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RESUMO

COVID-19 (Coronavirus Disease) esta incluida no grupo de doengas com importante
ameaca a saude publica, principalmente em paises tropicais e com grande percentual de
populacdo de baixa renda, como é o caso do Brasil. A COVID-19 foi a causa da recente
pandemia global que manteve o estado de emergéncia por aproximadamente 3 anos. A doenca
é uma infec¢do viral cujas manifestacfes sintomaticas se assemelham a outras doencas, como
as doencas causadas por Arbovirus e Influenza, apesar de necessitarem de tratamentos distintos.
Neste contexto, o teste diagndstico laboratorial assertivo e acessivel a populacédo acometida se
faz necessario, apesar de ainda ser limitado, sendo a investigacéo de novas estratégias analiticas
aplicaveis ao diagnoéstico destas doencas a proposta deste trabalho. Otimizacdo envolvendo
coleta, preparo e armazenamento de amostras bioldgicas foram inicialmente estudadas, seguido
do desenvolvimento de métodos analiticos diversos utilizando uma abordagem instrumental
multiplataforma em associacdo com ciéncia de dados para o estudo investigativo de metabdlitos
presentes na urina de pacientes acometidos com a infeccdo em foco em comparagdo com
individuos sadios, sendo gerados conjuntos de dados variados e extensos. Foram otimizados e
validados métodos segmentados de andlise de acidos organicos, aminoacidos e creatinina por
eletroforese capilar. e abrangentes por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo e espectroscopia no infravermelho utilizando ferramentas
computacionais e planejamento de experimentos voltado para busca de biomarcadores.
Resultados qualitativos obtidos por eletroforese capilar com deteccdo por ultravioleta aplicados
a grupos numerosos de amostras de urina com precisdo de 1.22% e por espectroscopia de
infravermelho foram aplicados para construgdo de modelos de predicdo por aprendizado de
maquina para a COVID-19 com exatiddo de 77.9 % e 81.0 %, respectivamente, Uteis como
rotinas de triagem analitica. Analises quantitativas de creatinina em urina por eletroforese
capilar com deteccdo UV utilizando calibracdo por padrdo interno com protocolo de injecao
automatizada foram validadas, obtendo precisdo analitica de 2.43 %. O uso de eletroforese
capilar associado a espectrometria de massa também foi avaliado. A aplicabilidade dos métodos

em amostras diversas e em outras frentes analiticas sdo também discutidas ao longo do texto.

Palavras-chave: metabolémica; COVID-19; urina; eletroforese capilar; espectrometria de

massas.



ABSTRACT

COVID-19 (Coronavirus Disease) is now a part of a group of diseases that represents
an important threat to public health, mainly in tropical countries and with a large percentage of
low-income populations, as is the case from Brazil. COVID-19 was the cause of the recent
global pandemic that maintained a state of emergency for approximately 3 years. The disease
is a viral infection caused by the new SARS-CoV-2 that shares symptomatic manifestations
with other diseases, such as the ones caused by Arboviroses and Influenza for example, despite
requiring different treatments. In this context, assertive laboratory diagnosis tests that are
accessible to the affected population is necessary. Therefore, the investigation of new analytical
strategies applicable to the diagnosis of COVID-19 is the proposal of this work. Optimizations
involving collection, preparation and storage of biological samples were initially studied,
followed by the development of a series of analytical methods using a multiplatform
instrumental approach in association with data science for the investigative study of metabolites
present in urine of patients affected by COVID-19 infection in comparison with healthy
individuals, generating diverse and comprehensive data sets. Segmented methods for analyzing
organic acids, amino acids and creatinine by capillary electrophoresis were optimized and
validated., as well as comprehensive approaches using liquid chromatography coupled to high-
resolution mass spectrometry and infrared spectroscopy using computational tools and
experimental design aimed at searching for biomarkers. Qualitative results obtained by
capillary electrophoresis with ultraviolet detection applied to numerous groups of urine samples
with an accuracy of 1.22% and by infrared spectroscopy were applied to build machine learning
prediction models for COVID-19 with an accuracy of 77.9% and 81.0%, respectively, useful
as analytical screening routines. Quantitative analysis of creatinine in urine by capillary
electrophoresis with UV detection using internal standard calibration with automated injection
protocol were validated, obtaining analytical precision of 2.43%. The use of capillary
electrophoresis associated with mass spectrometry was also evaluated. The applicability of the
methods to different samples and other analytical fronts are also discussed throughout the text.

Keywords: metabolomics, COVID-19; urine; capillary electrophoresis; mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A medicina diagnostica é uma pratica baseada no processo investigativo
relacionado a saude de um individuo que busca por assisténcia medica ao identificar
manifestacdes fisiologicas incomuns. Diagndsticos precisos vem sendo o foco da
medicina moderna que une conhecimentos multidisciplinares, atendimento
personalizado, evidéncias individuais e coletivas somadas as investigacdes a nivel
molecular, o que demanda por testes diagndsticos mais assertivos, especificos e acessiveis
a populacdo. Neste contexto, a quimica analitica e as rotinas cientificas baseadas no
estudo do metaboloma humano sdo uma importante estratégia para o desenvolvimento e
aprimoramento de testes diagnosticos de doencas em geral. O presente trabalho foi
planejado originalmente como um estudo aprofundado do perfil metabdlico de pacientes
acometidos individualmente com Dengue, Zika e Chikungunya a partir da anélise
abrangente de amostras de urina e saliva destes pacientes, na inten¢do de propor uma nova
abordagem que auxilie no diagndstico de cada uma dessas doencas, sendo estas
estratégias ndo invasivas, confidveis e com custo reduzido. Ainda no inicio da realizagao
das acdes sugeridas neste trabalho, um projeto com objetivo semelhante, aplicado a
COVID-19, foi incorporado ao trabalho. Similarmente, o foco desta proposta adicional é
0 estudo comparativo de metabdlitos encontrados em urina de pacientes contaminados e
ndo contaminados com o virus causador da doenca pandémica. Realizado a partir do uso
de instrumentacdo analitica diversa associado a ferramentas estatisticas, as acdes do
projeto foram direcionadas para o desenvolvimento de novas abordagens diagndsticas.
Uma vez que as infecgOes supracitadas apesar de apresentarem particularidades se
assemelham em alguns aspectos, principalmente nas manifesta¢cdes sintomaticas iniciais
cujo diagndstico precoce pode ser decisivo, o estudo comparativo entre todas as doencas
mencionadas também se faz pertinente. Destaca-se que, em vista da importancia do estado
emergencial ocasionado pela COVID-19, os esforgcos foram direcionados ao
cumprimento deste projeto. Durante a realizagdo do trabalho, algumas outras aplica¢des
para os métodos analiticos desenvolvidos foram sendo investigadas, considerando a busca
por aprimoramento de testes diagndsticos de outras doengas a partir das anélises dos
materiais bioldgicos supracitados e outros. Ao longo deste texto serdo discutidos 0s
objetivos, propostas, estratégias de acdo, desdobramentos dos projetos, estudos ja
realizados e perspectivas para o trabalho.



1.1 MEDICINA DIAGNOSTICA

O diagnéstico de qualquer doenca é um conceito chave dos preceitos da
assisténcia médica, sendo definido como o “conjunto preexistente de categorias acordado
pela profissao médica para designar uma condicao especifica”. A partir do diagnostico, o
médico propde uma explicacdo sobre as manifestacGes sintomaticas do paciente, que
consequentemente, guiara as propostas de agdes subsequentes (BALOGH; MILLER;
BALL, 2016). De acordo com o Instituto de Medicina (Institute of Medicine, IOM) da
Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos (The National Academies of Science,
Engineering and Medicine), o diagnostico de uma doenca é um processo complexo que
deve ser feito a partir de atividades colaborativas (BALOGH; MILLER; BALL, 2016;
BELARD et al., 2017).

Uma vez que um individuo busca por assisténcia médica se inicia um processo
investigativo continuo e interativo centrado nas observacdes do paciente e baseado na
coleta abrangente de informacdes. Histdrico clinico, exames fisicos, exames laboratoriais
e consultas em especialistas de areas diversas sao os pilares do processo diagnostico, que
tem como objetivo a integracdo e a interpretacdo de informacdes voltadas para a
proposicdo de hipdteses que culminem em uma lista de potenciais diagnésticos, ou em
um diagndstico definitivo. O processo segue até que as abordagens de tratamento tenham
sido definidas, de modo que o paciente tenha seu problema de salde resolvido
(BALOGH; MILLER; BALL, 2016).

Séo considerados erros de diagnostico, a falha em estabelecer uma explicacdo
precisa para o problema do paciente em tempo habil, a ndo aplicacao de testes indicados
ou uso de testes e terapias inadequadas, além da falha nas acGes sobre os resultados e
monitoramento de testes (BALOGH; MILLER; BALL, 2016; BELARD et al., 2017).
Neste sentido, a medicina de precisdo, apesar de ndo ser um conceito novo, vem se
tornando uma tendéncia na area. Baseada no atendimento personalizado e com foco no
diagndstico mais assertivo, nesta pratica sdo considerados tanto os dados individuais e
caracteristicas populacionais, além das informacdes clinicas multidisciplinares, estilo de
vida, genética, fatores ambientais e estudo de biomarcadores (KHOURY; IADEMARCO;
RILEY, 2016; KONIG et al., 2017; MONTAGU; PRINCENTON, 2015; TEBANI et al.,
2016).



Considerando o0s testes diagnosticos especificamente, foi a partir do
desenvolvimento da quimica, fisiologia, fisiopatologia e dos microscopios no século XI1X
que houve um grande progresso na medicina diagndstica (MARTINS, 2014). Atualmente,
a quimica analitica se insere nesse cenario como uma ferramenta técnico-cientifico para
o desenvolvimento de novos testes, sobretudo com a rapida evolugéo das ciéncias 6micas
(AHMED, 2020; MCCOLL et al., 2019; TEBANI et al., 2016).

Entende-se por ciéncias 6micas a integracdo de conhecimentos multidisciplinares
voltados para a caracterizacdo abrangente dos constituintes de um organismo. O termo
“Omica” do inglés “omics " é relacionado ao conceito inicial de genoma e se refere a todas
as diferentes tecnologias utilizadas para atingir um entendimento a nivel molecular do
objeto em estudo (CANUTO et al., 2018; SAFADY, 2021). Nas ultimas duas décadas
houve um crescimento expressivo na area, justamente devido ao seu potencial em adquirir
conjuntos de dados extensos que sdo traduzidos em informacgdes de grande utilidade
médica. Com ela, o desenvolvimento da biotecnologia, das instrumentacfes analiticas e
da ciéncia de dados emergiu ao que alguns autores chamam de nova era da medicina
integrativa e/ou medicina de precisdo, visto que investigacbes avancadas a nivel
molecular podem hoje ser aplicadas em analises de rotinas para estudo de doencas
diversas (OLIVIER et al., 2019; PLAZA; GARCIA-GALBIS; MARTINEZ-ESPINOSA,
2017).

1.2 METABOLOMICA

Como parte da “cascata 6mica”, termo do inglés “omics cascade”, a metabolomica
é a ciéncia utilizada com o objetivo de investigar o funcionamento de organismos e suas
alteracfes metabdlicas a partir de abordagens imparciais de alta eficiéncia (CANUTO et
al., 2018; PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; TEBANI et al., 2016). A metabolémica em
particular é pautada no estudo aprofundado do metabolismo de espécies em geral frente
as perturbagdes externas e internas a nivel molecular, considerando espécies de até 1500
Da. Na préatica, sdo estudados comparativamente o0s conjuntos de metabdlitos
(metaboloma) de um grupo de individuos sujeito a qualquer tipo de alteracdo fisiologica
sob investigacdo, frente ao metaboloma de outro grupo, ausente da alteragcdo selecionada,
sendo estes chamados de grupo teste e controle, respectivamente (BYERS et al., 2019;
CANUTO et al., 2018).



Do ponto de vista analitico, as pesquisas inseridas no conceito da metabolémica
sdo realizadas a partir de um fluxograma de trabalho que foca em anélises abrangentes
(metabolémica global, untargeted) ou em grupos classes especificas de metabolitos
(metabolémica alvo, targeted). De acordo com os preceitos da metaboldmica, a aplicacdo
de instrumentac&o analitica diversa, tais como, cromatografias, técnicas espectroscopicas
e de eletromigracdo, espectrometria de massas e ressondncia magnética nuclear é
recomendada a fim de reunir informagdes de forma abrangente e complementar visando
um resultado completo e representativo da realidade da amostra (CANUTO et al., 2018).
Aliado a instrumentacgéo estdo, processamentos de dados, analises estatisticas diversas e
conhecimentos bioldgicos associados a interpretacdo de resultados, além de cuidados com
coleta, preparo e armazenamento de amostras bioldgicas, junto com outras agdes inseridas
nas fases pré-analiticas do estudo. Em geral, o processo pré-analitico e analitico e o tipo
de amostra que sera utilizado séo pensados a partir da definicdo do proposito do estudo
(CANUTO et al., 2018; PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012).

Um dos objetivos comuns dos estudos envolvendo a metaboldémica, como o deste
trabalho, é a descoberta de biomarcadores ou outras caracteristicas que diferenciam estes
grupos entre si, de modo que a pesquisa possa evoluir até a elaboracdo de dispositivos
e/ou rotinas laboratoriais que atuem como um teste que auxilie no diagnostico da
anomalia em foco. Neste trabalho, os objetos principais de estudo s&o a Dengue, Zika,
Chikungunya e a recente COVID-19, considerando o perfil metabdlico diferencial entre

individuos contaminados com cada uma dessas doencas comparado a individuos sadios.

1.3 COVID-19

A COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) causada pelo SARS-CoV-2 (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), compartilha de alguns aspectos com as
arboviroses em foco neste trabalho. Descoberta no final de 2019 em Wuhan (China), a
doenca foi declarada pela OMS como emergéncia global entre o periodo de marco de
2020 a maio de 2023. Os coronavirus (CoV) sdo uma classe de virus diversa da familia
Coronavidae encontrados em aves, mamiferos e outras espécies de hospedeiros. Em
geral, sdo agentes causadores de doencas respiratorias e intestinais.

Em 2002, um grande surto de pneumonia com caracteristicas atipicas foi

notificado em Hong Kong, causado pelo o que viria ser identificado como o coronavirus



da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV), originado em morcegos e
transmitidos para humanos por meio de intermediarios como algumas espécies de caes.
Em 2012, um novo coronavirus foi isolado na Arabia Saudita, sendo posteriormente
chamado de MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) e, por fim, o
betacoronavirus SARS-CoV-2 sendo isolado em 2019 ja com grande incidéncia global e
rapida transmissao entre humanos. Ao longo do periodo de emergéncia global, algumas
cepas variantes do SARS-CoV-2, foram identificadas ao gerar novos picos de
crescimento no nimero de casos, como as variantes Delta e Omicron (LAMERS;
HAAGMANS, 2022; SUN et al., 2020; UZUNIAN, 2020).

A doenca é transmitida por: (a) contato direto com individuo infectado; (b)
exposicao a goticulas respiratdrias na qual o virus esteja contido; ou (c) goticulas menores
dispersas no ar (aerossol) a uma distancia estimada de um raio de 1 metro. Ou seja, a
infeccdo é dada a partir da exposicdo de mucosas com goticulas contaminadas com virus.
Além disso, hé registros que o0 SARS-CoV-2 sobrevive, ainda que por tempo limitado,
em superficies. Dessa forma, a recomendacao da OMS e 6rgdos de saude publica durante
0 auge da contaminacdo da doenca foi o isolamento social, higienizacdo imediata das
méaos mediante contato a superficies potencialmente contaminadas e uso de mascaras
faciais para mitigar o contagio. Apesar da fase aguda da emergéncia ja ter se encerrado,
algumas informacdes como ciclo de transmissdo, periodo de transmissibilidade,
suscetibilidade e outras informacfes ainda estdo sendo estudados pela comunidade
médico-cientifica (BRASIL, 2021; SUN et al., 2020; WHO, 2021).

Em relacéo aos sintomas, quando presentes os mais comuns incluem febre, tosse,
coriza, irritacdo na garganta, congestdo nasal, fadiga, dores no corpo e enxaqueca,
diarreia, perda de olfato e paladar em casos leves e moderados. Em casos graves, é comum
o0 aparecimento de desconforto respiratdrio com saturacdo de oxigénio menor que 95 % e
a taquipneia (respiracdo acelerada) em criangas. Com frequéncia a COVID-19 foi
associada a manifestacbes neuroldgicas. A doenca evolui para um caso critico se
apresentar sepse e insuficiéncia respiratdria grave, levando a uma faléncia maltipla dos
orgdos (BRASIL, 2023; CDC, 2024). Em geral, as manifestacbes sintomaticas em
criancas sédo mais leves do que em adultos e estima-se que cerca de 80 % da populagéo
acometida com a doenca no Brasil apresentaram sintomas leves e moderados, 15 %
desenvolveram sintomas graves e 5 % evoluiram para uma forma critica da doenca
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2023; PARK et al., 2020). O total acumulado



mundial de casos, atualizado em 7 de janeiro de 2024 pela OMS, esta em cerca de 774
milhdes com 7 milhGes de 6bitos reportados. No Brasil, somam-se 37,5 milhGes de casos
com 702 mil ébitos registrados (WHO, 2024b).

