51 (E) 2-metil-2-ciclopenten-1-il-etanona 61,40
15,58 (E) 4-metil-fenol 35,40
15,59 (E) 1-metiletenil-ciclopentano 17,10
16,30 (E) Isopulegol 32,60
16,60 (E) Ment-8-eno 1,84
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,76
17,12 (E) 4-pirridinol 33,10
17,17 (E) Ment-1-en-8-ol 38,30
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
17,42 (E) 4-etil-fenol 48,40
17,43 (E) Metil-benzenometanol 1,38
19,62 (E) 3-hidroxipiridina 2,01
19,81 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 57,80

6UP 20,74 (E) 2-fenilmetoxi-propanal 4,20
21,36 (E) 3-metoxi-acetofenona 43,20
22,68 Acido 3-hidroxidecanoico 6,93
22,72 Acido butanoico, heptil éster 6,72
23,07 Acido butanoico, heptil éster 70,30
4,86 Isobutano 1,44
5,36 Alanina 1,25
5,43 2-amino-1-propanol 3,20
6,57 Acetonitrila 54,40
7,75 Anidrido acético 2,91
8,86 Metacroleina 2,30
9,40 2-pentanona 82,10
9,52 3-metil-4-penten-2-ol 14,80
10,25 Dimetil dissulfeto 96,70
10,39 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 32,60
10,55 (E) Metil-ciclobutano 10,60
11,86 2-metil-3-hexanona 36,90
7upP 13,17 2,3-octanodiona 5,10
13,23 3-heptanol 4,11
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 21,40
14,15 (E) Fenol 33,80
14,41 (E) 4-trimetil-ciclohexanometanol 42,40
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 10,70
15,57 (E) 4-metil-fenol 36,40
16,60 (E) 3-isobutil-ciclohexeno 1,83
16,79 (E) 1-dodecino 1,59
17,13 (E) 5-metil-piridina 4,00
13,55 Dimetil dissulfeto 88,50
22,70 Tetrahidro-2-furano-metanol,acetato 1,47
23,07 Acido 2-metil-propanoico, pentil éster 55,90
4,87 1-nitro-propano 31,60
5,36 Alanina 1,20
8UP 5,40 2-amino-1-propanol 34,60
6,59 Acetonitrila 18,10
6,66 Guanidina 50,80
7,75 Isobutano 1,44
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
7,91 Acido metano carbotidlico 3,44
8,87 3-etil-pentano 21,80
9,40 2-pentanona 75,60
9,51 Ciclopentanol 1,05
10,25 Dimetil dissulfeto 98,30

10,38 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 19,70
10,75 3-hexanona 4,57
10,89 Hex-4-in-3-ona 32,60
10,96 Hexanal 71,80
11,86 2-metil-3-hexanona 38,30

11,92 (E) Dimetil sulféxido 7,41

12,11 (E) Dimetil diazeno 35,50
12,27 Alil isotiocianato 76,20

12,71 (E) 2,4,6-octatrienal 2,93
13,17 Diacetil sulfeto 1,25

8UP 13,55 Dimetil trissulfeto 28,00

13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 42,00

14,15 (E) Fenol 48,90

14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 57,70

14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 37,70

14,86 (E) 3-careno 11,40

15,57 (E) 2-metil-fenol 27,70

16,79 (E) Carano 8,58

17,11 (E) Acido metil-carbamico 4,00

17,21 (E) 2,4-dimetil-benzenamina 14,80

17,62 (E) 1-ciclopentil-etanona 49,80

17,96 (E) 1-undecino 6,48

18,86 (E) 4-trimetil-ciclohexanometanol 10,90

21,36 (E) Dimetil-benzenamida 1,02
21,88 Pirroldinetiona 18,30
22,67 Acido butanoico, heptil éster 18,80
23,07 Acido butanoico, octil éster 62,70
4,89 2-nitro-propano 25,90
5,00 Acetileno 151
5,38 2-amino-1-propanol 4,97
5,40 Alanina 1,94

oup 6,60 Acetonitrila 57,90
7,74 2,3-butanodiona 1,18
7,91 4-hidroxi-2-butanona 13,70
8,16 Vinilbutirato 43,00
8,83 3-metil-hexano 6,94
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
8,97 Etil-1-propenil éter 10,10
9,40 2-pentanona 77,30
9,51 Pentanal 6,04
10,06 4-penten-2-ona 1,15

10,24 (E) Dimetil dissulfeto 8,29
10,40 (E) Piridina 60,60
10,58 2,6-octadieno 4,82
10,75 3-hexanona 61,70
10,89 2-metil-hex-2-in-4-ona 2,95
10,96 1-hexanol 13,80
11,86 2,3-hexanodiona 1,53
12,13 2-heptanona 1,02
12,31 5-hexen-1-ol 1,46
12,67 (E) 2-hidroxi-2-ciclopenten-1-ona 33,30
13,17 2,3-octanodiona 2,61
13,22 (E) 1-fenil-1,2-propanodiona 15,40
13,39 1,3-ciclopentadieno 12,20
13,54 Trimetil dissulfeto 80,00
13,87 (E) 2-etil-1-hexanol 43,80
14,05 Terpineno 30,20
9UP 14,17 (E) Fenol 55,90
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 33,50
14,54 Isoterpinoleno 25,80
14,80 1,6-heptadien-3-ino 20,00
14,81 1,3,5-cicloheptatrieno 1,78
14,87 (E) 2,6-dimetil-2,7-octadieno 23,80
15,12 3,4-didehidro-prolina 83,20
15,53 (E) 2-metoxi-fenol 41,50
15,59 (E) 4-metil-fenol 38,00
15,76 Felandreno 12,60
16,61 (E) 1-metil-3-(2-metil-1-propenil)-ciclopentano 4,73
16,84 4-terpineol 48,20
17,12 (E) 2-piridinona 4,81
17,14 (E) Acido carbamico, fenil éster 4,00
17,58 (E) 2-metoxi-5-metil-fenol 32,00
17,98 (E) 1-isopentil-ciclopenteno 11,80
20,76 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 43,70
22,68 Acido butanoico, hexil éster 14,70
22,70 Acido butanoico, heptil éster 10,70
23,07 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 29,60
23,09 Acido 2metil-propanoico, hexil éster 15,90
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
4,87 2-nitro-propano 32,50
5,38 2-amino-1-propanol 3,35
5,40 Alanina 1,35
6,57 Acetonitrila 57,80
7,72 Anidrido acético 4,90
8,85 3-metil-butanal 15,90
8,89 2,3-hexanodiona 16,90
9,40 2-pentanona 77,30
9,51 Pentanal 60,20