Em vista da importancia do estado pandémico e rapida evolucdo da doenga, 0s
esforcos da comunidade médico-cientifica foram voltados para o desenvolvimento de
testes diagnosticos, medicamentos, atendimentos de emergéncia e vacinas. Em julho de
2020 a primeira vacina foi introduzida e atualmente 13.5 bilhGes de doses ja foram
administradas, o que representa 67 % da populacdo mundial com a primeira série de

imunizacdo completa e 32 % com pelo menos uma dose de refor¢co (WHO, 2023d).

1.3.1 Testes diagndsticos

O “padrao-ouro” de testagem adaptado para identificacao do SARS-CoV-2 é o,
RT-PCR, que consiste na deteccdo de RNA viral mediada pela analise de material
coletado do nariz e garganta de paciente a partir de 3 dias do inicios dos sintomas
(DUTTA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022; YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021).
Conforme introduzido nas se¢des anteriores, o0 teste RT-PCR baseia-se na extracdo do
RNA viral do material coletado da nasofaringe do paciente com auxilio dos chamados
swabs, a amostra entdo é submetida ao processo de transcricdo reversa em cDNA (DNA
complementar) seguido de amplificagdo, resultando no valor da carga viral da amostra
(CDC, 2023a; YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021) Apesar de ser o exame
laboratorial de primeira escolha, de acordo com Rabaan e colaboradores (2021), ha certa
discordancia da comunidade médica sobre qual é de fato a carga viral que melhor
representa um diagndstico positivo ou negativo para a doenca (RABAAN et al., 2021).
Conforme descrevem alguns autores especializados, o teste RT-PCR apresenta algumas
limitacBes quanto a demanda de pessoal qualificado e de um laboratdrio de biosseguranca
de nivel 2 no caso da COVID-19 devido suas caracteristicas de contagio, tudo isso
resultando em um exame oneroso para o paciente (DUTTA et al., 2022).

Os testes de antigeno, popularmente chamados de testes rapidos, fornecem
resultados de 15 a 30 minutos com custo reduzido, incluindo os autotestes agora
disponiveis para consumidores em farméacias. Esses testes sdo realizados por meio de
ensaios de fluxo lateral, onde a amostra de material da nasofaringe reage com uma solugéo
para que o virus libere seus antigenos. Apés colocar a solucdo sobre um dispositivo de

papel, esses antigenos migrardo pelo dispositivo a medida que reagem com 0s anticorpos



especificos do Sars-Cov-2, obtendo uma resposta qualitativa. De acordo com os Centros
de Controle e Prevencao de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention, CDC),
0s resultados positivos de um teste de antigeno sdo muito confidveis, porém, em
comparagdo com testes baseados em acido nucleico como RT-PCR, sdo menos sensiveis
para detectar particulas virais e a auto coleta de material pode ser ineficaz, portanto, um
unico resultado negativo desse tipo de teste ndo descarta infeccdo (CDC, 2023a, 2023b;
DUTTA et al., 2022).

Teste sorologico por técnicas que envolvem ELISA ou amplificacdo isotérmica
de acidos nucleicos (Loop-mediated isothermal amplification, LAMP) sdo exemplos de
outras opgdes ja incluidas nos portfolios de exames clinicos (BOGER et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2022). Os novos testes disponibilizados em farmacias recentemente
também incluem exames de COVID-19 (antigenos, check-up de anticorpos pds covid,
teste de imunidade e teste molecular) (CASERTA; BAIENSE; ANDRADE, 2023).

Algumas outras alternativas sdo discutidas em revisdes recentes e incluem a
fabricacédo de sensores, biossensores, sondas baseadas em espectroscopias, nanomateriais
e outros (BOGER et al., 2021; FILCHAKOVA et al., 2022). Nessas publicacdes s&o
ponderados prés e contras de cada teste, que envolvem em sua maioria uma discussao
sobre relacdo entre o custo do exame para o paciente e a confiabilidade do resultado, além
dos maiores cuidados técnicos para realizacao de testes laboratoriais no caso da COVID-
19. Autores da area médica defendem ainda que o exame laboratorial por si s6 ndo pode
ser definitivo, devendo ser associado a exames radiologicos, por exemplo (WALLER et
al., 2020) uma vez que o0 RT-PCR ou os imunoensaios pode ser influenciado por fatores
como coleta de material, momento ideal para testagem e a variacdo genética recorrente
do Sars-CoV-2 (TAHAMTAN; ARDEBILI, 2020).

1.4 JUSTIFICATIVAS DO PROJETO

A partir de todas as consideracOes feitas nas se¢des anteriores, nota-se que ha a
necessidade de inovacgdes nas estratégias diagnosticas para doencas infectocontagiosas.
Visto que apresentam sintomas semelhantes e complicacGes tdo caracteristicas, o
diagndstico realizado de forma precisa nos primeiros dias de manifestagdes sintomaticas
€ um ponto chave para que o tratamento dessas doencas seja funcional. Com foco nas
doencgas causadas por virus que compartilham de sequéncias genéticas semelhantes, os

testes baseados na deteccdo de proteinas virais, outros particulados de virus e antigenos



demandam por uma maior especificidade. Além disso, um cenario na qual fosse possivel
identificar qual infeccdo viral, independente de qual seja, o paciente contraiu utilizando
um dispositivo de teste Unico seria o ideal. Por se tratar de doencas que afetam
principalmente a populacdo de baixa renda, todos esses aspectos devem considerar o
desenvolvimento de novos métodos que sejam acessiveis, com possibilidade de
distribuicdo em massa.

Desse modo, o foco deste trabalho foi investigar a possibilidade do
desenvolvimento de novas estratégias de diagndsticos que considerem a identificacdo de
metabolitos em preferéncias a particulados virais pensando em uma coleta néo invasiva
que proteja o paciente e o responsavel por examinar o material. Uma vez que a carga viral
de SARS-CoV-2 em saliva é bem significativa, sendo inclusive uma via de transmissdo
(YOON et al., 2020) e que toda fase analitica se realiza em laboratério de quimica com
nivel de biosseguranca restrito (NB-2) (PENNA et al., 2010; TANG; MIRANDA, 2019),
somado ao fato que as coletas envolveriam maior exposi¢do do paciente, optou-se por
ndo usar amostras salivares de pacientes diagnosticados com COVID-19. Sobretudo, a
urina como amostra bioldgica foi selecionada prioritariamente devido a quantidade de
informac@es que pode ser obtida apds andlises. De forma complementar, a saliva também
foi considerada para estudos de desenvolvimento de método visando outras aplicagdes.

Neste projeto, ndo apenas o fluxograma classico da metabolémica foi explorado.
Andlises feitas a partir de instrumentacdes simplificada como infravermelho e
eletroforese capilar com deteccdo UV, ambas associadas a ferramentas estatisticas,
também tém sido estudadas com foco na observacdo de grupos de compostos
segmentados como, por exemplo, &cidos organicos e aminoacidos. Por fim, uma série de
métodos analiticos elaborados a partir da analise de urina e saliva de grupos controle e
teste, usando plataformas analiticas diversas para investigacdo de possiveis grupo de
biomarcadores e/ou perfil de compostos que possam ser relacionados a uma impressao
digital das doencas em questdo, e que futuramente, possam evoluir a um novo exame
laboratorial oferecido a individuos com suspeita de algumas dessas doengas.

Ainda que o foco deste trabalho seja o diagnostico, por se tratar dos estudos de
metaboloma acredita-se que informacdes obtidas durante o desenvolvimento do projeto
sobre a doenca e como elas agem no corpo humano possam ser Uteis do ponto de vista
clinico. Ademais, os protocolos analiticos implementados ao longo do trabalho poderédo

se estender a outros estudos investigativos e classificatorios ndo apenas na area clinica,



como também setores da area ambiental, farmacéutica, alimenticia e outras. Neste
contexto, algumas producdes incluindo artigos de reviséao e de aplicagéo relacionadas aos
temas do projeto foram publicadas em revistas cientificas especializadas e estéo listadas

no Apéndice I.



2 OBJETIVOS

Elaboragdo de estudos voltados para o desenvolvimento de novas proposi¢des
bioanaliticas para auxiliar no diagnostico répido e assertivo da COVID-19 a partir da
investigacdo do metaboloma humano acessados a partir de ferramentas analiticas

abrangentes. Especificamente, o trabalho € focado em:

(@) realizacdo de estudo de metabdlitos como ferramenta inicial para determinacdo de
potenciais biomarcadores moleculares relacionados a COVID-19, utilizando

Espectroscopias e Espectrometria de Massas associadas a técnicas de separacao;

(b) utilizacdo de ferramentas quimiométricas e de aprendizado de maquina associados a
instrumentacdo analitica diversa para desenvolvimento de rotinas preditivas que

diferenciem grupos acometidos COVID-19 e grupos de individuos ndo infectados;
(c) avaliacdo dos potenciais grupos de biomarcadores moleculares associados a doenca e
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo métodos analiticos quantitativos aplicaveis ao

diagnostico;

(d). aplicacdo dos métodos otimizados e validados a analise de fluidos biolégicos.



3 ESTRATEGIAS DE ACAO

A fim de cumprir os objetivos estabelecidos, inicialmente foram elaboradas
propostas de parcerias e estudos em colabora¢do com especialistas de areas diversas para
construcdo de protocolos de trabalho envolvendo coleta, armazenamento e preparo de
amostras. De posse das amostras de fluidos biolégicos humanos, um trabalho
investigativo extenso foi elaborado considerando: (a) aplicacdo do fluxograma classico
da metaboloma global a partir do uso de espectrometria de massas de altas resolucao; (b)
desenvolvimento de métodos analiticos considerando instrumentacdo simples para
analise de grupos segmentados de moléculas a fim de estudar possiveis classes de
biomarcadores; (c) obtencdo de conjuntos de dados espectrais a fim de associa-los com
aprendizado de maquina profundo para construcdo de modelos preditivos; (d) a avaliacdo
critica das instrumentacGes analiticas e ferramentas estatisticas envolvidas de modo a
inferir sobre os métodos mais adequados para cada aplicacédo; (e) estudar a possibilidade
de aplicacdo dos métodos analiticos otimizados em outras frentes e inferir sobre como o
desenvolvimento do projeto pode contribuir para pesquisas futuras. Neste sentido, um
resumo esquematico dos processos analiticos elaborados neste trabalho é representado na

Figura 1.

FIGURA 1 - Resumo esquematico das etapas do trabalho
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O texto encontra-se dividido em capitulos de acordo com a técnica analitica e
analito, quando pertinente, na qual cada estudo foi fundamentada. No capitulo 4 é
disposto um descritivo completo do preparo e manuseio das amostras, bem como as
etapas burocraticas envolvendo pesquisa com humanos. Em seguida, as etapas de
desenvolvimento anlitico, aplicacdo de método, resultados e discussdes associadas a cada
etapa foram divididos em trés capitulos: o capitulo 5 envolve os experimentos por
eletroforese capilar, das quais foram subdivididos em andlises de acidos organicos mono-
e di- carboxilicos, creatinina e aminoacidos; o capitulo 6 descreve as acoes e resultados
do estudo a partir da metabolémica global por espectrometria de massas de alta resolucgéo;
finalizando a discussBes sobre o desenvolvimento do trabalho, o capitulo 7 inclui os
resultados da associacdo entre o aprendizado de maquina e a espectroscopia vibracional
por infravermelho.

Conforme descrito na secdo introdutoria, o projeto original desta tese envolve o
estudo do metaboloma humano a partir da analise de urina e saliva de individuos
infectados com Dengue, Zika e Chikungunya. Desse modo, ainda que os estudos deste
trabalho especificamente ndo tenham sido concluidos, algumas acdes e estudos
preliminares foram realizados e estdo dispostos ao final do documento na forma de
APENDICE.



4 AMOSTRAS

A coleta de amostras de fluidos bioldgicos humanos voltados para pesquisa
académica requer autorizacio de um Comité de Etica (CEP) para que seja devidamente
executado. Para este trabalho, foi submetido ao CEP pertinente o projeto de titulo
“Técnicas de eletromigragdo e cromatograficas aplicadas ao estudo de metaboloma da

urina para o diagnostico da COVID-19”.

4.1 CEP COVID-19

As amostras de urina relacionadas a COVID-19 foram coletadas sob autorizacéo
do Comité de Etica do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora
(CEP HU-UFRJF) sob os protocolos de autorizacdo 4.473.404; 4.566.092; 5.039.371,
referentes respectivamente: a autorizacdo de coleta de amostras para realizacdo do
projeto; a participacdo do Lemos Laboratérios de Analises Clinicas como parceiro; ao
aumento do n amostral em vista da alta oferta de amostras. Inicialmente, foi definido um
quantitativo total de coletas de 500 amostras, sendo posteriormente protocolado um
adendo de 500 amostras adicionais. Para autorizagdo de participacdo de candidatos na
pesquisa, 0s voluntarios foram orientados a preencher e assinar um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) somado a uma ficha de anamnese,
documentos estes aprovados pelo CEP HU-UFJF.

Todas as coletas foram realizadas em parceria com Lemos Laboratérios de
Analises Clinicas sediado na cidade de Juiz de Fora, MG, que contém unidades de coleta
em diversos bairros da cidade. A pesquisa foi oferecida a individuos maiores de 18 anos
com suspeita de terem contraido a doenca e que se submeteram ao teste de RT-PCR. Os
testes de deteccdo do virus SARS-CoV-2 foram realizados por RT-PCR utilizando o
TagPath™ COVID-19 CE-IVD RT-PCR KiT da Thermo Fisher Scientific (Palo Alto,
CA, EUA) que detecta o virus nas amostras de esfregaco (swab) nasofaringeo com
sensibilidade minima de 10 coOpias gendmicas. Os resultados foram processados
utilizando o software interpretativo COVID-19 da Thermo Fisher Scientific (Palo Alto,
CA, EUA) (THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2021).

O recrutamento de voluntéarios foi realizado por agentes de satde funcionarios do
Lemos Laboratorios que, uma vez cientes das especificidades do projeto, abordaram os

candidatos informando-os brevemente sobre o trabalho e solicitando a leitura,



preenchimento e assinatura dos documentos supracitados. Para aqueles que aceitaram
participar, uma cépia do TCLE contendo informacdes sobre o projeto foi fornecida. Além
da documentacdo e da amostra ndo foram solicitados aos voluntarios nenhum tipo de
preparo e condicdes especificas de quadro clinico para a doacdo do material. Todas as

coletas aconteceram em periodos randémicos do dia.

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE URINA

Cada voluntario coletou o material em tubos de centrifuga de 50 mL
armazenando-0s em sacos plasticos do tipo zip lock. Uma vez entregue o material aos
funcionarios do laboratdrio parceiro, a amostra passou por processo de triagem na qual
foi adicionada 10 % (v/v) de uma solucéo contendo acetona e metanol (60:40 %, v/v) para
inativacdo de eventuais particulados virais (WIDERA et al., 2021). Em seguida, as
amostras foram congeladas e enviadas para o laboratério do Grupo de Quimica Analitica
e Quimiometria, GQAQ (Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, UFJF)
via transporte especifico para amostras bioldgicas. A temperatura foi monitorada durante
todo o processo de coleta, triagem, transporte e armazenamento. Ao todo foram coletadas
686 amostras validas (considerando todas as entregas com documentacdo em
conformidade com o exigido pelo Comité de Etica) durante julho de 2021 e janeiro de
2022. Nesse periodo o Brasil estava enfrentando a segunda onda da pandemia como
reacdo da variante delta e o periodo de vacinacdo ja havia se iniciado (DUTTA, 2022;
WHO, 2023d).