10,04 (E) 2,3-dimetil-butano 1,46
10,25 Dimetil dissulfeto 65,80
10,40 (E) Tolueno 2,10
10,56 Ciclopentanona 7,44
10,74 3-hexanona 82,40
10,89 Hex-4-in-3-ona 40,60
10,96 3-metil-pentano 2,18
11,33 Metil pirazina 72,50
11,85 2-metil-3-hexanona 39,20
11,93 (E) 3-metil-1-pirrol 74,10
11,94 (E) 2-metil-pirrol 58,40
loup 12,12 (E) 2-heptanona 53,20
12,25 (E) Felandreno 10,40
12,39 2,5-dimetil-pirazina 50,60
12,59 (E) 4-metil-4-hepten-3-ona 1,02
12,66 (E) Acido 2-propenoico, etenil éster 6,65
12,73 (E) 2,4,6-octatrienal 13,10
13,00 (E) Felandreno 28,50
13,16 2,3-octanodiona 13,20
13,38 (E) Tolueno 1,08
13,41 (E) 3,3,6-trimetil-1,5-heptadien-4-ona 5,35
13,55 Dimetil trissulfeto 97,10
13,79 (E) Metil-estireno 1,94
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 23,00
14,04 (E) Terpineno 19,00
14,16 (E) Fenol 53,50
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 48,10
14,53 (E) Isoterpinoleno 8,50
14,55 4-tiometil-prolina 1,94
14,79 1,3,5-cicloheptatrieno 26,80
14,86 (E) Fenil-butanamida 7,45
15,12 1-metoxi-2-metil-3-butanol 30,90
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
15,14 (E) Careno 3,36
15,58 (E) 2-metil-fenol 32,80
15,74 (E) Dimetil-benzenometanamida 1,19
15,97 (E) 1,10-undecadieno 4,88
16,60 (E) Carano 5,92
16,61 (E) Etenil-ciclohexano 2,91
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,81
17,13 (E) Acido carbamico, fenil éster 4,00

10UP 17,14 (E) 3(2-propenil)-ciclopenteno 10,80
17,43 (E) 1,4-dihidro-3-piridinacarbonitrila 5,62
17,55 (E) 2-metoxi-5-metil-fenol 25,60
18,97 (E) 2-ciclopenten-1-ona 6,18
20,17 (E) 2-etil-4,5-dimetil-fenol 2,82
20,74 (E) 3-metil-4-isopropil-fenol 9,29
21,36 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 33,10
22,54 (E) 2-metoxi-4-propenil-fenol 12,50

22,69 Acido butanoico, heptil éster 5,45
23,08 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 19,10
4,87 Acetona 4,23
5,35 2-amino-1-propanol 5,22
5,40 Alanina 1,36
6,58 Acetonitrila 52,50
6,64 Acetona 7,20
7,74 Anidrido acético 2,91
8,86 3-metil-hexano 48,40
9,40 2-pentanona 77,80
9,52 Acido propanoico, 2-propenil éster 21,10
10,23 (E) 1-metil-pirrol 63,50
10,39 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 21,10
11up 10,74 3-metil-2-pentanona 37,10
10,75 3-hexanona 17,20
10,88 (E) Pirrol 3,78
10,96 Hexanal 62,90
11,85 Acido 2-metil-propanoico, 2-propenil éster 28,00
12,13 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 1,22
12,73 (E) 2,4,6-octatrienal 3,93
13,17 2,3-octanodiona 9,85
13,23 (E) 2,6-dimetil-2-heptanol 4,25
13,35 (E) Guanidina 78,50
13,54 Trimetil dissulfeto 13,80
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 21,30
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
14,05 Terpineno 27,30
14,16 (E) Fenol 61,20
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 29,40
14,79 2-propenilideno-ciclobuteno 7,50
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 8,37
15,11 (E) 3,4-didehidro-prolina 33,10
15,40 (E) Octanodinitrila 8,32
15,51 (E) 2-metoxi-fenol 31,80
15,58 Etil-pirazina 7,72
15,71 (E) 1-etil-1,3-dimetil-ciclohexano 1,27
16,00 (E) 3-nonino 4,70
11UP 16,60 (E) Ment-3-eno 1,09
16,79 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,16
16,86 4-terpineol 35,60
17,14 (E) 3,3,5,5-tetrametilciclohexanol 43,70
17,42 (E) 4-etil-fenol 2,07
17,96 (E) 2,5-dicloro-fenol 65,50
18,97 (E) Benzoquinona 40,90
19,83 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 48,10
20,75 (E) 2-etil-benzaldeido 1,28
21,37 (E) 3-metoxi-acetofenona 42,60
22,67 Acido butanoico, hexil éster 3,14
22,70 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 3,29
23,06 Acido butanico, heptil éster 1,24
4,90 2-nitro-propano 1,48
5,34 Hidrogénio sulfeto 98,70
5,38 Alanina 1,60
5,42 2-amino-1-propanol 3,62
5,90 Acetileno 89,00
6,25 Anidrido acético 38,80
6,59 Acetonitrila 16,40
6,66 Acetona 7,20
12up 8,85 Vinilbutirato 1,22
9,40 2,3-butanodiona 75,60
9,48 (E) Isobutano 4,00
10,25 Dimetil dissulfeto 94,50
10,38 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 18,30
11,81 2-ciclopentiletanol 12,10
11,85 4,5-octadieno 19,40
11,92 (E) 2-metil-pirrol 59,10
12,83 (E) 1,6-heptadien-3-ino 18,10
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencéao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
13,17 2,3-heptanodiona 2,80
13,38 (E) Benzil metil cetona 15,10
13,55 Dimetil trissulfeto 92,10
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 19,40
14,15 (E) Fenol 42,60
14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 67,70
14,75 (E) 3,7-dimetil-3-octanol 40,70
14,86 (E) Pineno 11,30
15,12 3-hidroxipropanonitrila 5,25
15,52 (E) 2-metoxi-fenol 75,80
12UP 15,57 (E) 4-metil-fenol 49,80
16,79 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 3,80
17,11 (E) Piridona 20,70
17,61 (E) 1,6-heptadien-4-ol 7,81
18,22 (E) Dietil-tioureia 1,86
19,81 (E) 4,8-dimetil-1,7-nonadieno 5,66
19,98 (E) 1-metil-1,4-ciclohexadieno 13,20
21,40 4-hidroxi-2-metilacetofenona 33,00
21,94 Lumazina 28,50
22,02 4-hidroxi-2-metilacetofenona 37,90
22,67 Acido butanoico, heptil éster 5,06
23,07 Acido butanoico, octil éster 4,32
491 2-nitro-propano 28,80
5,34 Glicina 73,40
541 Acetileno 36,50
5,42 2-amino-1-propanol 5,37
5,92 Dietilamina 19,70
6,60 Acetonitrila 67,00
6,67 Acetona 7,20
7,74 Anidrido acético 32,20
8,15 Vinilbutirato 14,40
13up 8,85 2,2-dimetil-butano 42,80
8,86 3-metil-hexano 3,89
8,96 Diacetil sulfeto 1,25
9,39 3-metil-2-butanona 83,40
9,51 2-metil-butanal 5,55
10,25 Dimetil dissulfeto 98,20
10,40 (E) Piridina 28,10
10,57 2,4-diaminopiridina 4,45
10,74 3-hexanona 70,40
10,89 Pirrol 73,50
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
10,96 Hexanal 89,70
11,48 3-metil-4-penten-2-ol 14,80
11,85 2,3-hexanodiona 36,50
11,91 2-etil-3-metil-1-buteno 16,60