Uma vez recebidas as amostras, de cada uma das ‘amostras-mae”
homogeneizadas, 5 aliquotas foram separadas e etiquetadas para congelamento em
freezer a — 50 °C. Dessa forma, foram montados 5 kits de analise contendo uma aliquota
das 686 “amostras-mae” coletadas (Figura 2). Cada uma dessas aliquotas foi denominada
posteriormente de “amostras-filhas”. O objetivo desse modelo de armazenamento ¢
inicialmente evitar ciclos de descongelamentos, ou seja, evitar que fosse necessario o
descongelamento de todas as amostras a todo momento em que analises fossem
realizadas. Dessa forma, evitamos ndo apenas a reducdo da durabilidade e o
comprometimento da integridade das amostras, bem como, com manuseio da amostra

apenas uma vez evita-se que estas sejam contaminadas com substancias indesejadas. As



amostras foram recebidas uma vez por semana durante o periodo citado e submetidas ao
protocolo de armazenamento descrito no dia do recebimento.

FIGURA 2 — Representacao ilustrativa do processo inicial de armazenamento das
amostras
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Durante todo o0 manuseio dessas amostras a equipe envolvida fez o uso de
equipamentos de protecdo individual (EPIs) contendo avental descartavel, protetor facial,
mascara, sapato emborrachado hospitalar e luvas descartaveis, considerando a importante
infectividade da COVID-19. Todo material residual de qualquer uma dessas e outras
etapas posteriores de preparo e analise de amostras foi inutilizado e descartado em
containers especificos para material biologico infectante, sendo coletado pelo setor de

sustentabilidade da UFJF e levado para incineragdo e/ou descontaminagédo por autoclave.

4.2.1 Preparo de amostras

As amostras selecionadas para analise foram retiradas do ultrafreezer,
descongeladas em temperatura ambiente em cerca de 20 minutos e homogeneizadas
individualmente. Todos os experimentos foram feitos a partir da anélise de trés aliquotas
auténticas extraidas de uma das “amostras-filhas” descongeladas, ou seja, trés aliquotas
individuais de uma mesma amostra foram submetidas independentemente ao processo
completo de preparo (Figura 3). Assim, aliquotas de 2 mL de cada uma das 100 amostras
descongeladas foram individualmente transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL, na
qual foram adicionados 200 uL de acetonitrila gelada para completar o processo de
precipitacdo de proteinas. Em seguida, as réplicas foram centrifugadas a 7500 rpm

(44.100 G) por 10 minutos e o sobrenadante transferido para o frasco de anélise. A medida



que os processos foram concluidos, todas as amostras foram mantidas em geladeiraa 4°C.
E recomendado que amostras de urina ndo devem permanecer mais de 2 horas sem
refrigeracéo, logo, as amostras so foram retiradas da geladeira durante o manuseio, a ser
realizado de forma mais eficiente e rapida o possivel. Todas as amostras biologicas
também foram reservadas em geladeira destinada para tal, a fim de evitar contaminacgdes

cruzadas.

FIGURA 3 - Representacao ilustrativa do preparo das amostras de urina a partir de
réplicas auténticas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

De cada bloco de réplicas (R1; R2; R3) foram retiradas aliquotas de 20 uL, que
foram misturadas em um pool para producdo da amostra de controle de qualidade
analitico (Quality Control, QC). Considerando também o preparo de trés réplicas
auténticas, o que resultou em 3 solugdes estoques de QC. O QC foi utilizado durante todos
processos de otimizacdo de método e em intervalos de sequéncias analiticas extensas para
verificacdo de precisdo e outros parametros associados a qualidade do conjunto de dados.
Esse protocolo analitico foi utilizado para analises de urina em: eletroforese capilar com
deteccdo UV (Capillary Electrophoresis with UV detection, CE-UV) e deteccdo por
espectrometria de massas (Capillary Electrophoresis with Mass Spectrometry, CE-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia associado a espectrometria de massas (High
Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry, HPLC-MS) e

espectroscopia vibracional na regido do infravermelho.



4.2.2 Especificagdes do conjunto amostral

Para os experimentos envolvendo anlises de urina do projeto COVID-19 foram
selecionadas 100 amostras, sendo 38 positivas e 62 negativas para SARS-CoV-2 de
acordo com o resultado do RT-PCR. Sendo assim, o grupo teste (GT) é constituido por
amostras com resultado positivo para o virus e o grupo controle (GC) por amostras
negativas. O resultado dos testes de RT-PCR e qualquer outra informagé&o relacionada ao
paciente s6 foram acessados apos finalizacao da fase analitica, de modo que os estudos
fossem desenvolvidos de acordo com protocolo duplo-cego em que doadores e analistas
ndo sabem o resultado do teste.

As 100 amostras selecionadas representam um grupo diverso de individuos na
qual a Unica diferenciacdo entre grupos teste e controle depende do resultado de RT-PCR
para COVID-19. A partir do preenchimento do questionario de anamnese, algumas
informac@es dos pacientes foram obtidas. Em geral, o grupo divide-se entre homens e
mulheres de 21 a 77 anos, sintomaticos e assintomaticos, com ou sem fatores de risco

para a doenca. As informagdes completas estdo dispostas na Tabela 1.

TABELA 1 — Caracteristicas do conjunto amostral para estudos relacionados a COVID-

19
Variaveis Grupo Teste (n = 38) Grupo controle (n = 62)
Resultado RT-PCR Positivo Negativo
Idade, média (Qmin — Qmax) 42 (21— 72) 41 (21 -77)
Sexo masculino, n 16 38
Sexo feminino, n 22 24
Fumante, n (%) 1(2.6) 6 (9.6)
Sintomatico?, n (%) 30 (78.9) 28 (45.6)
Vacinados, n (%) 30 (78.9) 60 (96.7)
Comorbidades?, n (%) 10 (26.3) 10 (16.6)
Sintomatologia?, n (%)°
Tosse 21 (70.0) 16 (57.1)
Coriza 19 (63.3) 18 (64.2)

Dor de cabeca 9 (30.0) 16 (57.1)




Dor 14 (46.7) 13 (46.4)

Febre 9 (30.0) 3(10.7)
Perda de olfato 2 (6.7) 1(3.5)
Diarréia/nausea 3(10.0) 3(10.7)
Irritacdo na garganta 4 (13.3) 0 (0.0)
Desconforto respiratorio 0 (0.0) 1(3.5)
Comorbidades?, n

Hipertensao 5 3
Diabetes 2 2
Asma 0 1
Anomalias respiratorias 1 1
Doencas cardiovasculares 1 0
Outros 1 3

Qnmin = valor minimo Qmax = Valor maximo; ®Dados autodeclarados;  Percentual de cada item entre o total
de individuos que declararam manifestagdes sintomaticas.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.3 AMOSTRAS DE SALIVA E SORO SANGUINEO

Algumas amostras de saliva e soro sanguineo (considerado para estudos
adicionais) foram doadas pelo Lemos Laboratdrios de Analises Clinicas para que testes
piloto voltados para que o desenvolvimento de metodologias analiticas fosse realizado.
Essas amostras foram doadas a partir de aliquotas residuais ndo processadas de exames
de rotina do laboratdrio, sem que nenhuma informacao dos pacientes fosse divulgada.

60 amostras de salivas foram cedidas, ja processadas para remoc¢ao de proteinas a
partir de protocolo ndo divulgado por motivos comerciais. Para analises em eletroforese
capilar, nenhum preparo adicional foi realizado, por HPLC-MS as amostras foram
submetidas ao mesmo procedimento descrito na se¢édo 4.3.1 com certas adaptagdes devido
ao volume disponivel reduzido. Em tubos de centrifuga de 2 mL, aliquotas de 1 mL de
cada amostra de saliva foram separadas e adicionadas de 100 pL de uma solugéo contendo
acetona e metanol (60:40 %, v/v) e 100 uL de acetonitrila gelada. Em seguida, as réplicas
foram centrifugadas a 3000 rpm (44.100 G) por 15 minutos e o sobrenadante transferido

para o frasco de analise, mantidos em refrigeracdo a 4 °C até o0 momento da analise.



Em alguns estudos desenvolvidos ao longo desse projeto, a analise de outros
fluidos bioldgicos se tornou pertinente, desse modo, 10 amostras de soro sanguineo foram
também cedidas sem nenhum preparo além da centrifugacdo inicial responsavel para
separar o sangue total em suas partes. Assim, em ambos equipamentos (CE-UV e HPLC-
MS) as amostras foram submetidas ao procedimento de preparo adaptado descrito

anteriormente.

4.4 AMOSTRAS COM HISTORICO DE ARBOVIROSES

Durante o processo de coleta das amostras sob autorizacdo do CEP COVID-19
descrito na secdo 4.3, os voluntarios preencheram uma ficha de anamnese na qual
informacgdes de histérico quanto a infeccdo por arboviroses foram inseridas pelos
mesmos. 64 amostras com histérico de arboviroses declarado foram coletadas (4 Zika, 7
Chikungunya e 53 Dengue). Foram somadas a esse grupo, 38 amostras positivas para
COVID-19 e amostras negativas para todas essas doencas, totalizando 205 amostras
independentes. Em geral, o grupo divide-se entre homens e mulheres de 19 a 75 anos,
com ou sem doencas pré-existentes. As informac6es completas estdo dispostas na Tabela
2.

TABELA 2 - Caracteristicas do conjunto amostral para estudos relacionados as

arboviroses combinadas com COVID-19

Variaveis ZIKV CHIKV  DENV COVID NEG.
Idade, média 34 34 40 42 39
(Qmin — Qmax) (20-44) (27-66) (22-66) (22—-72) (19-75)
Sexo masculino, n 2 6 30 16 60
Sexo feminino, n 2 1 23 22 48
Fumante, n (%) 0 (0) 0 (0) 5(9.4) 1(2.6) 10 (9.2)
Doencas pre-existentes, n

Hipertensao 1 0 7 2 12
Diabetes 0 0 3 2 7
Asma 0 0 0 0 0
Anomalias respiratdrias 0 3 1 0 3




Doencas cardiovasculares 0 0 1 1 1
Outros 0 0 0 1 3

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Sobre o preparo, em tubos de centrifuga de 2 mL aliquotas de 1 mL de cada
amostra foram separadas e adicionadas de 100 pL de acetonitrila gelada para precipitagdo
de proteinas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm (44.100 G) por 15
minutos e o sobrenadante transferido para o frasco de analise, mantidos em refrigeracao
a 4 °C até o momento da analise. Essas amostras foram analisadas por espectroscopia

vibracional na regido do infravermelho.

4.5 MATRIZES SINTETICAS

Em alguns estudos envolvendo avaliagcdo de seletividade e efeitos de matriz,
algumas matrizes artificiais de urina e soro sanguineo foram preparadas a partir da
adaptacdo de método descrito por (GODOY; EBERLIN; SIMIONATO, 2020). Para
urina, foi preparada uma solucgéo aquosa contendo 0,75 g de NaCl, 1,82 g de KClI, 1,8 g
de ureia, 0,48 g de NaaHPO4 e 5 mg de albumina. Usualmente é também incluida
creatinina na solucao, porém, como é um dos analitos investigados ao longo do trabalho,
ndo foi adicionada. Para o soro sanguineo, uma solu¢édo salina tamponada com fosfato foi
preparada misturando 0,34 g de KH2PO4 e 0,35 g Na2HPO4 em 25 mL de soro fisioldgico
e albumina a 2% (m/v). A solugéo foi ajustada em pH 7,4 com NaOH 1 mol L. Depois
de prontas, amostras das matrizes artificiais foram preparadas para analise conforme

descrito nas secOes 4.3.1 e 4.5, respectivamente.



5 METABOLOMICA ALVO POR ELETROFORESE CAPILAR

Conforme comentado nas se¢des introdutdrias, 0 metabolismo humano é o total
de reacBes bioquimicas que acontecem nas células a fim de obter energia para que aquele
organismo se mantenha vivo. Todo ser vivo aproveita nutrientes e moléculas como
carboidratos, proteinas e gorduras para sobreviver. Estas e outras moléculas participam
entdo de rotas metabolicas que apesar de serem influenciadas por idade, género, dieta,
habitos, fatores ambientais, infec¢des, doencas, e outros fatores, os produtos
intermediarios e finais dessas rotas metabdlicas podem nos indicar como esse organismo
esta reagindo frente a perturbacBes externas e internas, por exemplo. E comum que
quando infectado por agentes patogénicos, 0 organismo reorganize rotas metabdlicas em
detrimento de agir no combate a essa infeccdo como uma resposta imunolégica,
consequentemente, 0 estudo desse rearranjo metabdlico pode levar as respostas de
interesse clinico. Dentro desses produtos, aminoacidos e acidos organicos sdo grupos que
compreendem diversas moléculas essenciais que se destacam entre potenciais classes de
biomarcadores (DA POIAN; EL-BACHA; LUZ, 2010; NAVA; RAJA, 2022). A urina
inclusive, escolhida prioritariamente neste projeto, sendo uma solucdo aquosa resultante
da filtracdo do sangue nos rins, € uma matriz na qual grande quantidade e variedade desses
compostos hidrossollveis estdo contidos, o que favorece o estudo de tais metabdlitos.

A eletroforese capilar é uma técnica de separacdao que opera em meio liquido na
qual a separacdo dos analitos se da por diferencas na migracdo dos compostos mediante
aplicacdo de voltagem. A técnica oferece uma perspectiva interessante frente as
cromatografias classicas ndo associadas a meios de deteccao universal no que diz respeito
a seletividade, parametro importante ao se tratar de amostras bioldgicas quando o
interesse é a realizacdo de analises segmentadas de grupo de moléculas pré-selecionadas.
Em suma, a eletroforese capilar mesmo associada a deteccdo ultravioleta permite que
métodos sejam otimizados de forma que apenas um grupo de moléculas especificas sejam
registrados nos dados de saida. Neste sentido, alguns métodos analiticos envolvendo a
analise targeted de &cidos organicos, aminoacidos e compostos majoritarios da urina
foram desenvolvidos utilizando a CZE-UV a fim de obter informagdes qualitativas e
quantitativas, quando possivel, das amostras de fluidos biolégicos. De modo

complementar, a associacdo de eletroforese capilar com a espectrometria de massas



sequencial (tandem mass spectrometry, MS/MS) a partir de um equipamento triplo

quadrupolo também foi explorada para testes quantitativos de metabdlitos.

5.1 ACIDOS ORGANICOS

Acidos organicos sdo conhecidas estruturas que se apresentam no corpo humano
como produtos intermediarios e finais de rotas metabolicas diversas. Em geral, estruturas
com cadeias carboOnicas curtas com um, dois ou mais grupos carboxila, alguns
hidroxiacidos ou outras ramificagdes também estdo comumente contidas. Estas espécies
sdo 0s principais metabolitos urinarios que derivam do processo oxidativo do
metabolismo dos acidos graxos e geralmente estdo associados a fisiologia do jejum ou a
patologias diretas como deficiéncia de enzimas catalisadoras de acidos di-, hidroxi-
carboxilicos e acidurias (JIN; HOPPEL; TSERNGS, 1992; TSERNG; JIN, 1991;
VAIDYANATHAN; NARAYANAN; VASUDEVAN, 2011). Porém, de acordo com a
literatura médica, quando um corpo humano ¢ infectado, ha um padrao de alteraces no
organismo devido a necessidade de combater a infeccdo que induz uma resposta de fase
aguda levando a uma influéncia no metabolismo lipidico, como consequéncia, alterando
o perfil de é&cidos organicos gerados como metabolitos finais (BEISEL, 1975;
KHOVIDHUNKIT et al., 2004). Dessa forma, por serem importantes biomarcadores,
exames quantitativos de &cidos organicos especificos ja vém sendo oferecidos em
laboratdrios de analises clinicas especializadas.

Na intencdo de obter um perfil simplificado de acidos organicos em amostras
bioldgicas, dois métodos analiticos foram desenvolvidos e otimizados de acordo com o
fluido biol6gico de interesse. O primeiro método voltado & andlise de A&cidos
dicarboxilicos, como succinico, tartarico, malico, fumarico, malénico e alguns
hidroxiacidos como os acidos lactico e glicélico, por exemplo. Um segundo método foi
proposto para avaliacdo de acidos monocarboxilicos de cadeia curta (Short-chain Fatty
Acids, SCFA) e semelhantes. Essa distingdo dos métodos € devida a algumas diferencas
estruturais e fisico-quimicas dos analitos que faz com que cada um desses grupos seja
favorecido por uma faixa de pH distinta e por componentes de eletrdlitos especificos.

Todo o processo de desenvolvimento e otimizagdo de método por CZE-UV
considerando analise de &cidos organicos e as demais realizadas neste trabalho, foi

baseado em referéncias pertinentes e testes experimentais associados com simulacées de



resultados realizadas no software Peakmaster®, especializado em predizer resultados

gerados por sistemas de eletromigracao.