11,93 (E) 3-metil-pirrol 59,30
12,13 2-metil-pentanal 37,60
12,73 (E) 2,4,6-octatrienal 27,70
12,84 (E) Ftalan 25,50
13,06 2-propil-furano 3,41
13,16 2-metil-3-octanona 10,30
13,30 6-metil-3,5-heptadieno-2-ona 17,10
13,39 2-metil-hex-2-in-4-ona 9,84
13,42 3-etil-ciclopentano 28,70
13,55 Dimetil trissulfeto 98,00
13,79 (E) 4-metil-acetofenona 6,83
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 37,60
17,16 (E) Fenol 31,50
14,22 (E) 3-octen-2-ona 9,47
14,42 (E) 2,5-dimetil-7-octen-2-ol 32,60
14,62 (E) 3,4-diamino-piridina 75,40
13up 14,79 3-butenil-benzeno 51,50
14,88 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 7,40
15,11 (E) 3,4-didehidro-prolina 78,70
15,14 1-metoxi-2-metil-3-buteno 30,10
15,30 (E) 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 31,60
15,52 (E) 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 3,31
15,58 (E) 2-metoxi-fenol 28,80
15,86 (E) Ment-3-en-1-ol 20,10
15,98 (E) 1-undecino 1,96
16,23 (E) 2-acetil-3-metilpirazina 1,90
16,31 (E) Terpineol 4,75
16,35 (E) 3-nitro-fenol 10,30
16,60 (E) Ment-8-eno 1,14
16,69 (E) 2-dimetilamino-3-metilpiridina 24,60
16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 3,93
16,91 (E) 2-metileno-6-metil-ciclohexanol 1,72
17,14 (E) 3-piridinol 9,13
17,16 4-trimetil-benzenometanol 16,60
17,18 4-hidroxifenilacetilcetona 77,20
17,29 (E) Isoterpinoleno 43,50
17,70 (E) 4-isopropenil-1-metil-2-ciclohexen-1-ol 44,80
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Amostras de voluntérios diagnosticados com cancer
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[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
18,98 2-ciclopenten-1-ona 15,20
19,83 (E) 4,8-dimetil-1,7-nonadieno 7,40
20,14 (E) 4,6-dimetil-2,7-nonadien-5-ona 1,89
13upP 20,75 (E) Timol 18,40
21,38 3-metoxi-acetofenona 38,50
22,66 (E) Acido butanoico, heptil éster 8,27
23,09 2,4-dimetil-3-heptanona 1,64
4,91 Isobutano 1,44
5,40 2-amino-1-propanol 3,82
6,58 Acetonitrila 18,00
6,67 Guanidina 31,80
7,74 Anidrido acético 2,91
8,87 4-metil-1-hexeno 11,50
9,40 2-pentanona 78,50
9,50 Pentanal 5,60
10,25 Dimetil dissulfeto 97,70
10,89 Metil-2-butinoato 81,20
11,85 2-metil-3-hexanona 53,00
11,92 (E) 2-metil-pirrol 4,93
12,12 (E) Acido acético, 2-propenil éster 3,23
12,27 Alil isotiocianato 80,80
12,33 5-metil-tiazol 1,12
12,83 (E) 1,6-heptadi-ino 1,59
14UP 13,17 2,4-dimetil-3-heptanona 3,30
13,55 Dimetil trissulfeto 12,00
13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 40,20
14,15 (E) Fenol 45,30
14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 65,80
14,61 (E) 3,3,5-trimetil-ciclohexanol 57,40
14,75 (E) 3,7-dimetil-3-octanol 42,10
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 38,00
15,09 (E) 3-hidroxipropanonitrila 5,25
15,55 (E) 1-fenil-1,2-etanodiol 7,33
15,59 4-metil-fenol 48,10
15,96 (E) Ciclohexanoetanol 30,00
16,29 (E) 10-undecin-1-ol 7,92
16,53 (E) Fenil-formamida 26,90
16,59 (E) 2-piridinona 23,10
16,78 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,90
17,11 (E) Ment-2-eno 6,06
17,12 (E) Aminopirazina 16,10
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
17,42 (E) 4-etil-fenol 64,10
17,55 (E) 2-metoxi-5-metil-fenol 37,10
17,62 (E) 1-ciclopentil-etanona 4,20
19,61 (E) 2-furanil-1-pentanona 3,81

14upP 20,05 1-fenil-2-butanona 9,39
20,73 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 22,00
21,35 (E) 2-metoxi-4-vinilfenol 35,30

22,69 Acido butanoico, octil éster 3,98
23,07 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 1,77
4,90 1-nitro-propano 26,80
5,09 Acido hidroxi-acético 54,30
5,43 1-hidroxi-butanona 1,00
5,63 Formaldeido 33,00
6,26 Anidrido acético 6,26
6,60 Acetonitirla 7,25
8,86 3-metil-hexano 62,20
9,39 2-pentanona 82,70
9,50 Pentanal 9,60
10,25 Dimetil dissulfeto 98,00
10,40 (E) Tolueno 22,10
10,75 3-metil-2-pentanona 86,60
10,89 Propanodinitrila 12,20
15UP 11,85 4-heptanona 39,10
13,54 Dimetil trissulfeto 96,30
13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 12,50
14,15 (E) Fenol 36,50
14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 46,20
14,88 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 6,11
15,12 Metiltio-ciclopentano 6,43
15,57 (E) 2-metil-fenol 28,30
16,59 (E) 4,4-dimetil-hexanal 511
16,75 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 10,96
17,13 (E) 2-etil-pirrol 4,00
17,19 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 10,30
20,73 (E) Tert-butoxi-benzeno 53,20
22,68 Acido butanoico, heptil éster 14,90
23,07 Acido butanoico, octil éster 1,56
4,91 Butano 1,67
l6upP 5,23 1-propanol 21,50
5,40
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
6,21 Isobutano 1,44
6,24 Alanina 15,40
6,26 Propanal 3,13
6,61 Acetonitrila 55,00
6,68 2-butanol 14,60
7,75 Anidrido acético 2,91
8,87 3-metil-hexeno 62,30

8,94 (E) 2-pentanona 7,48
9,40 2-pentanona 82,50
9,51 Pentanal 22,40
10,25 Dimetil dissulfeto 98,10
10,31 1,2,3-triazol 65,10

10,40 (E) Tolueno 1,58
10,90 Propanodinitrila 12,20
10,97 Hexanal 55,90
11,86 2,4-dimetil-3-pentanona 45,30

11,93 (E) 2-metil-pirrol 29,10
12,14 Acido acético, 2-propenil éster 2,49

12,73 (E) 2-metil-1-octen-3-ino 10,10
13,17 2,4-octanodiona 1,70

16upP 13,55 Dimetil trissulfeto 83,30

13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 35,80
14,18 Dimetil-estireno 25,90

14,42 (E) 2-metil-1-heptanol 18,10

14,44 (E) 3-acetil-5,7-octadien-2-ona 2,03

14,79 (E) 4-dimetil-estireno 35,20

14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 23,80
15,13 Furano 10,90

15,52 (E) 2-metoxi-fenol 24,70

15,58 (E) 4-metil-fenol 44,80

15,98 (E) 3-nonen-1-ol 14,20

16,09 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 22,40

16,80 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 2,38

16,98 (E) 2,4,6-octatrieno 4,11

17,14 (E) 2-piridinona 11,00

17,16 (E) 4-piridazinamina 54,00

17,43 (E) 2,7-dimetil-1,7-octadieno 8,92

17,44 (E) 1,10-undecadieno 4,22

17,51 (E) Ment-1,5-dien-ol 61,60
17,65 Benzotriazol 14,60

18,30 (E) 2,5-dietil-fenol 2,09
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
20,20 (E) Tert-butil-fenol 26,60
20,75 (E) Tert-butil-fenl- éter 39,90

16up 21,41 4-hidroxi-3-metilacetofenona 30,90
22,70 Acido butanoico, heptil éster 16,00
23,07 Acido butanoico, octil éster 1,20
4,92 2-nitro-propano 30,40
5,38 Hidrogénio sulfeto 37,30
5,40 2-amino-1-propanol 3,01
7,75 Anidrido acético 2,91
8,85 2,2-dimetil-butane 5,60

8,96 (E) 2,2-dimetil-propano 6,63
9,40 2-pentanona 79,80
9,51 Pentanal 51,10
10,25 Dimetil dissulfeto 97,20
10,40 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 20,40
10,75 3-hexanona 2,45
11,86 2-metil-3-hexanona 27,50
11,93 (E) 3-metil-pirrol 53,80
12,84 (E) 1,6-hepta-3-ino 8,98
13,39 Propanodinitrila 12,20
13,55 Dimetil trissulfeto 87,30
17up 13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 15,20
14,17 (E) Fenol 47,50
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 41,20
14,78 (E) Tolueno 1,15
14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 9,99
15,12 Furano 2,97
15,52 (E) 1-acetil-ciclohexeno 29,00
15,59 (E) 2-metil-fenol 28,70
16,61 (E) Mentil 2,49
16,83 Hept-3-in-2-ona 1,09
17,13 (E) 2,6-dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol 1,86
17,61 (E) Mentil 61,10
17,98 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,99
19,83 (E) 4-hidroxibenzamida 16,10
21,37 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 40,70
22,70 Acido butanoico, heptil éster 20,40
23,05 Acido butanoico, octil éster 1,04

18UP 4,91 2,3-butanodiona 1,49
5,42 Alanina 1,32
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Amostras de voluntarios diagnosticados com céancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Amostra

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

(minuto) AMDIS (%)
6,59 Acetonitrila 59,40
6,67 Guanidina 71,50
7,75 Anidrido acético 2,91
8,15 Vinilbutirato 30,80
8,85 2,3,4-trimetil-pentano 15,60
9,07 2-propenal 7,04
9,39 2-pentanona 79,40
9,51 Pentanal 59,50
10,25 Dimetil dissulfeto 97,30

10,39 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 30,60
10,59 Metil 2-butinoato 10,89
10,96 Hexanal 33,90
11,86 2-heptanona 64,50

12,11 (E) 2-metil-pentanal 37,60

12,72 (E) Etil-benzenometanol 4,13
13,16 2,5-octanodiona 3,03
13,31 4-metoxi-piridina 33,60
13,38 Pirrol 89,70
13,42 3,4-dimetil-2-hexeno 21,30
13,54 Dimetil trissulfeto 95,40

18UP 13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 37,60
14,17 Fenol 19,20

14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 51,10
14,56 Dipropil acetal 43,20

14,77 (E) Alil ditioacetato 62,60

14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 11,40

14,96 (E) 2-piridinacarboxaldeido 4,36

15,09 (E) 3,4-didehidro-prolina 56,00
15,12 3,4-didehidro-prolina 86,10

15,57 (E) 4-metil-fenol 26,40

15,77 (E) 3,4-dihidroxiacetofenona 8,29
15,88 1,3-ciclohexadieno 35,60

15,96 (E) 1,10-undecadieno 6,76

16,24 (E) 2,6-dimetil-6-hepten-2-ol 8,69

16,28 (E) Isopulegol 34,70

16,60 (E) Mentil 1,37

16,78 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,98
16,80 4-trideceno 1,39
16,81 Mentol 10,20

17,02 (E) 2,3-dihidro-5-metil-furano 10,50

17,11 (E) 2-piridinona 16,80
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencéao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
17,31 (E) Ment-3,8-dieno 10,60
17,64 Metil-estireno 1,94
17,87 (E) Menta-6,8-dien-2-ol 30,30
18,94 (E) Carvona 59,30
19,40 5-metil-2-furancarboxaldeido 26,90
19,61 (E) 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexen-1-ona 50,10
18UP 19,65 Carvomentona 6,36
20,72 (E) 2-metil-5-isopropil-fenol 12,00
21,37 3-metoxi-acetofenona 42,50
21,97 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 37,80
22,02 4-hidroxi-2-metilacetofenona 39,40
22,67 Acido 3-hidroxidecanoico 48,80
22,70 Acido butanoico, heptil éster 19,00
23,07 Etil, hexil éster 1,66
4,90 2-nitro-propano 39,90
5,39 Alanina 1,45
5,43 2-amino-1-propanol 1,71
6,60 Acetonitrila 65,40
7,76 Anidrido acético 2,91
8,48 Isobutano 38,20
8,85 Metacroleina 8,85
9,07 2-metil-1-propeno
9,39 2-pentanona 85,00
9,50 Pentanal 59,20
10,11 (E) 3-metil-1-buteno 3,59
10,29 3-penten-2-ona 2,55
10,38 (E) 1,6-heptadien-3-ino 21,50
19uUP 10,42 (E) Piridina 57,00
10,56 2-metil-2-buteno 14,10
10,87 (E) Pirrol 73,10
10,89 Metil-2-butinoato 86,40
10,96 Hexanal 64,00
11,76 4-penten-2-ona 37,80
11,85 2,4-dimetil-3-pentanona 63,00
12,11 (E) Dimetil diazeno 42,90
12,72 (E) 2,4,6-octatrienal 37,80
12,82 (E) 2-propenilideno-ciclobuteno 16,70
13,16 3-octanona 4,42
13,30 6-metil-3,5-heptadieno-2-ona 2,32
13,54 Dimetil trissulfeto 90,60
13,77 Dimetil-metanotioamida 1,89
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
13,70 Fenol 14,17
13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 19,70
14,15 (E) Fenol 52,50
14,40 (E) 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 38,50
14,54 4-penten-2-ol 1,33
14,60 (E) 2-etilideno-1,1-dimetil-ciclopentano 2,84
14,79 2-etil-2-metil-1,3-oxatiolano 1,10
14,87 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 3,23
14,88 Isobutiranilida 18,40
15,09 1,3,8-mentatrieno 28,90
15,11 Metiltio-ciclopentano 19,40
15,18 (E) 2,2-dihidroxi-1-fenil-etanona 9,74
15,46 Benzotriazol 8,93
15,58 Etil-pirazina 8,95
15,75 Menta-2,8-dien-1-ol 9,17
16,05 2,6-dimetil-1,3,7-octatetraeno 22,00
16,10 (E) 1-ciclohexilideno-2-propanona 20,60
16,21 (E) Ment-8-en-1-ol 29,70
16,32 2-cloro-benzaldeido 26,20
16,45 1,2-benzioxazol 27,30
19upP 16,58 (E) 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexanol 4,58
16,63 (E) 1-metil-1-butenil-benzeno 11,10
16,66 (E) 3-propil-fenol 7,11
16,67 (E) Neodihidrocarveol 11,70
16,71 5,5-dimetil-1,3-ciclopentadieno 5,97
16,78 (E) 1-undecino 471
16,84 4,5-dimetil-2,6-octadieno 14,10
17,12 (E) 2-piridinona 5,24
17,15 (E) Ment-1-en-8-ol 48,20
17,18 2,6-dimetil-5,7-octadien-2-ol 10,60
17,32 (E) Ment-3,8-dieno 17,80
17,45 (E) 2,6-dimetil-1,3,7-octatetraeno 14,10
17,48 2,6-dimetil-1,3,7-octatetraeno 12,60
17,62 (E) Acido butanoico, 3-metilbut-2-enil éster 1,59
17,78 Isopropil-benzilamina 32,20
17,88 Pinen-3-ol 26,20
17,92 (E) 2-metil-3-fenil-2-propenal 58,00
18,00 (E) Metil-pirazina 4,70
18,21 (E) 4-metil-acetofenona 35,30
18,95 (E) 3-metil-pirrol 4,39
19,97 (E) Menta-1,8-dien-7-ol 4,57
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Amostras de voluntérios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
20,72 (E) Timol 17,50
21,34 (E) 3-metoxi-acetofenona 42,60