5.1.1 Reagentes e solugdes

Todas as solucdes foram preparadas em agua deionizada por sistema de Osmose
Reversa da Quimis (Sdo Paulo, SP). Substancias de referéncia, tais como acidos malico,
tartérico, succinico e DL-lactico, férmico, acético, propionico, butirico e valérico foram
adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA) com certificacdo de pureza. Demais
materiais utilizados: Hidréxido de soédio (NaOH) da Synth (S&o Paulo, SP), Tris-
(hidroximetil)-aminometano (TRIS), brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), acido 3,5-
dinitrobenzédico da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA), &cido ftalico e acido cloridrico
(HCI) da Vetec (Rio de Janeiro, RJ). SolucGes-estoque das substancias de referéncia
foram preparadas individualmente a 10 mmol L™* em dgua deionizada e armazenadas em
refrigeracdo a 4 °C até andlise. SolucBes-estoque do tampédo e de outros componentes
foram preparadas individualmente e diluidas em &gua deionizada para o preparo do
eletrolito de corrida (Background Electrolyte, BGE), também armazenado em
refrigeracdo até o uso.

5.1.2 Instrumentacao e métodos

Os experimentos por eletroforese capilar foram realizados em equipamentos
modelos 7100 da Agilent Technologies (Palo alto, USA) com detector de arranjo de
diodos (Diode Array Detector, DAD) e controlado por softwares OpenLab ChemStation
C.01.07 e ChemStation B.04.03. Parametros otimizados especificos de cada método estédo
descritos na Tabela 3. Capilar de silica fundida revestido com poliimida (Série TSP)
(comprimento total 68.5 cm, 75 um de diametro interno e 365 um de diametro externo),
injecdo hidrodindmica e condicionamento sdo pardmetros comuns entre os métodos. O
condicionamento inicial foi feito a partir da injecdo continua (flush) de NaOH 1 mol L™
a aproximadamente 940 mbar por 40 minutos, seguido por agua deionizada por 20
minutos e BGE por 20 minutos. Entre corridas, o capilar foi recondicionado com NaOH
1 mol L™ (60 s), 4gua deionizada (30 s), HCI 1 mol L™ (30 s), segunda rodada de agua
deionizada (30 s) e eletrélito (120 s).



TABELA 3 - Parametros instrumentais dos métodos analiticos para &cidos orgéanicos

desenvolvidos por CZE-UV

Parametros otimizados METODO A METODO B
Dicarboxilicos e hidroxiacidos  Monocarboxilicos

Eletrolito 10 mmol L Tris, 15 mmol L Tris, 12 mmol L*
11 mmol L* 4cido ftalico e acido 3,5-dinitrobenzoico e
0.5 mmol L** CTAB (pH 3.9). 0.5 mmol L CTAB (pH 7.5).

Temperatura (°C) 25°C 30°C

Comprimento de onda 240 nm 240 nm

Comprimento efetivo do 60 cm 60 cm

capilar

Voltagem -10kv -20 kv

Corrente gerada 5UuA 11 uA

Tempo de corrida 18 min 10 min

Programa de injecéo 25 mbarx2s 20 mbar x 2's

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

5.1.3 Construcao de curvas de mobilidade.

Curvas de mobilidade efetiva (uerr) vs pH dos analitos foram construidas a partir
do somatdrio do produto da distribuicdo i6nica («) desse analito associado a escala de
pH, com a sua respectiva mobilidade eletroforética (u;), de acordo com a equacéo (1):

(perr)i = Slaipy) (1)

A fracdo de distribuicdo foi calculada a partir das equacdes de referéncia (2) e (3)
com os valores da constante de ionizacdo de cada espécie e valores de pH seguindo a
escala tradicional de 1 a 14 em incrementos de 0.5. Para espécies com apenas um

hidrogénio ionizavel, temos:

[H307]

%= fotrka O
_ _ [H307]
= 0%+ Ka (3)

Para célculos relacionados a acidos e/ou base poliproticos, devidas alteraces nas
equacoes (2) e (3) foram feitas, considerando o uso dos valores das demais constantes de
ionizacdo da espécie. Conforme descrito abaixo, para espécies com dois hidrogénios

ionizaveis, temos:



H0+2

a =
0 ™ [H;0%]2+ [H30*|Ka,+ Ka,Ka,
A = [H30+]Ka1 ( )
1™ [H;0%)2+ [H30*|Ka,+ Ka,Kay
_ KalKaz
a; = (6)

[H30+]2+ [H3O+]Ka1+ Kaq Ka,

Para espécie com trés hidrogénios ionizaveis, temos:

Ao = [H30"]? @)
0 ™ [H30*]3+ [H30%)2Ka,+ [H30*|Ka Ka,+ KaKazKas
[H30*]?Kay
a, = 3 (8)
[H30+] + [H30+]2Ka1+ [H30+]Ka1Ka2+ KaiKazKas
. = [H30%]Ka Ka, ( )
2~ [H3O+]3+ [H30+]2Ka1+ [H30+]Ka1Ka2+ KaiKazKas
KaiKay;Ka
a3 — 1 2 3 ( O)

[H30+]3+ [H3O+]2Ka1+ [H3O+]Ka1Ka2+ KaiKa;Kas

Valores de pKa e de mobilidade eletroforética de cada espécie foram consultados
no banco de dados gratuito do software Peakmaster®. Curvas de mobiliddes foram

construidas usando o software Microsoft Excel®

5.1.4 Analise de variancia e verificacdo de pressupostos estatisticos.

Os valores de falta de ajuste e significancia da regressao foram calculados a partir
das equac@es de analise de variancia (ANOVA, Analysis of variance) descritas na Tabela
4) na qual: nj= 0 numero de repeticdes no nivel i; m = quantidade de niveis independentes;
p = ndmero de parametros do modelo; yi = valores previstos; y = média dos valores
observados; yi; = valores observados; yi = média dos valores observados em cada nivel;
GL = graus de liberdade. Em seguida os testes (equacdes 11 e 12) foram aplicados para
obtencdo dos valores de Fcac que sdo posteriormente comparados com os valores
tabelados da distribuicdo F a um intervalo de confianga de 95 %. Testes de normalidade

por Shapiro-Wilk e de homoscedasticidade por Bartlett foram calculados, com 95 % de



confianga, a partir das fungdes “bartlett.test” e “shapiro.test” inseridos em pacotes base

do software RStudio® com linguagem de codigo “R”.

TABELA 4 - Equac0es para calculo de falta de ajuste e significancia da regressao

Fonte de variacdo =~ Soma Quadratica GL Media quadratica
Regressio m.o M p—1 SQr
SQg = Z i (F Qr p—1
i J
- 9)?
Residuos LU n—p MQ, = SQr
i j
- 91)?
Falta de ajuste mo m-—p MQ,,, = SQr
SQfqj = Z Z 7 fai = p—1
i J
- 7:)? 50
Erro puro m i n—m R
.......... MO, =
SQu, = Y i) i ) Qop = 27
i J
— ¥)?

Fonte: (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010)

Teste da falta de ajuste: F.4 = % (11)
ep

Teste da significancia de regressao: F,, = Z—ZR (12)

Valores de precisdo analiticas foram obtidos a partir do calculo do desvio padréo

relativo (Relative Standard Deviation, RSD) de acordo com a equacéo 13:

Desvio Padrao
RSD (%) = Média x 100 (13)

5.1.5. Perfil de acidos organicos dicarboxilicos e hidroxiacidos em urina

O ponto de partida para o protocolo focado nos acidos organicos dicarboxilicos
foi um método publicado por (VAZ et al., 2012), que considera um eletrolito composto
por TRIS, acido ftalico e CTAB. Durante o processo de otimizagdo, foram executados



experimentos submetendo o0 QC de urina e uma mistura de padrdes contendo os acidos
tartarico, malico, succinico e latico, que por apresentarem mobilidades proximas foram
selecionados como um representativo do grupo dos possiveis analitos presentes.
Conforme comentado nas sec¢des anteriores, a urina € um fluido corporal rico em
compostos quimicos livres, organicos e inorganicos, possivelmente sendo o fluido com
maior nimero de metabdlitos. Portanto, ndo se espera uma separagdo fisica dos
componentes suficiente para registrad-los no eletroferograma com boa resolugéo, pelo
menos ndo quando o uso de deteccdo por ultravioleta esta sendo considerado. A curva de
mobilidade foi construida contendo alguns dos possiveis metabodlitos cujo método por

CZE-UV favorece a migragédo (Figura 4).

FIGURA 4 - Curva de mobilidade efetiva vs pH exemplificando o comportamento de

alguns &cidos organicos dicarboxilicos e hidroxiacidos
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O primeiro parametro a ser otimizado foi o pH de trabalho. Seguindo a curva de
mobilidade, a maior parte dos &cidos organicos adotados como referéncia comecam a
dissociacdo do hidrogénio da carboxila a partir de pH 3, aproximadamente. Apos alguns
testes iniciais envolvendo experimentos e simulacbes no Peakmaster®, o pH 3.9 foi
ajustado a partir do tampao acido ftalico/ftalato com TRISH™ atuando como contra-ion.

Em meios mais acidos, as mobilidades idnicas dos analitos sdo menores. Por outro lado,



em meio acima de pH 4.5 aproximadamente, picos do sistema comegam a ser registrados,
também sendo mostrados em simulagdes.

Uma vez que os acidos de interesse apresentam baixa absortividade na regido do
ultravioleta, ha necessidade de um cromdéforo para mediar a deteccdo de forma indireta.
Nesse caso, 0 &cido ftalico também atua como agente cromdforo, visto que tem
mobilidade préxima aos analitos. Por fim, sabendo que os analitos estdo na forma de
anions, optou-se por utilizar CTAB como inversor de fluxo com o sistema operando em
polaridade invertida. Quando operado em polaridade normal, uma voltagem positiva é
aplicada no lado da injecdo da amostra na qual os cations migram pelo capilar, uma vez
que as paredes encobertas por grupos silandis promovem o fluxo eletroosmotico
(electroosmotic flow, EOF), responsavel por conduzir os solutos em direcdo ao detector,
polo negativo. Em caso de analise de anions rapidos, todo o sistema deve ser invertido. O
surfactante adicionado ao BGE interage com os grupos silandis e demais componentes
do BGE formando uma nova camada na parede do capilar que inverte a direcdo do EOF
para o lado carregado positivamente. Assim, ao aplicar uma voltagem negativa, 0s anions
sdo carreados pelo EOF invertido em direcdo ao detector, agora polo positivo
(TAVARES, 1997).

Demais condicdes (voltagem, parametros de injecdo, temperatura, tamanho de
capilar e comprimento de onda) foram também ajustadas a partir de testes experimentais.
Concluindo a etapa de ajuste do método, foi necessaria a otimizacéo do condicionamento
entre corridas a fim de melhorar a reprodutibilidade dos resultados (Figura 5). A limpeza
apenas com eletrélito, ou soda e/ou agua seguida de eletrolito ndo foi suficiente para
manter o sistema acondicionado de forma constante. O uso de solventes orgénicos
também foi testado, sem sucesso. A melhor opc¢éo foi o uso de acido cloridrico a 1 mol
L entre injecBes de agua, junto com aumento de tempo de flush do eletrdlito ao final. De
acordo com (DO NASCIMENTO et al., 2022), o uso de HCI previne a precipitacéo de
compostos na parede do capilar, importante no caso de matrizes complexas como 0s
fluidos bioldgicos. Desse modo, o condicionamento otimizado foi reproduzido em todos

0s métodos aplicados as amostras biologicas por CZE-UV descrito nas se¢@es seguintes.



FIGURA 5 - Eletroferogramas de QC de urina (A) com condicionamento convencional:
NaOH 1 mol L (60 s), agua (60 s) e BGE (60 s) e (B) com condicionamento
otimizado: NaOH 1 mol L (60 s), 4gua (30 s), HCI 1 mol L (30 s), 4gua (30°s) e
BGE (120 s).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Conforme esperado, os padrdes utilizados como referéncia na otimizacdo de
métodos apresentaram ordem de migracdo condizente com o exposto anteriormente na



curva de mobilidade. A urina € uma solucéo que pode conter até milhares de compostos,
0 que justifica o perfil de eletroferograma obtido pela amostra controle que contém
diversos acidos organicos carboxilicos, hidroxidcidos e outras espécies de estruturas
semelhantes entre o intervalo de migracao de 8 a 12 minutos (Figura 6). O sinal de maior
intensidade em 7 minutos é resultante da grande quantidade de cloreto e outros anions
mais rapidos, ndo necessariamente inorganicos, visto que a mobilidade do oxalato, por

exemplo, também se encontra nessa regido.
FIGURA 6 - Eletroferogramas resultantes da analise da mistura de padrdes (em preto),

QC de urina (em azul). (1) Tartarato; (2) Malato; (3) Lactato; (4) Succinato; *Cloreto e

outros anions rapidos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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O método otimizado foi aplicado as 100 amostras de urina pré-selecionadas,
considerando analise de trés replicas auténticas de cada amostra. As sequéncias analiticas
foram organizadas de forma que cada grupo de 100 amostras diferentes fossem analisadas

de forma randémica intercaladas com: (a) curvas de calibragdo externa de quatro padrdes



de &cidos organicos selecionados, a saber, tartarico, malico, succinico e lactico em cinco
niveis de concentragéo (0.5; 2.0; 5.0; 7.0; 10.0 mmol LY); (b) QC; (c) 4gua como branco.

Um bloco completo de anélises foi finalizado em cerca de 80 horas, sendo que a
cada 24 horas o capilar foi recondicionado conforme descrito na se¢do 5.1.2. Ao intervalo
de cada batelada de 100 amostras, os eletrodos de platina e demais pecas removiveis
foram higienizadas com isopropanol em banho ultrassénico por 15 minutos, sendo
novamente acopladas no equipamento e alinhadas. Esse procedimento de limpeza é feito
para evitar que acumulos de NaOH e outros reagentes que possam precipitar nas
superficies do equipamento comprometam a reprodutibilidade da analise. O processo
analitico completo, considerando as 300 aliquotas e as corridas complementares, levou
aproximadamente 10 dias. Como resultado, foram registrados eletroferogramas com

diferentes perfis de &cidos organicos, exemplificado na Figura 7.



FIGURA 7 - Exemplo de eletroferogramas resultantes da analise de acidos organicos

dicarboxilicos e hidroxiacidos de 20 urinas diferentes
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para avaliacdo de performance do método e verificacdo da reprodutibilidade dos
dados brutos, curvas de calibracdo externa foram construidas a partir do método dos
minimos quadrados ordinarios (Ordinary Least Squares, OLS). A linearidade foi
verificada por coeficiente de correlagdo (r) e seguindo os preceitos estatisticos de
aleatoriedade, falta de ajuste, independéncia e homocedasticidade. Os resultados (Tabela
5) sdo apresentados como valor médio de cada grupo de réplicas com seus respectivos

desvios.



TABELA 5 - Regressdo e parametros estatisticos utilizados para verificacdo da
qualidade de dados

Coeficiente Coeficiente
Analito linear angular r Falta de ajuste Significancia da regressdo
Tartarato 3.329(14.9) 57.16(2.21 0.9867 Fcal = 1.145 < Ftab = 3.287 Fcal = 665.6 > Ftab = 4.413
-14.28516) 59.75(.21) 0.9748 Fcal = 0.483 < Ftab = 3.287 Fcal = 344.5 > Ftab = 4.413
-19.83135) 64.75(2.06) 0.9910 Fcal = 1.021 < Ftab = 3.287 Fcal = 991.1 > Ftab = 4.413
Malato 6.444 17 04) 56.82(2.39) 0.9844 Fcal = 1.700 < Ftab = 3.287 Fcal =564.2 > Ftab = 4.413
-17.09¢2.) 59.78(3.12) 0.9764 Fcal = 0.551 < Ftab = 3.287 Fcal = 367.6 > Ftab = 4.413
-16.46(12) 62.71(2.05) 0.9923 Fcal = 1.342 < Ftab = 3.287 Fcal = 1216 > Ftab = 4.413
Lactato 6.5435.09) 26.82(1.34) 0.9788 Fcal =3.171 < Ftab = 3.287 Fcal = 370.4 > Ftab = 4.413
-3.482(11.4) 29.63(1.90) 0.9648 Fcal = 0.445 < Ftab = 3.287 Fcal = 238.2 > Ftab = 4.413
0.912.02) 29.96(0.99) 0.9901 Fcal = 2.381 < Ftab = 3.287 Fcal = 754.6 > Ftab = 4.413
Succinato 4.133(12. 45.71.03) 0.9843 Fcal = 2.002 < Ftab = 3.287 Fcal = 560.2 > Ftab = 4.413
-12.0416.4) 47.820261) 0.9742 Fcal = 0.582 < Ftab = 3.287 Fcal = 335.4 > Ftab = 4.413
-14.48116) 51.64(1.84) 0.9887 Fcal = 1.074 < Ftab = 3.287 Fcal = 783.8 > Ftab = 4.413

Falta de ajuste: Ftab = 3.287 (v = 3, v, = 15); Significancia da Regressdo: Ftab =4.413 (v =1, v, = 18).
Niveis de concentragdo ajustados: Tartarato (0.56; 2.25; 5.63; 7.88; 11.26) mmol L"!; Malato (0.59; 2.38; 5.96; 8.35; 11.93) mmol L-
1. Lactato (0.50; 2.01; 5.04; 7.06; 11.08) mmol L*; Succinato (0,52; 2.10; 5.25; 7.35; 10.5) mmol L.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Todas as curvas de calibragdo cumpriram os requisitos de linearidade uma vez
que os coeficientes de correlagdo sdo proximos a 1, os valores calculados de falta de ajuste
estdo abaixo do Fwb, bem como os valores para significancia de regressdo sdo maiores
que 0 Ftb. Todos os dados sdo homocedasticos e estdo dentro da normalidade. Uma vez
que as as analises correspondentes a esses dados foram obtidas de forma randémico,
intercaladas com amostras e em intervalos de tempo extenso, 0s resultados sugerem que
0 sistema é constante na obtencdo de dados, ndo ha sinais de contaminacao entre corridas,
e € reprodutivel, conferindo uma confiabilidade aos dados das amostras.

Adicionalmente, a precisdo analitica foi determinada a partir de dados dos
eletroferogramas de QC na qual foi quantificado o maior sinal registrado em termos de
tartarato, obtendo-se os seguintes valores: (12.78 + 0.51; 12.71 + 0.99; 12.48 + 0.52)
mmol L™ com RSD de (4.01; 7.81; 4.20) % respectivamente, considerando cada um dos

trés blocos de analise. O valor global destas analises resultou em uma precisao média de



12.66 *+ 0.15 mmol L* de tartarato com 1.22 % de RSD. Para esses calculos foram
considerados 36 resultados de QC (12 de cada lote de 100 amostras).

Os resultados gerados registram um perfil de acidos organicos de caracteristicas
especificas com diferentes nuances no perfil de cada amostra, havendo uma possibilidade
de ser um grupo de marcadores capazes de diferenciar amostras contaminadas ou ndo, o
que os torna um conjunto de dados promissor para criagdo de modelos classificatorios.
Neste contexto, esse conjunto de dados foi inicialmente agrupado e processado utilizando
ferramentas de calibracdo multivariada e aprendizado de maquina (machine learning), a
dos eletroferograma em que esta contida as informagdes de &cidos organicos
exclusivamente (Figura 7), como uma impressao digital bioquimica. Diversos algoritmos
de predicdo matematica, pré-processamento e associacGes foram testadas, discutidas a
seguir. A etapa do trabalho que envolve rotinas estatisticas aprofundadas foi realizada em
colaboragdo com outros estudantes do GQAQ.

Os eletroferogramas brutos foram extraidos individualmente em formato. ”.csv”
usando o software Chemstation (Agilent Technologies) e agrupados posteriormente. Foi
utilizado entdo como base de dados para de entrada para inicio do processamento
quimiométrico uma planilha unica contendo os valores de intensidade de sinal em
unidades arbitrarias de cada amostra, na qual cada coluna representa uma amostra
associada ao codigo de identificacdo e ao resultado de RT-PCR para COVID-19. As 100
amostras analisadas em triplicatas auténticas totalizaram um conjunto de 300 dados
processados posteriormente como dados independentes, ja com a intencdo de fazer uma
avaliacdo de performance dos modelos classificatorios construidos. O fluxograma
completo do processo de construgdo de modelos de classificaces entre grupos teste e

controle esta representado na Figura 8.



FIGURA 8 — Esquema representativo das etapas referentes ao processamento de dados obtidos

por CZE-UV a partir de ferramentas de aprendizado de maquina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Como pré-processamento, os eletroferogramas brutos foram alinhados em relagédo
ao tempo de migracdo e a correcdo de linha base em referéncia a um eletroferograma
médio utilizando o pacote “ptw” (Figura 9). Apbs pré-processamento, 4 outliers
(eletroferogramas com perfil ndo condizente aos demais) foram desconsiderados (Figura
10), resultando em um conjunto de dados de 296 entradas trabalhados como amostras
independentes.

Em seguida, os dados pré-processados foram divididos em amostras-treino (80 %)
e amostras-teste (20 %) para serem usados durante a modelagem dos dados e no teste
desse modelo, respectivamente. Essa divisao foi feita aleatoriamente considerando todo
0 conjunto de amostras independentes, resultando em um bloco de amostras-treino
contendo 237 dados de entrada (84 GT e 153 GC) e um bloco de amostras-teste de 59
dados (21 GT e 38 GC).



FIGURA 9 — Resultados do pré-processamento dos eletroferogramas.

Eletroferogramas brutos

100 A

-50

100 A

-50 1

mAU

-100

t (min)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

FIGURA 10 — Outliers
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Todos os modelos discutidos a seguir foram validados a partir da avaliacdo dos
seguintes parametros: exatiddo, especificidade, sensibilidade, MCC (Matthew'’s
Correlation Coefficient) e F1-Score. A exatiddo é a taxa de acerto do modelo, ou seja, 0
percentual das amostras classificadas corretamente. A sensibilidade representa a taxa de
verdadeiros positivos e reflete a capacidade do modelo de identificar precisamente 0s
casos com a condicdo alvo, sendo expressado pelo percentual de acertos dentro das
amostras classificadas como positivas. Analogamente, a especificidade representa a taxa
de verdadeiros negativos, medindo a capacidade do modelo de identificar corretamente
0s casos sem a condicdo alvo. O valor é expressado em termos do percentual de acertos
dentro das amostras classificadas como negativas. Todos esses valores sdo calculados a
partir das respostas da matriz de confusdo resultante do teste do modelo aplicado aos 20
% do total de amostras pré-selecionadas randomicamente para tal. A matriz de confusdes
corresponde a tabela que contém o quantitativo de amostras classificadas como positivas
e negativas comparado ao nimero de positivos e negativos reais.

Uma vez que as amostras desses estudos séo classificadas como negativas e
positivas para COVID-19, enfatiza-se fortemente que o algoritmo dentro da linguagem
de programacdo R considera, no caso deste trabalho, ndo tendo o virus (amostras
atribuidas como “negativas” nos dados de entrada de acordo com o RT-PCR) como a
classe positiva no resultado de saida usado para calculos de desempenho supracitados.
Esta especificacdo é verdadeira para todas as discussdes estatisticas posteriores. Portanto,
para evitar qualquer ma interpretacdo, a sensibilidade reflete a verdadeira taxa de
positivos (como sempre serd), parametro calculado pelo algoritmo utilizando os dados
fornecidos como “classe positiva”, ou no nosso caso, os valores negativos na matriz de
confusdo. Da mesma forma que, aquelas atribuidas como “positivas” nos dados de entrada
(RT-PCR (+)) foram consideradas pelo algoritmo como a classe negativa, o que significa
que este grupo que ndo possui a condigdo negativa considerada pela linguagem de
programacéo R. Dito isto, a especificidade € o parametro calculado pelo algoritmo usando
os dados fornecidos como ‘“classe negativa”, ou no nosso caso, os valores positivos na
matriz de confusdo. Por fim, em resumo, os percentuais de precisdo, sensibilidade e
especificidade da forma que estdo sendo expostos ao longo do texto estdo representando
a qualidade dos dados em relacdo a classificar positivos e negativos em relagdo aos testes
de RT-PCR.



O MCC, ou coeficiente ¢, ¢ uma medida da qualidade de modelos de
classificacOes binarios que expressa o quao bem o método classifica as amostras quando
comparado com resultados completamente aleatorios. E calculado a partir de uma
equacdo Unica que utiliza todos os valores resultantes da matriz de confusdo. Essa métrica
varia de (-1) a (+1). (-1) indica que ndo ha qualquer correlacdo entre os resultados,
enquanto (0) indica que 0 método ndo é melhor do que uma classificacéo aleatoria e (+1)
significa que os recursos e os resultados finais estdo completamente correlacionados, ou
seja, quanto mais proximo de (+1), melhor. O F1-Score também é uma medida da
qualidade de modelos binarios, porém considera o poder de predi¢cdo do método, cujo
valor é obtido a partir de uma Unica equagdo que considera todos os valores da matriz de
confuséo classificados corretamente.

Métodos de regressao linear como a analise discriminante por minimos quadrados
parciais (Partial Least-Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) e OPLS-DA
(Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis) foram inicialmente testados
como modelos de classificacdo. Ambos sdo métodos de aprendizado supervisionado, ou
seja, os dados de treinamento sdo associados a rotulos contendo informacdes sobre os
dados na qual o modelo ird buscar uma relacdo direta entre a resposta instrumental (matriz
X) e a informacéo fornecida ao sistema (matriz ou vetor Y) (GERON, 2019; MARCIA
MIGUEL CASTRO FERREIRA, 2015). Frente ao PLS-DA, a OPLS-DA, chamada
originalmente de projecGes ortogonais a estrutura latente (Orthogonalized Projection to
Latent Structures), foi desenvolvida como uma estratégia para lidar com matrizes
contidas de grandes varia¢es nos dados que nédo sao diretamente correlacionados com a
informacdes providas ao sistema, assim, o algoritmo particiona as informacdes relevantes
em um conjunto de dados ortogonal (MARINI, 2020).

Em relacdo aos métodos ndo lineares, a Rede Neural Artificial (Artificial Neural
Network, ANN) é inspirado na légica por trds do processamento sensorial do cérebro
humano. ANN é um método de aprendizado profundo criado pela simulacéo de uma rede
de neur6nios por meio de algoritmos que resulta em um modelo capaz de tomar decisdes
treinadas. Ja a Floresta Randémica, (Random Forest, RF) é um método cujo algoritmo
cria aleatoriamente varias arvores de decisdo (método semelhante a fluxogramas que
estabelecem conexdes entre dados) e as combinam de forma a chegar em uma
classificagéo final. Ambos métodos foram testados isolados ou associados com analise de

componentes principais (Principal Component Analysis, PCA), utilizada como



ferramenta de selecdo de variaveis, sendo denotados como PCA-ANN e PCA-RF,
respectivamente.

Os parametros de desempenho dos modelos construidos estéo listados na Tabela
6 e a matriz de confusdo dos modelos ndo-lineares na Tabela 7. Em relagcdo aos métodos
lineares, apesar de apresentarem F1-Scores acima de 70 % indicando uma boa
performance de acertos, o desempenho foi inferior em multiplos parametros, incluindo
MCC e especificidade, o que sugere algumas limitagdes de classificacdo equilibrados
entre classes positivas e negativas, indicando que a correlacdo dos dados nao se insere em
um sistema linear, dessa forma sendo descartados como op¢des de classificacdo para esse
conjunto de dados.

No geral, a PCA-ANN apresenta 0s maiores indices, como resultado de sua
proficiéncia em classificar efetivamente instancias positivas e negativas. A combinacao
de PCA para extracdo de variaveis significativas forneceu resultados melhores do que a
ANN isolada na maior parte dos parametros de validagdo. A PCA-RF por outro lado,
apresentou uma capacidade de classificagdo semelhante a RF isolada em vista dos valores
obtidos, com excecao da especificidade que se mostrou superior com a RF sem associagéo
com a PCA. Dessa forma, o0 modelo PCA-ANN surge como o0 método mais apropriado
para tarefas de classificacdo binarias para esse conjunto de dados, beneficiando-se da
sinergia entre a extracdo de caracteristicas do PCA e as capacidades de aprendizagem nédo
linear da ANN.

TABELA 6 - Avaliacdo comparativa de desempenho de todos os modelos

classificatérios por CZE-UV.

Modelo Exatidao Sensibilidade Especificidade MCC F1-Score
PLS-DA 62.71% 68.18% 46.67% 0.04 0.73
OPLS-DA 67.80% 69.39% 60.00% 0.23 0.78
ANN 72.9% 84.3% 59.3% 0.45 0.76
PCA-ANN 77.9% 79.1% 75.0% 0.52 0.84
RF 71.19% 69.81% 83.33% 0.33 0.81
PCA-RF 71.19% 74.42% 62.50% 0.34 0.78

Fonte: Propria autora (2024).



TABELA 7 - Matriz de confusdo combinada dos modelos de aprendizado de maquina

ndo lineares associados aos dados de CZE-UV.

Modelos néo- Classe predita

lineares Classe real Negativa Positiva
Negative 27 11
ANN Positive 5 16
Negative 37 1
RF Positive 16 5
Negative 34 4
PCA-ANN Positive 9 12
Negative 32 6
PCA-RF Positive 11 10

Fonte: Prépria autora (2024).

Vale ressaltar que apesar de nenhum dos modelos ter conseguido ultrapassar o
valor de 0,52 para MCC, os resultados indicam uma correlacéo clara entre a COVID-19
e o perfil de acidos orgénicos em urina humana, numa realidade que entre todas as
amostras a maior parte do perfil de acidos organicos € a mesma, e também, as pequenas
diferencas ndo podem ser extraidas diretamente apenas da ocorréncia da doenca, mas
também de outros fatores como genética, alimentacdo, hidratacdo, habitos regulares e
muito mais.

Sobre a abordagem de leitura por CZE-UV em triplicatas auténticas, esta aumenta
a robustez e generalizacdo do modelo. Ao expor o modelo a variabilidades dentro de cada
amostra durante o treinamento e o teste, melhorando sua capacidade de identificar dados
novos e inéditos. Isto é particularmente valioso em quimica analitica, onde as amostras
podem apresentar caracteristicas Unicas que sao cruciais para uma classificacdo precisa.
Além disso, a estratégia de medidas repetidas contribui para a captura mais eficaz de
caracteristicas especificas da amostra. Certas varia¢cdes ou nuances podem ser especificas
de amostras individuais, e a inclusdo de eletroferogramas da mesma amostra em ambos
0s conjuntos de dados permite ao modelo discernir e aprender melhor esses recursos
especificos da amostra.

A partir dos resultados obtidos desse estudo, conclui-se que rotinas envolvendo

analise de urina associadas a ciéncia de dados sdo promissoras para estudos de triagem.



Além disso, esses resultados indicam que analises targeted envolvendo esse grupo de
metabdlitos sdo promissoras, cuja investigacdes aprofundadas podem gerar informacGes
clinicas validas para o melhor conhecimento da doenca, ndo necessariamente apenas
considerando o diagnostico

Especificamente sobre a COVID-19, varios estudos tém indicado alteraces no
metabolismo de lipidios/acidos graxos. Estudos de longo prazo com pacientes em
recuperacdo de infeccdo por SARS também indicam desequilibrios no metabolismo
lipidico com perfis de soro sanguineo diferenciais que incluem &cidos dicarboxilicos e
hidroxiacidos como biomarcadores, o que corrobora com a interpretacdo biologica
observada neste estudo (KOWALSKA et al., 2022; TANNER; ALFIERI, 2021; ZHAO
etal., 2022).

Do ponto de vista analitico, técnicas de eletromigracdo em dimensdo capilar
associadas a deteccdo por ultravioleta sdo apresentadas neste trabalho como uma opgéo
simplificada e automatizada onde dezenas de amostras podem ser lidas sem a necessidade
de supervisdo de um analista. Neste cenario, a CZE € apresentada como uma nova opgao
para obter dados semelhantes a espectros para ensaios classificatorios posteriores com as
vantagens praticas comentadas na secao introdutoria. Ainda que a utilizacdo de CZE-UV
como técnica de triagem em relacdo ao uso do resultado para decisfes médicas ainda é
distante, este protocolo analitico pode servir de triagem para estudos mais elaborados.
Quando a metaboldémica alvo estd envolvida, o que vem a mente é a instrumentacao
multiplataforma que combina Espectrometria de Massas, Cromatografias e Ressonancia
Magnética Nuclear. Comparada com as técnicas baseadas em MS citadas, a CZE tem uma
abordagem menos sofisticada, especialmente quando se pretende uma estratégia de
rastreio. Neste contexto, embora 0 CZE-UV ndo tenha seletividade suficiente ou
informacBes de impressdo digital para identificacdo de moléculas dentro de matrizes
biologicas complexas, pode ser util como avaliagdo preliminar de amostras a serem

analisadas posteriormente por um desses sistemas abrangentes.