21,39 4-hidroxi-2-metilacetofenona 32,80
19uP 22,69 Benzenoacetonitrila 58,50
23,01 (E) Acido 2-metil-propanoico, butil éster 27,10
23,70 Acido 2-metil propanoico, butil éster 53,30
28,01 (E) Ment-1-en-9-al 20,80
491 2-nitro-propano 28,80
5,06 Propadieno 1,02
5,35 Hidrogénio sulfeto 17,70
5,40 Alanina 1,24
5,43 2-amino-1-propanol 4,70
6,60 Acetonitrila 15,20
7,75 Anidrido acético 4,93
8,85 2,3,4-trimetil-pentano 5,45
8,95 (E) Isobutano 1,44
9,40 2-pentanona 76,00
9,51 Pentanal 63,60
10,25 Dimetil dissulfeto 97,70
10,40 (E) Acido carbénico, dietil éster 1,47
10,75 3-hexanona 1,40
10,89 Metil-2-butinoato 69,00
10,96 3,4-dimetil-hexano 1,48
20UP 11,85 4-heptanona 47,70
11,93 (E) 2-metil-pirrol 56,80
12,13 2-metil-pentanal 20,90
12,60 1,2,3-triazol 68,70
13,00 (E) Hidrazinacarbotioamida 9,33
13,17 2,5-hexanodiona 2,96
13,38 Propanodinitrila 12,20
13,54 Dimetil trissulfeto 29,70
13,87 (E) 2-etil-1-hexanol 27,10
14,05 Metil-tolil-carbinol 29,30
14,16 (E) Fenol 58,60
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 10,24
14,55 4-dimetil-benzenometanol 42,30
14,57 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 9,18
14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 16,60
15,12 (E) 1-(metiltio)-2-butilbut-2-eno 6,05
15,52 (E) 2-metoxi-fenol 59,20
15,98 (E) 3-propil-1,4-pentadieno 8,59

257



Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
16,61 (E) 2-metil-1,5-heptadieno 6,77
16,81 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,43

16,83 Felandreno 20,40
17,11 (E) 1,3,7-octatrieno 13,00
17,99 (E) 4-tert-butil-ciclohexanol 16,40

20UP 18,97 Carvona 41,50
20,11 (E) Tert-butil-fenil éter 31,90
20,75 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 10,7
22,56 (E) Eugenol 23,3

22,68 Acido butanoico, heptil éster 8,70

23,07 Acido butanoico, octil éster 1,24

4,92 Butano 1,45

5,38 Hidrogénio sulfeto 70,40

541 Etanotioamida 1,28

6,60 Acetonitrila 54,90

7,75 2-nitro-propano 21,90

8,43 1,5-hexadi-ino 60,60

8,81 Benzeno 72,50

8,86 2-metil-pentanal 2,25
8,96 (E) 2-metil-butanal 5,04

9,04 Butanodial 3,43

9,40 2-pentanona 82,40

9,41 3-metil-2-butanona 78,50

9,52 Pentanal 21,10

10,04 Furano 8,27

21UP 10,12 (E) 2-metil-1-buteno 9,57

10,25 Dimetil dissulfeto 98,40
10,29 (E) Imidazol 8,27
10,39 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 14,00

10,89 Pirrol 83,90

10,96 Hexanal 10,00

10,99 1,3,5-cicloheptatrieno 20,40

11,27 4-metil-piridina 5,38

11,86 4-heptanona 55,00
11,93 (E) 2-metil-pirrol 19,60

12,28 4-metil-tiazol 29,10
12,83 (E) 2-propenilideno-ciclobuteno 4,14
13,15 (E) 3-octanona 16,80

13,38 Propanodinitrila 12,20
13,41 (E) 4-metil-4-hexen-3-ona 26,80

13,43 2-octeno 1,74
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Amostras de voluntarios diagnosticados com céancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
13,55 Dimetil trissulfeto 83,60
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 8,16
14,16 (E) Fenol 46,80
14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 13,10
14,78 (E) 3-butenil-benzeno 11,20
14,79 (E) 2-metil-6-propilfenol 2,68
15,12 1-metoxi-2-metil-3-buteno 50,60
15,50 (E) 3-metil-fenol 21,90
15,51 (E) 1-acetil-2-metilciclopenteno 19,50
15,57 (E) 4-metil-fenol 15,00
15,97 (E) 1,10-undecadieno 1,68
22UP 16,69 2-etil-benzaldeido 1,28
16,78 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 2,54
17,42 (E) 4-etil-fenol 38,40
17,56 (E) 4-metoxi-3-metil-fenol 34,90
18,92 (E) Benzenoacetaldeido 2,85
19,62 (E) 4-propil-3-oxabiciclo(4.4.0)decano 24,30
19,82 (E) 1,3-benzodioxol-2-ona 1,21
21,34 (E) 2-etil-benzaldeido 1,28
21,36 (E) 3-metoxi-acetofenona 45,1
21,39 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 43,4
22,66 (E) Acido 2-metil propanoico, heptil éster 7,81
22,71 Acido 2-metil-propanoico, butil éster 21,60
23,03 (E) Acido 2-metil-2-etil-propanoico, 3-hidroxihexil éster 26,40
491 2-nitro-propano 39,50
5,37 2-amino-1-propanol 2,66
6,60 Acetonitrila 39,60
7,75 2-nitro-propano 1,94
8,86 1,6-heptadien-4-ol 2,60
8,95 Acido acético, etenil éster 60,60
9,19 1-metoxi-2-propanol 46,60
9,40 2-pentanona 75,90
22UP 9,50 Pentanal 20,10
10,12 (E) 2-metil-2-buteno 10,80
10,25 Dimetil dissulfeto 94,40
10,39 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 20,10
10,53 (E) Ciclopentanona 6,54
10,75 3-hexanona 72,10
10,89 Pirrol 80,80
10,96 2,3-dimetil-pentano 1,51
11,86 4-heptanona 49,00
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
11,93 (E) 2-metil-pirrol 58,50
12,12 (E) Dimetil diazeno 42,40