Os resultados referentes a este estudo estdo atualmente em fase final de publicacéo

em revista académica da area de quimica analitica com indicativo Qualis Capes Al.
5.1.6 Perfil de &cidos organicos dicarboxilicos e hidroxiacidos em saliva

Uma amostra controle de saliva também foi analisada a partir do método

otimizado a fim de testar sua aplicabilidade em outras matrizes. Um sinal intenso



condizente com o tempo de migracdo do tartarato foi registrado no eletroferograma
(Figura 11). Ainda que outros &cidos com caracteristicas estruturais proximas ao descrito
anteriormente na curva de mobilidade (Figura 4) possam estar presentes na saliva, ndo
estdo em quantidades suficientes para que seja registrado, porém, a menor quantidade de
metabolitos em saliva em comparacdo com a urina é esperada. Préximo a regido do sinal
do EOF sdo registrados sinais intensos correspondentes aos acidos monocarboxilicos,

espécies separadas com melhor resolucdo em método discutido posteriormente.

FIGURA 11- Eletroferogramas resultantes da analise da mistura de padrdes (em preto),
QC de saliva (em laranja). (1) Tartarato; (2) Malato; (3) Lactato; (4) Succinato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Mediante a possibilidade de ser um método aplicavel ao doseamento de
metabdlitos, a fim de identificar os picos registrados foi realizada uma busca por possiveis
interferéncias considerando espécies de mobilidade proximas ao tartarato. Além dos
demais acidos organicos previstos inicialmente na curva de mobilidade favorecidos pelo
método (Figura 4), alguns outros acidos organicos somados a sais inorganicos presentes

na composic¢do da saliva como fosfatos, carbonatos e cloreto podem ser favoraveis as



condicdes eletroforéticas desse sistema. A fim de avaliar possiveis comigragdes, uma
nova curva de mobilidade (Figura 12) contendo essas espécies foi construida a partir de
dados tabelados providos na base do software PeakMaster®.

FIGURA 12 — Curva de mobilidade efetiva vs pH exemplificando o comportamento de
alguns acidos organicos dicarboxilicos e hidroxiacidos contendo possiveis interferentes

do sinal em t = 9 min (em linhas coloridas).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Daqueles que apresentam mobilidade critica préximas ao tartarato, se encontram
0 ion dos acidos malénico, citrico, fumarico e ions inorganicos fosfatos. De acordo com
a simulacdo de eletroferograma que mimetiza as exatas condi¢cdes experimentais desse
método, os &cidos organicos citados apresentam um perfil de comigracdo com o tartarato
(Figura 13). Fazendo uma comparagdo com o eletroferograma da amostra real, nota-se
que o formato do pico de fato indica a presencga de comigracdo de analitos, possivelmente

tartarato e fumarato sendo registrados no mesmo tempo de migragao.



FIGURA 13 — Eletroferograma simulado contendo interferentes do tartarato (em azul)
comparado a uma amostra QC de saliva (em laranja). (1) Oxalato; (2) Malonato; (3)
Tartarato; (4) Fumarato; (5) Fosfato e (6) Citrato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O &cido tartarico ¢ comumente incluido como conservante, intensificador de sabor
e acidulante em doces, sucos e vinhos, também sendo encontrado naturalmente em
algumas plantas e frutas. O acido fumarico é encontrado na natureza em cogumelos, carne
fresca e na Corydalis, género botanico da familia Fumariaceae, comercializada também
em capsulas e utilizada na medicina tradicional chinesa como terapia analgésica. Na
industria farmacéutica convencional, o acido fumarico é ingrediente ativo de alguns
medicamentos orientados para o tratamento de psoriases. Por fim, também é utilizado
frequentemente como antioxidante em alguns segmentos da inddstria de alimentos e
bebidas.

Enquanto metabolitos, o fumarato atua no ciclo de Krebs sendo convertido em
malato pela enzima fumarase e ja foi identificado como metabdlito oncolégico e esta

inserido no grupo de marcadores para monitoramento de anomalias no ciclo circadiano



(DALLMANN et al., 2012; HMDB, 2024a). O acido tartarico € uma toxina muscular que
inibe a producéo de outros metabdlitos importantes e apesar de ser um aditivo da inddstria
alimenticia a dose letal € relativamente baixa e um percentual do que € consumido (cerca
de 20 %) é excretado pelo corpo ainda em sua estrutura inalterada. Como biomarcador
em urina, ja foi associado a atividade fungica. Altos niveis de tartarato também ja foram
relacionados com autismo em criangas, no entanto, em adultos os niveis elevados podem
ser consequéncia de fatores externos como consumo de vinhos e uvas (HMDB, 2024b).
Assim sendo, ambos podem estar presentes em saliva, como metabolitos ou como
molécula inalterada obtida por consumo desses alimentos.

O pico assinalado como (1) na Figura 13 foi identificado como oxalato. No
organismo humano, o oxalato € o metabdlito final sintetizado a partir do acido glicolico
ou do acido ascérbico ndo aproveitado. A carateristica marcante dos oxalatos no corpo
humano é a formacdo dos calculos renais e dos calculos acumulados nos dentes,
conhecido como tartaro, também associados diretamente com a incidéncia de céries
(HMDB, 2024c; VINCENT et al., 2021; WAHL; KALLEE, 1994). Neste caso, o sinal
aparenta estar separado de demais analitos, podendo ser uma possibilidade de método de
doseamento, se relevante.

Os eletroferogramas individuais resultantes das 60 amostras analisadas indicam
um perfil semelhante a amostra controle, sendo que em alguns casos ha defini¢do do pico
em 9 min, ou seja, sem caracteristicas de comigracédo, conforme exemplificado na Figura
14. Para estes, o tartarato foi quantificado a partir de curva de calibracdo externa (y =
59.571 (+ 1.57) X - 6.5856 (+ 10.53); r = 0.9972; Frs = 0.057; Fr = 1445). Em média,
obteve-se o valor de 0.54 (*+ 0.22) mg L™ expresso em massa de analito por volume de
saliva, com uma variacdo na distribuicao de valores entre homens e mulheres (Figura 15).
No entanto, ndo foram encontrados na literatura registros do intervalo normal de tartarato
salivar. Por fim, os eletroferogramas sugerem a presenca de outros metabdlitos na regido
entre 10 e 13 minutos, possivelmente acidos com cadeias mais longas e com radicais que

aumentem o raio da molécula.



FIGURA 14 — Eletroferogramas resultantes da andlise individual de algumas amostras

aleatdrias de saliva.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

FIGURA 15 — Box-Plot da distribui¢do de concentracéo de tartarato salivar (em termos

de massa por volume de saliva) entre homens e mulheres.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).



Frente a essas observacdes, nota-se que os acidos organicos citados aparentam ter
importancia bioldgica suficiente que poderia justificar a analise quantitativa desses
metabdlitos mediante estudos mais aprofundados. Sobre o método, com excecdo do
oxalato que aparenta estar separado com resolucdo adequada, para doseamento dos
demais metabdlitos adaptacdes no método seria necessaria. Ainda que uma analise
exploratoria quantitativa para o tartarato tenha sido realizada, apenas com esses
experimentos ndo ha certeza sobre a identificagdo desse pico. Além disso, em vista da
concentracdo baixa de metabdlitos em saliva, praticas de pré-concentracédo sdo aplicaveis
nesse caso. Ademais, de acordo com estudos completos do metaboloma salivar, acidos
organicos de cadeia curta e outras estruturas ndo favorecidas por esse método sdo
registradas com maior frequéncia (DAME et al., 2015; GARDNER; CARPENTER; SO,
2020).

Em relacdo a aplicabilidade do método, em vista das consideragdes supracitadas,
estudos adicionais devem ser realizados, como por exemplo, interferéncia da matriz e
utilizacdo de recursos para adi¢do de padrdes nas amostras voltados para a identificacdo
de sinal. Para este trabalho especificamente, visto que ndo foram divulgadas informacdes
dos pacientes exceto género e que ndo foram coletadas as amostras do projeto de
arboviroses, um estudo desses metabdlitos como biomarcadores para alguma condicéo
especifica ndo foi viavel de elaboracdo, além disso, acredita-se que a resposta do método
voltado para acidos monocarboxilicos, discutido a seguir, € mais promissora para estudos

do metaboloma salivar.

5.1.7 Perfil de acidos organicos monocarboxilicos de cadeia curta

Os acidos monocarboxilicos de cadeia curta (SCFA) também apresentam
relevancia bioquimica para estudos do metaboloma humano. Em geral, os SCFA sao
associados a saude do sistema digestivo com implicacGes sistémicas (KTSOYAN et al.,
2011; O’RIORDAN et al., 2022). Além disso, estdo listados como marcadores salivares
relacionados a aspectos de satde bucal também com implicacgdes sisttmicas (DAME et
al., 2015; GARDNER; CARPENTER; SO, 2020).

Considerando as caracteristicas estruturais e fisico-quimica dessas moléculas,
novamente o passo inicial do desenvolvimento considera os valores de pKa desses
compostos, valores estes maiores que os analitos em foco no método descrito

anteriormente. A partir da curva de mobilidade efetiva desses compostos (Figura 16), em



faixas de pH acima de 4 tendendo a alcalinidade, os analitos comecam a atingir valores
maiores de mobilidade, o que justifica a necessidade de um segundo método. SCFA com
cadeias alifaticas de 1 a 6 carbonos ainda séo hidrofilicos, cadeias maiores comegam a
apresentar limitagdes quanto a solubilidade, sendo necessario o desenvolvimento de
métodos em meio parcialmente ndo aquoso. Uma vez que o objetivo é o estudo de

metabolitos em urina e saliva, o foco se mantém em analitos hidrossolUveis.

FIGURA 16 - Curva de mobilidade efetiva vs pH exemplificando o comportamento de

alguns acidos organicos monocarboxilicos de cadeia curta
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Apdbs simulacBes utilizando o software Peakmaster®, condigdes promissoras
foram encontradas em pH 7.5 no que diz respeito a resolucéo de picos e tempo de corrida.
Foi selecionado o &cido 3,5-dinitrobenzdico (3,5-DNB) como cromdéforo, uma vez que
apresenta mobilidade proxima aos analitos. Considerando o pKa do TRIS (8.076), este
também foi usado como base para composi¢do do tampdo TRIS/TRISH*, com a base
conjugada do 3,5-DNB como contra ion. CTAB como inversor de fluxo também foi
adicionado ao BGE. Acidos férmico, acético, propanoico, butirico e valérico foram
usados como referéncia para otimizacdo. Demais pardmetros instrumentais foram
ajustados experimentalmente, mantendo tamanho de capilar e condicionamento igual ao
método discutido anteriormente. O método foi novamente testado em amostras de saliva

e urina (Figura 17).



FIGURA 17 - Eletroferogramas resultantes da analise da mistura de padrbes (em preto),
QC de saliva (em laranja) e QC de urina (em azul). (1) Formiato; (2) Acetato; (3)

Propionato; (4) Butirato; (5) Valerato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Para uma matriz complexa como a urina, conforme esperado foi obtido um perfil
geral de compostos favorecidos pelo método. O sinal mais intenso em 4 minutos sendo
possivelmente consequéncia da alta concentracdo de ions inorganicos rapidos. Por outro
lado, para matriz salivar foi registrado um eletroferograma com picos definidos,
novamente sendo uma possibilidade de método para doseamento de metabdlitos.

Neste sentido, testes para identificacdo e melhoramento do método para saliva
foram feitos. Na intencdo de avaliar a influéncia da forca idnica da resolugéo entre os
picos, foi desenhado um planejamento de experimentos focados na concentracdo dos
componentes do BGE, exceto o CTAB. Um planejamento estrela (Figura 18) foi
selecionado para variacdo da proporcdo entre TRIS e 3,5-DNB (dois fatores) em valores

proximos ao escolhido originalmente. Esse desenho corresponde a um planejamento



composto central na qual somada a parte fatorial tradicional representada pelo quadrado,
os fatores também sdo variados utilizando o mesmo quadrado rotacionado em 45° em
relacdo ao original unidos pelo mesmo ponto central (NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010).

FIGURA 18 — Representacao do planejamento em estrela para duas variaveis.
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Fonte: (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Ao todo sdo 11 ensaios, sendo 8 correspondentes a cada vertice (Figura 18) e a
triplicata no ponto central. Os experimentos foram organizados conforme descrito na
Tabela 8. Os fatores correspondem a concentragdo dos componentes do eletrolito exceto

o CTAB mantido fixo na concentracio original (0.5 mmol L1).



TABELA 8 — Fatores de variacdo do planejamento estrela.

Ensaio X1 X2 Ctris (mmol LY)  Css.one (mmol L)
1 -1 -1 13 10
2 1 -1 17 10
3 -1 1 13 14
4 1 1 17 14
5 0 0 15 12
6 0 0 15 12
7 0 0 15 12

V2 0 12.2 12
9 0 V2 15 14.8
10 V2 0 17.8 12
11 0 2 15 9.2

Fonte: (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010)

Durante o preparo dos eletrélitos correspondentes aos ensaios descritos na Tabela
8, observou-se que nem todas as misturas permaneceram solUveis. Visto que o acido 3,5-
dinitrobenzdico s6 solubiliza em solu¢des aquosas na forma de sal, ou seja, apds adigcdo
do TRIS para desprotonar o acido carboxilico do 3,5-DNB, nem todas as misturas
mantiveram uma proporc¢ao entre TRIS e 3,5-DNB suficiente para que o eletrdlito fosse
soltvel. Daquelas que se mostraram aplicaveis, ndo foram gerados eletroferogramas de
boa qualidade. Dessa forma, uma nova estratégia para melhorar a resolucéo entre picos
foi adotada.

Foi testado experimentalmente o uso de solventes organicos a fim de modificar o
raio de solvatacdo dos analitos e por consequéncia, promovendo melhor separacéo.
Mantendo a concentragéo original de 15 mmol L™ de TRIS, 12 mmol L de 3.5-DNB e
0.5 mmol L de CTAB, foram adicionados separadamente acetonitrila e metanol a
solucéo, ambos a 5 e 10 %. Os testes foram aplicados as amostras controle de saliva
(Figura 19).



FIGURA 19- Eletroferogramas resultantes dos testes de otimizacéo do eletrolito para o
método dos &cidos organicos monocarboxilicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nota-se que o uso de 10 % de solvente organico prejudica a resolucdo dos picos
em ambos os casos, provavelmente devido a desestabilizacéo da camada responsavel pela
inversdo de fluxo formada pelo CTAB. Percentuais menores de solvente mantiveram o
perfil do eletroferograma com exce¢do do pico em torno de 7.6 minutos. Dessa forma,
conclui-se que o uso do eletrolito original sem solvente organico ainda é a melhor opcao.

Outros testes complementares envolvendo otimizagéo de temperatura e voltagem,
incluindo um novo planejamento de experimentos, poderia ser uma alternativa para
melhorar o sinal caracteristico de comigracdo, se estes se mostrarem relevantes para
quantificacdo. A partir desse método, foi feita a simulacéo de analitos favoraveis a serem
registrados por esse método (Figura 20). De modo oposto ao método discutido
anteriormente, esse favorece a separacdo dos &cidos monocarboxilicos, porém ainda séo
registradas algumas outras estruturas de acidos dicarboxilicos, hidroxiacidos e sais
inorganicos usualmente presentes em amostras de fluidos bioldgicos, sem separacao entre

eles.



FIGURA 20 — Simulacéo de analitos do método para acidos monocarboxilicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em vista dos resultados discutidos, esse método mostra-se promissor para
obtencdo de perfil de metabdlitos em fluidos biolégicos seguido de processamento de
dados voltados para modelos de predicéo, a exemplo do estudo elaborado para 0 método
discutido anteriormente. Futuramente, pretende-se fazer a analises das amostras de urina
do projeto COVID-19 por esse método e avaliar se os resultados de classificacdo serdo
melhores que o anterior. No entanto, ainda que algumas tentativas de identificacdo
tenham sido priorizadas para a saliva, para analises quantitativas de quaisquer um dos
metabolitos citados, existe a necessidade de adaptar o0 método para um sistema de massas
de baixa resolugéo, ideal para rotinas de doseamento que exigem alta seletividade Né&o
foram realizados outros experimentos devido a problemas na infraestrutura que envolve

o funcionamentos dos equipamentos de eletroforese capilar.



5.2 AMINOACIDOS E CREATININA

Semelhante aos &cidos organicos, 0s aminoacidos sdo biomarcadores conhecidos,
visto que sdo produtos e substratos de diversas rotas metabolicas, além de ser as estruturas
fundamentais da sintese de proteinas, chamados de aminoacidos essenciais. Aminoacidos
ndo proteinogénicos também desempenham papel importante no metabolismo de
neurotransmissores e alguns hormonios, para citar algumas das diversas func¢ées. No caso
dessa classe de compostos, a gama de patologias clinicas a qual esta associada é vasta,
incluindo anomalias metabdlicas, doencas cardiovasculares, autoimunes, oncoldgicas e
neuroldgicas, por exemplo (GU et al., 2016; LING et al., 2023; MOREIRA et al., 2022).

Séo estruturas de baixa massa molecular e hidrossollveis em sua maioria na qual
grupos carboxila e amino sdo ligados a um mesmo carbono, podendo conter outros
heteroatomos na cadeia. Desse modo, sdo moléculas facilmente suscetiveis a analise por
eletroforese capilar. Seguindo o objetivo de obter um perfil desses compostos, um novo
método por CZE-UV foi desenvolvido. Neste método, a anélise de creatinina foi incluida,
uma vez que também é um composto contido de um grupo amino com propriedades
fisico-quimicas semelhantes aos aminoacidos, sendo possivel uma analise simultanea
desses compostos.

Para andlises de urina em geral, a creatinina € o composto tradicionalmente
utilizado como parametro de normalizacdo, uma vez que esta associado a atividade renal,
ou seja, tendo a urina como uma solucdo de compostos de concentra¢do desconhecida
diluidas em agua, o valor da creatinina urinaria normatiza esse fator de dilui¢do. Logo, a
composicdo da urina como um todo em termos quantitativos estd relacionada com os
niveis de creatinina, tanto que, exames laboratoriais baseados na quantificacdo de analitos
organicos diversos em urina sdo expressos em termos da razdo de massa de analito por
massa de creatinina.

Neste contexto, ainda que os aminoacidos sejam registrados no eletroferograma
como um perfil, o método analitico por CZE-UV foi proposto para que a creatinina fosse
separada dos demais com resolucdo suficiente para quantificagdo, na qual foi otimizado
um protocolo de doseamento a partir de calibracdo externa com adigéo de padréo interno
com programa de injecdo automatizada via sistema de CE. Para explorar as analises

quantitativas de aminoacidos em urina, um método por CZE-MS utilizando um



espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo foi desenvolvido de modo

complementar.

5.2.1 Reagentes e solucdes

Todas as solucdes foram preparadas em agua deionizada por sistema de Osmose
Reversa da Quimis (S&o Paulo, SP). Substancias de referéncia, tais como creatinina,
imidazol, Fenilalanina, Glicina, Lisina, Metionina, Histidina, Triptofano, Valina foram
adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA) com certificacdo de pureza. Demais
materiais utilizados: Hidroxido de so6dio (NaOH) da Synth (S3o Paulo, SP); Acido
fosforico (HsPOs), dihidrodogenofosfato de sodio (NaH:POs), Acido formico e
Hidrdxido de amdnio (NHsOH) da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA), Acido cloridrico
(HCI) da Vetec (Rio de Janeiro, RJ). SolucGes-estoque das substancias de referéncia
foram preparadas individualmente a 10 mmol L em agua deionizada e armazenadas em
refrigeracdo a 4 °C até andlise. SolucGes-estoque do tampdo e de outros componentes
foram preparadas individualmente e diluidas em dgua deionizada para o preparo do BGE,

também armazenado em refrigeracdo até o uso.

5.2.2 Instrumentacdo e métodos por CZE-UV

Os experimentos por eletroforese capilar com detec¢do por ultravioleta foram
realizados em equipamento modelo 7100 da Agilent Technologies (Palo alto, USA) com
detector DAD e controlado por software OpenLab ChemStation C.01.07. Parametros
otimizados especificos de cada método estdo descritos na Tabela 9. Amostras e solucdes
de referéncia foram injetadas hidrodinamicamente em capilar de silica fundida revestido
com poliimida (Série TSP) (comprimento total 68.5 cm, 75 um de didametro interno e 365
pum de diametro externo). O condicionamento inicial foi feito a partir da inje¢éo continua
(flush) de NaOH com concentragéo de 1 mol L a 940 mbar por 40 minutos, seguido por
agua deionizada por 20 minutos e BGE por 20 minutos. Conforme otimizado nos métodos
anteriores, entre corridas, o capilar foi recondicionado com 1 mol L™ NaOH (60 s), agua
deionizada (30 s), 1 mol L™ HCI (30 s), segunda rodada de agua deionizada (30 s) e
eletrolito (120 s).



TABELA 9 - Parametros experimentais dos métodos desenvolvidos por CZE-UV para

aminoacidos e creatinina.

Parametros otimizados

Método: Aminoacidos e creatinina

Eletrélito

Temperatura (°C)
Comprimento de onda
Comprimento efetivo do capilar
Voltagem

Corrente gerada

Tempo de corrida

Programa de injecao

80 mmol L de tampao (HsPO4/NaH2PO4)
(pH 2.3).

25 °C

200 nm

8.5cm

-15kV

52 UA

10 min

Amostra: -15 mbar x 4 s

IS: -15 mbar x4 s
BGE: -10 mbar x 2
Espera: 2 s.

IS: Internal Standard (Padréo Interno).

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

5.2.3 Instrumentacdo e métodos por CZE-MS

Os experimentos por eletroforese capilar com deteccdo por espectrometria de
massas foram realizados em equipamento de CE modelo 7100 acoplado a espectrometro
de massas triplo-quadrupolo (QQQ) com fonte de ionizacao por eletrospray (Electrospray
lonization, ESI) e controlado por software MassHunter da Agilent Technologies B.08.00
(Palo alto, USA) disponivel no Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. Foi
utilizado capilar de silica fundida revestido com poliimida (Série TSP) (comprimento
total 75 cm, 50 um de didmetro interno e 365 pm de didmetro externo) com controle de
temperatura ajustado a 20 °C e condicionado inicialmente com inje¢do constante a 950
mbar de NHsOH a 1 mol L por 40 minutos, 4gua deionizada por 20 minutos e eletrélito
por 20 minutos. Como eletrélito foi utilizado uma solugdo aquosa a 0.3 mol L™ de acido

férmico e como liquido auxiliar (Sheath Liquid) uma solucdo de agua e metanol (50:50



v/v) acrescentada de 5 mmol L™ de acido férmico, com fluxo constante de 0.6 mL min™.
Entre corridas o capilar foi recondicionado com flushs de BGE 120 s. Parra corridas no
modo scan, as amostras foram injetadas hidrodinamicamente a 20 mbar por 5s. Por
monitoramento de reacdes multiplas (Multiple Reaction Monitoring, MRM) utilizou-se a
injecdo em sequéncia de 20 mbar por 5 s de amostra seguido de padrdo interno também
20 mbar por 5 s com 3 segundos de espera ao final.

Os dados foram coletados no modo positivo operado em (a) varredura completa
(scan) com faixa de massa de 20 a 500 e voltagem de fragmentacéo 100 V; (b) MRM
considerando massas moleculares de alguns aminoacidos fundamentais. Voltagens de
fragmentacéo (V), coliséo (V) e aceleragdo (V) foram individualmente selecionadas para
cada analito investigado (Tabela 10). A fonte de ionizacdo foi mantida a 200 °C, com
fluxo de gas de secagem a 6 mL min™ e pressdo de nebulizagdo a 10 psi, com voltagem
do capilar a 4500 V.

TABELA 10 - Parametro de fragmentacao das massas de transicao de cada analito.

Analito lon lon Fragmentacéo Colisdo (V) Acelerador
Precursor Produto V) V)
Triptofano 204.9 188.0 100 6 3
204.9 146 100 20 3
Fenilalanina 166.0 119.9 100 10 3
166.0 102.9 100 37 3
Histidina 156.0 109.9 100 15 1
156.0 82.9 100 31 1
Metionina 150.0 103.8 110 9 2
150.0 55.9 100 15 3
Lisina 147.0 84.0 70 15 2
147.0 55.9 120 50 2
Valina 118.0 72.0 100 10 1
118.0 55.0 100 30 2
Glicina 76.0 48.8 90 10 3
76.0 29.9 90 20 3
Creatinina 114.0 86.0 135 10 1
114.0 43.9 120 35 2

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



5.2.4 Construcao de modelos de regressao e parametros de desempenho analitico

Anélises quantitativas foram realizadas a partir de curvas de calibracdo por adi¢éo
de padrdo interno a partir de modelo OLS. Limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo
(LOQ) foram calculados a partir da abordagem sinal/ruido dos eletroferogramas de
amostras controle. Inicialmente sendo necessario o célculo da concentragdo do analito na

amostra, a ser determinado de acordo com a equagéo 14:

C=&XQX%
(S-S

(14)

Em que S: é a &rea do pico do analito na amostra; S, € a area do pico do analito
na amostra acrescida de padrdo; Cs € a concentracdo da solucdo padrdo; V é o volume
adicionado de solugdo, sendo Vs e Vx 0s volumes de solucdo padrdo e de amostra,
respectivamente. Os valores encontrados para a concentracdo do analito na amostra (Cx)
sdo inseridas nas equacbes 15 e 16 para a obtencdo dos limites do método:

LOD = 3XS, X Cy (15) L0Q = 10 xS, X C, (16)
HMAX - HMIN HMAX - HMIN

Sb sendo o desvio padréo da linha base do eletroferograma da amostra controle. O
fator Sy foi calculado utilizando ferramentas estatisticas do software Origin® a partir da
selecdo de uma regido randdmica do resultado de trés analises de QC de urina. Cx é a
concentracdo do analito na amostra, previamente calculado pela equacdo 13;
denominadores das equacdes sdo a altura do pico. Os resultados de LOD e LOQ séo
expressos como a médias desses resultados e seu respectivo desvio padréo.

A exatiddo foi calculada por teste de recuperacdo tambem em amostras de QC a

partir da equacgéo 17:

R (%) = w x100 (17)
3



Em que S: € a area do pico do analito na amostra; S; € a area do pico do analito

na amostra acrescida de padréo; Sz a area do padrao.

5.2.5 Perfil de aminoacidos e doseamento de creatinina por CZE-UV

A determinacdo de creatinina por CZE-UV néo é novidade, assim, o método foi
otimizado a partir de estudos ja publicados somado aos testes experimentais e simulacées.
A creatinina é facilmente ionizavel na forma de cétion e apresenta em sua estrutura grupos
cromoforos importantes, caracteristicas comuns a alguns aminoécidos, como os 20
aminoacidos essenciais conhecidos. A partir de todas essas consideracdes, foi
desenvolvido um método por deteccdo direta capaz de, simultaneamente, mediar a
quantificacdo de creatinina e registrar o perfil de aminoécidos presente na amostra.

Lisina, histidina e arginina foram as principais preocupaces em relacdo a
comigracdo com creatinina (Figura 21), o que foi resolvido a partir do uso de solucéo
tampdo considerando a primeira ionizagdo do &cido fosforico (pH 2.16) na concentracao
de 80 mmoL. Outras concentragdes (40 mmoL-1; 120 mmoL ) e outros componentes
de BGE, como o TRIS em meio acidificado com HCL, foram testados. Apesar de
atingirem o mesmo pH, ndo foram bem sucedidos em separar esses analitos criticos.
Demais condi¢des experimentais foram ajustadas experimentalmente. Além disso, uma
vez que a velocidade de migracdo do imidazol é maior que 0s demais analitos e que nao
foram encontrados sinais correspondentes a ele nas amostras, ele foi entdo selecionado

como padréo interno.



FIGURA 21 - Curva de mobilidade efetiva da creatinina, imidazol e aminoacidos

essenciais (em escala de cinza).

=@ CREATININE

~——IMIDAZOLE

== PHOSPHORIC ACID
HISTIDINE

— 4 — LYSINE

—=— ARGININE

#-- GLYCINE

—&— ALANINE

—&— ASPARAGINE
ASPARTIC ACID

——CYSTEINE
GLUTAMINE

—+— GLUTAMIC ACID

— - = ISOLEUCINE
LEUCINE
METHIONINE

—+— PHENYLALANINE

----- PROLINE

— = - SERINE

—i— THREORINE

Mg X 10° (em?. V1. s-Y)

S
S

-30

-40
~—&—TRYPTOPHAN

—e—TYROSINE
VALINE

pH

Fonte:(MOREIRA et al., 2023a)

Na intencdo de diminuir o tempo de corrida, foi testado o programa de injecéo
pelo lado mais proximo ao detector (Short-end Injection Programm, SEIP), na qual as
amostras sdo injetadas pelo outlet a partir da aplicacdo de uma pressao negativa e da
inversdo da voltagem, ainda que o sistema eletroforético se mantém operando em
polaridade normal. Apés ajustes na injecdo e demais parametros instrumentais foi
verificada a seletividade da creatinina em relacdo aos demais analitos. Apesar da detec¢éo
direta ser mais seletiva do que a indireta pois € exclusiva a compostos cromaforos, por se
tratar de uma matriz como a urina outros interferentes podem estar presentes. Sendo o
método baseado na deteccéo direta dos analitos, foi possivel a obtencao do espectro UV
de cada pico registrado no eletroferograma, o que consequentemente permite a analise da
pureza de pico.

A pureza de pico indica se h& mais de um composto influenciando na intensidade
de tal, logo, o valor foi calculado para o sinal de creatinina em um QC de urina (Tabela
11). Os parametros foram definidos da seguinte forma: Limiar de pureza, 995; Limiar de
intensidade, 5 mAU; Ou seja, para qualquer sinal acima de 5 mAU de intensidade, so é
considerado dentro da faixa de pureza aquele que apresentar um fator de pureza maior ou
igual a 995. Toda a area do pico foi selecionada para célculos de pureza. Todos 0s
espectros de UV registrados para o pico de creatinina foram considerados para o calculo

dos espectros médios e subsequente calculo do fator de pureza. Todos os calculos foram



realizados usando ferramentas especificas do software Agilent ChemStation Rev. B.
04.03. Esses célculos foram realizados independentemente em 6 eletroferogramas de QC
de urina. Como resultado, ndo foram encontrados tragos de impureza em nenhum

eletroferograma verificado.

Tabela 11 - Pureza de Pico calculada para a creatinina urinaria.

Fator de pureza 999.6 +0.12

Variagédo do tempo de migragéo (2.01 £0.01); (2.30 £ 0.01)
Total de espectros UV registrados 31+3

Intensidade de pico (mAU) 11775+ 17.4

Namero de réplicas (n) = 6
Fonte: MOREIRA et al., 2023.

Adicionalmente, foi realizado o estudo de matriz em busca de demais
interferentes, submetendo uma amostra de urina sintética ao método analitico (Figura 22).
Conforme esperado, apesar da matriz conter uma carga ionica significativa, cuja forca
ibnica pode gerar as perturbacdes na linha base, compostos inorganicos aniénicos e
catiénicos que ndo absorvem na regido do UV ndo serdo registrados no eletroferograma.
Assim como a ureia, composto neutro que ndo migrara devido ao baixo EOF Comparando
com a amostra acrescida de padrdo e com a amostra real, na regido préxima ao tempo de
migracao de 2 minutos, nota-se que apenas o sinal da creatinina é registrado. Os espectros
de UV do pico do padréo de creatinina esta condizente com o da UCrn, confirmando que

o0 analito esta isolado das demais moléculas.



Figura 22 — Estudo do efeito de matriz para analise quantitativa de creatinina. (A)
Eletroferogramas resultantes da analise de (I) matriz sintética; (I1) matriz adicionada de
padréo de creatinina; (I11) QC de urina. (B) Espectros UV dos picos de creatinina em

solucéo padrédo (em lilas) e em urina (em azul).

Crn

50
I} a0

10
1
; : 7 | 0

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 210 260 310 360

mAU

Tempo de migracio (min) Comprimento de onda( nm)

(a) (b)

Fonte: (MOREIRA et al., 2023a)

A fim de tornar o processo analitico mais automatizado, foi implementado neste
trabalho um programa de injecdo de amostras em sequéncias, chamado de injecdo “on-
column” na qual o padrdo interno é adicionado a amostra automaticamente pelo sistema
de eletroforese sem que haja a necessidade de misturar essas solucdes antes de leva-las
ao equipamento. Sao adicionados em sequéncia: amostra, padrdo interno e um plug de
BGE, seguido de um tempo de espera. (Figura 23).

FIGURA 23 - Representacdo ilustrativa do sistema de injecdo com adi¢éo de padrdo

interno “on-column”,
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O BGE e o tempo de espera ao final tém a fungéo de auxiliar na entrada das demais
solucgdes no capilar evitando que os mesmos voltem para o vial por a¢do da gravidade,
acomodando-os no capilar até que seja feita a troca automatica para o vial de aplicacao
de voltagem. Nesse aspecto, a injecdo de BGE com essa finalidade melhorou a
reprodutibilidade do método em relacdo a injecdo convencional (Tabela 12).
Considerando que a viscosidade de cada urina pode ter variacdes, essa pode ser uma
alternativa para melhorar a reprodutibilidade analitica de amostras com essas
caracteristicas, mesmo que ndo seja injetado nenhuma outra solucdo adicional. Durante
os testes, foram programadas injecdes de metanol e dgua entre corridas que utilizaram
esse protocolo para verificar a contaminacdo entre corridas. Nenhum sinal de

comprometimento de solucdes foi identificado.