12,20 Propanodinitrila 12,20
12,83 (E) Tolueno 2,25
13,37 (E) 2-hidroxi-benzonitrila 6,59

13,55 Dimetil dissulfeto 1,00

13,57 Fenil glioxal 8,15
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 41,90

14,05 1-octen-4-ino 2,07
14,16 (E) Fenol 48,80
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 40,00

14,55 2-etil-tetrahidro-tiofeno 8,22
14,77 (E) 4-fenil-2-butanol 12,60
14,86 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 2,92
15,10 (E) 3,4-didehidro-prolina 67,40

15,11 Metiltio-ciclopentano 4,52
15,50 (E) 2-metoxi-fenol 57,30
15,57 (E) 4-metil-fenol 33,70

22UpP 15,97 (E) 1,9-decadieno 1,96
15,98 (E) 1,10-undecadieno 9,03
16,09 (E) Feniletil alcool 26,50
16,29 (E) 2-furanocarbonitrila 3,52

16,44 1,6-heptadien-3-ino 5,76
16,54 (E) Fenil-formamida 5,81
16,79 (E) 1-isobutilideno-3-metil-ciclopentano 1,82
17,13 (E) 4-pirridona 24,60
17,49 (E) Ment-1,5-dien-8-ol 61,00
17,58 (E) Metil salicilato 19,80
17,62 (E) 2-metil-6-metileno-7-octen-2-ol 36,60
19,25 (E) Butilbenzilamina 4,59
19,80 (E) 3,6-dimetileno-1,7-octadieno 11,80
20,01 (E) 2,5-decadi-ino 20,10
20,73 (E) 2-etil-4,5-dimetil-fenol 18,90
22,52 (E) Eugenol 47,20

22,69 1-ciclobutil-etanona 66,40
23,03 (E) Acido 2-metil-2-etil-propanoico,3-hidroxihexil éster 36,60

27,53 2-metil-isotiazolona 12,20

4,87 2-nitro-propano 29,10
23UP 5,35 2-amino-1-propanol 3,05
6,60 Acetonitrila 57,10
7,74 Anidrido acético 6,86
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
8,86 2,3,4-trimetil-pentano 27,70
9,40 4-metil-2,3-pentanodiona 18,20
10,25 Dimetil dissulfeto 80,20

10,38 (E) 1,3,5-cicloheptatrieno 17,00
10,89 Pirrol 76,10
11,83 (E) 4-heptanona 61,60
11,85 2-metil-3-hexanona 54,50
13,16 2,4-octanodiona 1,56
23UP 13,54 (E) Dimetil trissulfeto 1,28
13,85 (E) 2-etil-1-hexanol 14,20
14,14 (E) Fenol 57,10
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 14,00
15,59 Metil-piridinamina 50,70
16,78 (E) 2-metil-1,5-heptadieno 3,01
22,62 (E) Acido butanoico, heptil éster 16,90
22,64 (E) 2-propil-1-heptanol 1,81
23,07 Acido 2-metil-propanoico butil éster 52,10
4,90 Butano 1,34
5,40 N-metil-taurina 34,70
7,75 Etenona 60,50
8,84 Hexanal 12,00
8,95 3-metil-2-butanona 76,90
9,31 3-hidroxi-2-butanona 1,73
9,38 2-pentanona 81,80
9,50 Pentanal 33,30
10,14 Etanotioamida 14,80
10,24 Dimetil dissulfeto 97,00
10,29 1,2,3-triazol 66,40
PR 10,42 (E) Piridina 86,40
10,55 2-propin-1-ol 23,80
10,56 4-piridazinamina 54,20
10,73 3-hexanona 79,60
10,79 (E) Isopropil lactato 56,70
10,87 Pirrol 86,70
10,95 Hexanal 89,30
11,21 (E) 2-etil-pirrol 18,40
11,38 3-heptanona 1,53
11,47 (E) 3-pentanona 69,00
11,84 2-metil-3-hexanona 60,20
11,92 (E) 3-metil-pirrol 79,00
12,11 2-octanone 45,50
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
12,72 (E) 2,4,6-octatrienal 2,21
12,73 (E) Etoxi-benzeno 6,25
12,80 (E) 3,3-dimetil-diaziridina 29,60
13,05 (E) 1,3-diazina 8,06

13,16 2,3-octanodiona 12,60
13,21 Acido benzoil-férmico 8,58
13,37 4-metil-1-pentino 6,71
13,53 Dimetil trissulfeto 97,30
13,55 Fenil-glioxal 12,30
13,85 2-metil-1-nitropropano 39,60
13,86 2-etil-4-pentenal 6,54
14,15 (E) Fenol 33,10
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 19,70
14,87 Hidrazinacarbotioamida 9,33
15,10 Furano 49,40
26UP 15,51 (E) 4-metil-1,2-benzenodiol 1,89
15,57 4-metil-fenol 37,00
15,74 (E) Vinil sulfonamida 11,40
15,97 (E) Ciclopenteno 33,30
16,59 (E) Isomentol 2,46
16,79 Mentol 9,81
16,97 (E) 6-canfenol 12,10
17,13 (E) Isoborneol 6,69
17,42 (E) Benzoil isotiocianato 26,60
17,56 (E) 2-mentoxi-5-metilfenol 20,60
18,96 Carvona 58,00
19,81 (E) 4-etil-2-metoxi-fenol 52,20
21,34 (E) 4-hidroxi-2-metilacetofenona 30,90
22,67 Acido 3-hidroxidecanoico 20,40
23,04 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 24,80
27,51 2-metil-3(2H)-isotiazolona 15,40
4,89 Isobutano 14,20
5,30 Acetileno 1,23
5,37 Alanina 1,31
5,41 1-metoxi-2-propanamina 2,80
25UP 5,47 Hidroxi-ureia 71,20
6,60 Acetonitrila 57,20
7,75 2-nitro-propano 28,70
8,85 3-metil-hexano 5,18
9,40 2-pentanona 79,20
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Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)

10,23 (E) 4-metil-1,3-oxatiolano 3,98
10,31 Furano 8,27
10,41 Piridina 83,60
10,89 Pirrol 50,00
11,86 2-metil-3-hexanona 61,80
13,16 2,4-octanodiona 11,00
13,36 2,3,6-trimetil-piridina 68,20
13,77 Benzoil isotiocianato 9,08
13,86 (E) 3,4-dimetil-1-hexeno 2,15
14,16 (E) Metil-pirazina 66,30
14,42 (E) 2,3-dimetil-4-penten-2-ol 8,45
25UP 15,19 (E) 2,2-dihidroxi-1-fenil-etanona 7,55
15,57 (E) 2-metil-fenol 31,00
15,59 3-metil-fenol 29,50
16,69 (E) Carano 541
16,79 (E) 2-metil-1,5-heptadieno 1,28
17,12 (E) Acido sorbico, vinil éster 13,60
17,17 (E) Ment-1-en-8-ol 31,20
17,33 (E) Fenil-formamida 1,89
18,98 Carvona 63,40
22,68 Acido butanoico, heptil éster 2,51
22,71 Acido 2-metil-propanoico, heptil éster 5,74
23,07 Acido butanoico, octil éster 3,91
5,06 Acetileno 1,14
541 2-amino-1-propanol 15,90
6,60 (E) Acetonitrila 57,50
7,74 (E) Isobutano 1,44
7,88 (E) Diacetil sulfeto 1,25
8,86 2,3,4-trimetil-pentano 21,80
9,39 2-pentanona 76,20
10,15 (E) Etanotioamida 14,80
26UP 10,18 1,4-dioxano-2,6-diona 10,50
10,24 (E) Dimetil dissulfeto 95,80
10,39 (E) Tolueno 1,56
10,47 (E) Piridina 83,20
11,85 2,3-hexanodiona 46,70
13,17 2,4-octanodiona 18,00
13,54 (E) Dimetil trissulfeto 26,10
13,86 (E) 4-metil-1-hexanol 8,07
14,16 (E) Fenol 56,90
14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 10,50
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(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Continuacéo]

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

ORI (minuto) AMDIS (%)
15,57 (E) 2-metil-fenol 29,00
16,79 (E) Mentol 14,00
17,13 (E) 5-metil-pirimidina 4,00

26UP 17,17 (E) 3-hidroxi-acetofenona 36,20
20,72 (E) 4-hidroxi-2-metil-acetofenona 12,00
22,67 (E) Acido butanoico, heptil éster 3,31

22,71 Acido 2-metil-propanoico, propil éster 22,40
23,06 Acido 3-hidroxidecanoico 26,80
4,90 Isobutano 1,44
5,40 2-amino-1-propanol 1,50
6,59 Acetonitrila 64,80
6,67 Acetona 7,20
8,49 2-metil-1-propanol 26,10
8,85 3-etil-pentano 23,40
9,06 1-butanol 60,00
9,40 2-pentanona 80,40
10,25 Dimetil dissulfeto 94,00
10,39 (E) 1,6-heptadien-3-ino 23,20
10,42 (E) Piridina 62,40
10,58 3-aminoheptano 10,58
10,89 Propanodinitrila 12,20
11,85 2-metil-3-hexanona 48,40

27UpP 11,86 2,4-dimetil-3-pentanona 76,10
11,93 (E) 2-metil-pirrol 21,40
12,12 (E) Dimetil diazeno 25,80

13,17 2,4-octanodiona 12,10
13,55 Dimetil trissulfeto 1,30
13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 4,31
14,16 (E) Fenol 54,80
14,41 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 45,30
15,51 (E) 2-metodxi-fenol 28,50
15,57 (E) 4-metil-fenol 31,00
16,78 (E) 4-undecino 16,78
17,13 (E) 2-etil-pirrol 4,00
22,67 Acido 2-metil propanoico, hexil éster 8,66
23,02 (E) Acido 2-metil propanoico, hexil éster
23,08 Acido butanoico, heptil éster 46,10
4,90 Anidrido acético 41,60
28UP 5,40 N-metil-taurina 22,50
7,75 Isobutano 1,44
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Amostras de voluntarios diagnosticados com cancer
(UP=urina positiva; (E)= observado apenas apds hidroélise)

[Concluséo]

Amostra

Tempo de retencao

Identidade fornecida

Probabilidade

(minuto) AMDIS (%)
8,85 3-metil-butanal 58,20
8,98 2-metil-butanal 4,46
9,38 2-pentanone 77,30
9,50 Pentanal 60,20
10,15 Etanotioamida 14,80
10,25 Dimetil dissulfeto 65,80

10,40 (E) Tolueno 2,57
10,56 Ciclopentanona 7,44
10,74 3-hexanona 82,40
10,89 Metil-2-butinoato 34,30
10,95 2-propen-1-amina 16,20
11,33 Metil-pirazina 72,50
11,85 2-metil-3-hexanona 39,20

11,94 (E) Pirazina 68,60
12,13 Dimetil diazeno 34,10
12,40 2,5-dimetil-pirazina 50,60

28UP 12,55 2,3-dimetil-pirazina 89,90
13,16 2,3-octanodiona 13,20
13,55 Dimetil trissulfeto 97,10

13,86 (E) 2-etil-1-hexanol 22,40

14,16 (E) Fenol 62,00

14,42 (E) 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 60,10
14,55 1,1-dipropil-hidrazina 49,30
14,79 Tolueno 1,74

14,87 (E) 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 30,10
15,12 1-metoxi-2-metil-3-buteno 30,90

15,58 (E) 2-metil-fenol 31,60

16,60 (E) Isomentol 5,36

16,80 (E) Mentol 14,10

17,13 (E) Acido soérbico, vinil éster 34,00

20,18 (E) 2-etil-benzaldeido 1,28
22,70 Acido butanoico, heptil éster 5,85
23,08 Acido 2-metil-propanoico, hexil éster 19,10
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ANEXO 1- Termo de consentimento livre e esclarecido

Pagina 1 de 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa, como voluntario. Esta pesquisa
esta sendo promovida pelo Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto — USP. Os pesquisadores responsaveis sdo Fernanda Ferreira
da Silva Souza Monedeiro (tel. (11) 97046-6520, (16) 3315-0471) Avenida Bandeirantes, 3900 — DQ-
FFCLRP, e-mail: fernandamonedeiro@usp.br) e Prof. Dr. Bruno Spinosa De Martinis (CRQ N°
04.100.360 — tel. (16) 3315-0471, Avenida Bandeirantes, 3900 - DQ-FFCLRP, e-mail:
martinis@usp.br).

O titulo da pesquisa é “Investigacdo de compostos organicos volateis em amostras de
suor como biomarcadores no diagndstico de cancer”.

Apos ser esclarecido sobre as informacfes a seguir, no caso de aceitar fazer parte da
pesquisa, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma das cOpias deste termo
ficara com vocé, e a outra é dos pesquisadores responsaveis.

Partindo-se da ideia de que em uma determinada condicédo de doenga, substancias quimicas
diferentes das comuns, ou em concentracdes diferentes, passam a ser produzidas e eliminadas pelo
organismo, o objetivo dessa pesquisa € investigar estas substancias e verificar como podem ser
relacionadas com o cancer.

Feita uma avaliacdo de quais substancias presentes em amostras de suor sdo especificas
em individuos com cancer, a deteccdo destas podera auxiliar no desenvolvimento de um método para
diagnosticar o cancer precocemente e de maneira simples (a partir da analise dos compostos da
amostra de suor).

Se vocé concordar em participar da pesquisa, sera colocado um adesivo préprio para a coleta
do suor na regido de suas costas. Antes da fixacdo do adesivo, a regido da pele aonde ser& colocado
sera limpa com é&lcool, o que servira para higienizar a area e melhorar a fixagdo do adesivo.

Este procedimento sera realizado uma Unica vez em uma etapa que levara menos de 5
minutos.

O adesivo serve exclusivamente para absorver suor, ndo contendo nenhuma substéncia que

possa ser transferida para o seu corpo.

Caso concorde, também serd coletada uma amostra de urina, para analise dos mesmos
compostos. Neste caso sera fornecido a vocé um frasco coletor plastico para que forneca uma
amostra de urina ao fim desta abordagem (n&o sendo necessario que seja a primeira urina do dia,
nem gue voceé esteja de jejum ou que se prepare de alguma forma como é pedido em alguns exames).

O adesivo sera deixado fixado por um periodo de no minimo 24 horas, apds isso, é retirado
pelo pesquisador no dia de seu retorno a este local, sem que vocé precise se deslocar
exclusivamente em razdo desta pesquisa. Suas amostras serdo armazenadas e depois analisadas
para verificar a presenca das substancias explicadas acima.

Vocé podera fazer suas atividades habituais normalmente (tomar banho, nadar, correr etc.)
enquanto estiver com o adesivo.
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Um possivel desconforto sera alguma irritacao local na regido em que o adesivo foi colocado,
porém, o adesivo em questdo € apropriado para ndo causar alergias, ainda néo existindo relatos de
reacOes alérgicas ou qualquer dano a pele.

Caso vocé sinta algum desconforto, podera retirar o adesivo a qualquer momento, sem que
ocorra qualquer penalizagéo por isso.

Vocé nao recebera nenhuma gratificacdo por participar desta pesquisa. Esta pesquisa néo lhe
trara beneficios diretos.

Os seus dados sdo confidenciais. Vocé sera identificado por um ndmero. As informacoes
obtidas no resultado da analise sobre a presenca ou auséncia das substancias nas amostras coletadas
serdo mantidas em segredo e vocé nao sera identificado em nenhum trabalho que possa resultar
dessa pesquisa.

Se vocé tiver alguma pergunta ou qualquer duvida sobre essa pesquisa, entre em contato
com Fernanda Ferreira da Silva Souza Monedeiro ou Prof. Dr. Bruno Spinosa De Martinis, pelo
telefone: (16) 3315-0471. Em caso de divida sobre os aspectos éticos desta pesquisa, vocé pode
procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto — FFCLRP, tel. (16) 3315-4811.

Vocé é livre para ndo querer participar ou desistir da pesquisa a qualquer momento que
desejar. Caso mude de ideia, vocé nado seréa prejudicado. Se vocé recebe atendimento no Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto, tal atendimento continuard sendo dado da mesma forma,
independentemente de vocé participar ou ndo da pesquisa. Vocé tem direito a perguntar o que
quiser em qualquer etapa da pesquisa. Vocé ndo pagard nada e também néo receberd nenhum
dinheiro adicional. Caso vocé tenha despesas adicionais de transporte decorrentes de sua
participacdo na pesquisa vocé sera ressarcido integralmente.

Se tiver lido o termo de consentimento livre e esclarecido, tiver entendido a informacéo e
concordar voluntariamente em participar desse estudo, por favor, assine abaixo:

Nome do voluntario: Data: / /

Assinatura do Voluntario: RG:

Eu expliquei o propésito desse estudo ao voluntario. Estou certo de que ele entendeu o
propdsito, os procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do pesquisador: Data: / /

Assinatura do pesquisador:
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ANEXO 2- Carta De Acordo- Unidade de Pesquisa Clinica

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAU

Lo
= —_——————————————— _,#%%,’

U PC : www.herp.fmep.usp.br i"_._uo
s R
PROJETO DE PESQUISA
Ribeirio Preto, 10 de 0 20/ b .
=
[lustrissima Senhora Sistema UPC n°® 43@

Dr* Marcia Guimardes Villanova
MD. Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Do HCFMRP-USP ¢ da FMRP-USP

Senhora Coordenadora,

juntamente com a documentagiio necessaria para avaliagio ética deste Comité. /
O projeto acima mencionado seré desenvolvido no (a o,
2 BNEAROIUCY oS OWQ%AQN 0L oo N rMRP-usP,

Informo também que o pesquisador responsivel ¢ 0 orientador possuem curriculo Lattes.
O orgamento resente projeto foi analisado pela equipe técnica da UPC antes da submissdo ao
Comitée foi 2@2@ ) 3

Equipe Técnjca UPC

; Henriqye ©
Atenciosamente, q i émoarvalm

q,,WMAA Sarvuno. Do b?ﬁNo- bo«m(O- ’YY\W Matrictla: 5278

j,u;ma/s dgm‘.[\\/&”wmudm/
Pesquisador Principal ou Aluno (nome completo e assinatura)

o, Dt

Pesquisador Principal ou Orientador (nome completo ¢ assinatura)

De acordo:
Profa. Dra. Margarat de Castro
M _ Ohele do Degtamento de Cinica Mo
Chefe de Departa 0 (assinaturg e carimbo)
‘ Prof* ra Femanda Persa
0“ “‘.’

CRWSP 91.602

{ 7
Chefe do Ambulatério/ ratorio (assinatura.¢ carimbo) . ‘ 5
W*W%W Q. MQ%}Q QU —
ser solicitada assi do sup!

Obs.: Caso u.oum chefe possua vinculo com a p duisa, deverd

Ap“s assinatura em todos os campos, dig! toda s d 30 do check list ¢ inhar a0 CEP via Plataf Brasil.
HC - Campus Universitario UNIDADE DE PESQUISA CLINICA
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdao Preto SP Fone: (16) 3602-2956 FAX: 3602-2956
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ANEXO 3- Carta de aprovacao do CEP FFCLRP- USP
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ANEXO 4- Carta de aprovacao do CEP HC-FMRP/USP
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ANEXO 5- Carta de aprovacéo de emenda - CEP FFCLRP- USP

Universidade de S3

= . ® ay e S0 Paulo

aculdade de Fllosqﬂfl, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto
Comité de Etica em Pesquisa

Of.CEtP/FFCLRP—USPISG-dgfs.

Campus de Ribeirdo Preto

Ribeirdo Preto, 30 de setembro de 2016.

Prezada Pesquisadora,

Comunicamos a V. Sa. que a emenda ao projeto de
pesquisa intitulado “Investigagio de compostos organicos volateis em
amostras de suor como biomarcadores no diagnéstico de cancer” foi
analisada pelo Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP-USP, em sua 1592
Reunido Ordinaria, realizada em 29.09.2016 enquadrada na categoria:
APROVADO (CAAE n.°20879114.0.0000.5407).

Solicitamos que ao término do estudo um relatério final seja

entregue via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

G
“ Coordenadora

A Senhora .
Fernanda Ferreira da Silva Souza Mopedenro
Programa de Pos-Graduagdo em Quimica da FFCLRP/USP

CEP - Comité de Etica em Pesquisa da FFCLRP USP

Fone: (16) 3315-4811 / Fax: (16) 3315-9101 g i
Avenida Bandeirantes, 3900 - bloco 23 - casa 37 - 14040-901 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil

Homepage: http://www.ffclrp.usp.br - e-mail: coetp@ffclrp.usp.br
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