TABELA 12 - Dados comparativos de reprodutibilidade a partir de injecdo
convencional e “on-column” em termos das areas e tempo de migragao de Creatinina

urinéria (UCrn) e Imidazol (1S, 20 mmol L%).

Injecéo convencional

Meédia e desvio padrao RSD (%)

uCrn IS uCrn IS
Area (mAU) 823 + 187 688 + 177 22.8 25.8
Tempo de migracdo (min)  2.09 £ 0.01 1.49 +0.01 0.61 0.90
“On-column”
Area (MAU) 897 + 26.9 801 + 20.9 2.99 2.61
Tempo de migragdo (min)  2.07 £0.01 1.51+0.01 0.80 0.53

Namero de réplicas (n) = 6
Fonte: MOREIRA et al., 2023.

Uma vez que a creatinina também é um biomarcador em soro sanguineo, a
aplicabilidade do método foi avaliada nessas amostras (Figura 24). A partir dos
eletroferogramas resultantes, temos que alguns aminodcidos sdo separados
completamente dos demais, principalmente na regiéo entre 2 e 6 minutos, de acordo com

simulacgdo. No entanto, visto que o foco em relacdo a esse grupo € a andlise qualitativa, o



perfil obtido para as amostras de urina mesmo com sobreposicao de sinal é suficiente para
cumprir a proposta. A amostra de soro apresentou poucos sinais associados a um perfil
de aminoacidos e mostrou um sinal intenso consequente de componentes da matriz,

mesmo apos diluicdo em agua 1:100 (v/v)

FIGURA 24 - Eletroferogramas da aplicacdo do método em (I) simulagdo no software
Peakmaster®; (11) padrdes de creatinina e alguns aminoacidos; (111) QC de urina; (1V)

QC de soro sanguineo e (V) matriz artificial de soro sanguineo.
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IS, internal standard (Imidazol, 20 mmol L7 1); Crn, (Creatinina, 20 mmol L7 1); (1) Lisina; (2) Histidina;
(3) Arginina; (4) Glicina; (5) Alanina; (6) Isoleucina; (7) Leucina + valina; (8) Serina; (9) Threonina +
asparagina (10) Tryptophano; (11) Metionina; (12) Glutamina + Acido Glutamico; (13) Fenilalanina +
Tirosina; (14) Prolina; (15) Cisteina; (16) Acido aspartico. Eletrogrefograma da mistura de padrdes:
Histidina 5 mmol L*; Glicina 5 mmol L e fenilalanina 5 mmol L%;

Fonte: MOREIRA et al., 2023.



O método de doseamento de creatinina foi aplicado nas 100 amostras de urina que
totalizam o grupo teste e controle para COVID-19 considerando anélise de trés réplicas
auténticas de cada amostra. As sequéncias analiticas foram organizadas de forma que
cada grupo de 100 amostras diferentes fossem analisadas de forma randémica
intercaladas com: (a) curvas de calibracdo por adicdo de padrdo interno em cinco niveis
de concentragdo (1.0; 5.0; 10.0; 20.0; 30.0 mmol L) e Imidazol fixo em 10 mmol L%;
(b) amostra controle; (c) agua como branco. Ao intervalo de cada batelada de 100
amostras, os eletrodos de platina e demais pecas removiveis foram higienizadas com
isopropanol em banho ultrassénico por 15 minutos, sendo novamente acopladas no
equipamento e alinhadas. 10 amostras de soro sanguineo também foram analisadas em
triplicatas com curvas de calibracdo por padrdo interno em cinco niveis de concentracdo
(0.1; 0.5; 1.0; 2.0 e 5.0 mmol L) e Imidazol fixo em 5 mmol L. Os modelos de

calibracdo e demais parametros estatisticos sdo descritos na Tabela 13.

TABELA 13 - Modelos de regressao linear por adi¢do de padrdo interno e parametros
de performance analitica para doseamento de creatinina em urina e soro sanguineo

expressos em valores de média e desvio padrdo. RSD em parénteses.

Parametros UCrn SCrn

Coeficiente linear 0.047 £ 0.049 0.023 £ 0.089
Coeficiente angular 0.228 + 0.003 0.623 + 0.034

Falta de ajuste Fea = 1.720 < Ferit = 2991 Fea = 0.036 < Fgrit = 3.708
Significancia da Regressdo  Fca = 6829 < Ferit = 4.195 Feal = 323.7 < Ferit = 4.667
r 0.997 0.980

LOD (mg dL™) 2.85+1.78 0.04 £0.02

LOQ (mgdL™?) 8.24 £5.93 0.17 £ 0.06

Precisdo (Crn, mg dL™?) 196 £ 4.78 (2.43) 0.62 +0.15 (140)
Exatiddo (%) 824+11.6 83.8+12.2

Falta de ajuste: Feit uCrn (v1 = 3, v2 = 25); Ferit sCrn (v1 =3, vo = 10);
Significancia da Regressdo: Ferit uCrn (vi = 1, v2 = 28); Ferit sCrn (vi = 1, vo = 13);
Precicdo: uCrn (n =55 QCs); sCrn (n = 3 QCs); Exatiddo (%): n =3

Fonte: MOREIRA et al., 2023.



Os modelos construidos se mostraram aplicaveis visto que nao apresentaram falta
de ajuste dentro de um intervalo de confianca de 95% além de serem homocedésticos e
normais. A precisdo de 2.43 % para urina e 14.0% esta dentro dos valores recomendados
pelo ICH (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) e Anvisa para validacdo de métodos bioanaliticos na
qual os erros devem se manter em até 20%. Para 0 soro sanguineo, acredita-se que a baixa
concentracdo do analito na matriz leva a valores de desvio mais elevados quando
comparado com urina.

A Tabela 14, disposta no fim desta secdo, contém os resultados de quantificacao.
Todos os valores encontrados estdo condizentes com os valores de referéncia para urina
e soro sanguineo em mg dL"* de fluido, também apresentando valores com precisio dentro
da recomendacdo das agéncias reguladoras supracitadas. 10 amostras de urina
selecionadas randomicamente foram submetidas ao método classico por titulacdo com
acido picrico em meio alcalino (Jaffe’s Reaction) realizado pelo laboratério de analises
clinicas parceiro. Os valores obtidos por CZE-UV geraram valores cerca de 30 % acima
dos valores pelo método convencional, no entanto, o procedimento por titulacdo é
influenciado por diversos fatores e envolve preparo de amostra extenso que justifica os
valores subestimados.

Os valores de creatinina obtidos para o grupo controle de COVID-19 (RT-PCR
negativo) mostraram-se ligeiramente elevados em relacdo ao grupo teste (RT-PCR
positivo) considerando a distribuicdo em torno da mediana (154.31 mg dL e 146.10 mg
dL™?, respectivamente), sendo que das amostras positivadas 15 % resultaram em valor de
creatinina abaixo do limite de deteccdo, Unicos valores discrepantes em todo o conjunto
de dados. De posse do historico de contaminacdo por arboviroses dos pacientes que
doaram as amostras analisadas, 16 declararam a infe¢do por dengue. A mesma avaliacdo
foi realizada, também apresentando medianas préximas com o grupo negativo contendo

valores ligeiramente elevados (153.95 mg dL* e 137.77 mg dL%).



FIGURA 25 - Box-Plot da distribuicdo de concentracdo de creatinina em urina entre

individuos sadios e com histérico de COVID-19 e Dengue.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em relacdo ao perfil de aminoacidos (Figura 26), semelhante as respostas obtidas
pelo método para acidos organicos, o contedo do conjunto de dados também tem
potencial para construcdo de modelos de classificacdo, sendo essa uma etapa do trabalho
ainda a ser concluida futuramente. Visto que o protocolo para o uso de eletroferogramas
como dado de entrada para uso em aprendizado de maquina ja foi otimizado
anteriormente, pretende-se submeter esse novo conjunto de dados aos mesmos algoritmos
comentados anteriormente na intencdo de avaliar se o perfil de aminoécidos € mais

propicio para discriminag&o entre esses grupos.



FIGURA 26 - Eletroferogramas do perfil de aminoacidos de 10 amostras de urina

aleatorias analisadas por CZE-UV.
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Fonte: MOREIRA et al., 2023.

Esse método também foi utilizado para analise de amostras de saliva, sendo
observada a necessidade de ajustes no método e no preparo de amostra a fim de diminuir
provaveis efeitos de matriz (Figura 27). Alguns estudos ja avaliaram a possibilidade de
monitoramento de doencas renais crénicas pela creatinina salivar (LASISI; RAJI,
SALAKO, 2016; TEMILOLA et al., 2019), sendo essa uma aplicacdo do método, além
da abordagem que envolve o perfil de aminoacidos, visto que mesmo apoés ajustes, ndo
havera defini¢do de pico suficiente para analises quantitativas. Nenhum teste adicional

em saliva foi realizado nesta parte do trabalho.



O desenvolvimento do método foi publicado contendo os resultados de
quantificacdo de creatina em urina e soro sanguineo em revista cientifica da area de
Quimica Analitica com Qualis Capes Al (DOI: 10.1016/j.talanta.2023.124465).

FIGURA 27 - Eletroferograma resultante da analise de aminoacidos em saliva por CZE-
uv.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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TABELA 14 - Resultados da quantificacdo de creatinina em urina e soro sanguineo a partir de método otimizado por CZE-UV expressos como

média de cada triplicata e seus respectivos RSD.

Urina (mg dL™)

Soro Sanguineo (mg dL™)

Homens até 40 anos Homens acima de 40 anos Mulheres até 40 anos Mulheres acima de 40 anos Homens Mulheres
4415117 252.4014.6) 26.642.67) 201.5@.21) 27.944.93) 232.0¢.70) 24.46(10.3) 189.3(14.5) 0.132(8.3) 0.105(z5.9)
60.85(s.47) 258.1(5.50) 41.74(8.71) 208.8(4.79) 38.53(8.14) 236.5(18.8) 42.12(2.99) 207.2(5.46) 0.308(13.5) 0.102(27.9)
79.45(2.48) 286.3(0.30) 64.15(5.48) 222.2(11.04) 39.88(21.0) 255.5(4.49) 44.65(10.1) 211.957) 0.375(21.8) 0.307(7.28)
91.63(4.22) 287.1135) 93.57 .61 223.4(5.38) 56.64(1.79) 258.8(11.0) 45.44125) 264.8(8.23) 0.622(18.3) 0.319@4.1)
98.186.45) 288.9(7.11) 108.0(7.76) 238.2(5.70) 63.15.19) 415.6(5.64) 58.10(7.93) - 0.695(16.9) 0.477 20.03)
106.4(0.76) 325.3(7.12) 110.0@s.5) 258.2(21.6) 71.33(6.24) - 67.67(2.62) - - -
110.6¢2.84) 337.8(4.48) 114.9.29) 265.9(0.29) 100.6(5.22) - 85.1412.7) - - -
153.0(s3.6) 340.02.77) 119.4(3.00) 310.91.32) 118.1(s.29) - 93.69111.7) - - -
153.9¢s.53) 375.8(1.26) 143.8(11.9) 361.2(7.40) 140.4(4.26) - 103.6(0.66) - - -
154.3(46.8) 384.7(7.29) 152.6(6.07) 386.9.21) 140.8(19.4) - 113.8(11.7) - - -
193.8(5.19) 401.1(9.14) 186.2(14.7) 462.8(15.17) 146.1¢10.9) - 136.5¢1.5) - - -
212.78.99) - 189.111.2) 511.2a1y) 153.7(4.41) - 138.9(4.09) - - -
224.8(5.64) - 192.3(12.1) 535.2¢.m) 164.0(18.5) - 149.7(9.58) - - -
230.5(7.56) - 195.2(4.24) - 212.1(6.76) - 168.74.19) - - -
Média (mg dL?) 209.3 222.6 144.7 120.6 0.245 0.427
Valores de Referéncia 24 -392 22-238 16 - 327 15 - 287 0.7-13 05-1.0

Fonte:(MOREIRA et al., 2023a)
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5.2.4 Analise de aminoéacidos em urina por CZE-MS

Visando a obtencdo de analises seletivas do perfil de amino&cidos de urina, com
possibilidade de identificacdo e quantificacdo, um método por CE-MS/MS foi proposto.
Utilizando um sistema de massas triplo quadrupolo, alguns aminoacidos foram
identificados a partir do monitoramento em dois niveis de transicdo em modo positivo
(Figura 28).

FIGURA 28 - Resultados MRM das analises de aminoacidos realizadas por CZE-
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em relacdo aos dados quantitativos gerados, os modelos de regressao falharam ao
descrever relagdes adequadas para doseamentos destes analitos (Tabela 15). Em geral, a
maior parte dos modelos ndo obedeceram aos pressupostos de homoscedasticidade e

normalidade a 95 % de confianca. As regressoes lineares, apesar de estarem ajustadas em



alguns casos, ndo representam dados bem correlacionados e todos falham no teste de
significancia da regresséo
TABELA 15 - Modelos de regressao linear por adi¢do de padréo interno para

aminoacidos em urina por CZE-ESI-QQQ.

Analito r Falta de ajuste SignificAncia da regressao
Creatinina 0.3968 Fear = 1.381 < Ferir = 2.689 Fea = 6.354 > Feit = 4.13
Fenilalanina 0.0643 Fea = 21.96 > Ferit = 2.689 Fea = 0.523 < Ferit = 4.13
Histidina 0.4532 Fea = 1.507 < Ferit = 2.689 Fear = 7.509 > Feiip = 4.13
Lisina 0.7258 Feal = 4.882 > Ferit = 2.689 Feal = 7.324 > Ferit = 4.13
Metionina 0.6372 Feal = 7.635 > Ferit = 2.689 Fea = 9.918 > Ferit = 4.13
Triptofano 0.6889 Fea = 4.645 > Fit = 2.689 Fea = 6.659 > Feit = 4.13
Valina 0.6838 Fea = 1.588 < Feit = 2.689 Fea = 4.841 > Feit = 4.13

Falta de ajuste: Feit (vi = 4, v2 = 30); Significancia da Regressao: Feit (v1 = 1, v = 348);
Faixa linear: 1 — 40 umol L

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os eletroferogramas apresentaram baixa reprodutibilidade (Figura 29), quanto a
area e quanto ao tempo de migracdo dos analitos, mesmas observacdes foram feitas
também nos resultados do tipo scan. mostrando que o método necessita de melhorias.
Neste sentido, a partir desses resultados pretende-se adaptar o protocolo de
recondicionamento entre corridas otimizado para aliado & inje¢do de solucBes em
sequéncia otimizado CZE-UV, e ajustar demais condi¢des que se mostrarem pertinentes
para melhorar a precisdo do método, incluindo parametros de ionizacao de fragmentacao
dos analitos, além de ajustar as diluicdes das amostras e prever outra faixa analitica de

concentracéo.



FIGURA 29 - Eletroferogramas totais da analise da mistura de padres de aminoacidos

por CZE-MS/MS na concentracdo de 10 umol L™
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os espectros de massa do modo scan foram também submetidos ao fluxograma
de processamento inserido no software MassHunter Qualitative Analysis B10.0 para
descoberta de compostos a partir da deconvolucdo dos eletroferogramas, sendo o0s
espectros de massas obtidos no modo profile (Figura 30). Esse processamento inicial
indicou uma média de identificacdo de cerca de 126 compostos para eletroferogramas de
QC de urina. Ainda que esse resultado esteja em uma provavel superestimacao, pretende-
se ainda fazer uma tentativa de identificacdo desses compostos, sabendo que esses
resultados de m/z estdo associados a um sistema de eletroforese capilar que implica em

uma seletividade em relacdo a quais compostos tém possibilidades de estarem presentes.



FIGURA 30 - Espectro de massa do tipo profile de um QC de urina obtido a partir do
método por CZE-MS.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.3 CONSIDERACOES GERAIS

Os métodos por CZE-UV voltados para grupos de &cidos organicos mostraram-se
aplicaveis a modelos de classificacdo a partir da associacdo com ferramentas de ciéncias
de dados no caso de analises de urina. Sendo uma matriz complexa com grande
quantidade de metabdlitos, estudos quantitativos e de identificacdo de &cidos organicos
por CZE-UV é uma limitacdo. Nesse caso, a adaptacdo destes métodos para medidas por
CZE-MS ainda é uma perspectiva para este trabalho. A partir dos resultados obtidos, na
qual foi descrito um modelo de classificacdo entre grupos teste e controle paraa COVID-
19, acredita-se que ha potencial de identificacdo de biomarcadores dentro desse grupo de
moléculas que pode futuramente trazer novas informagdes sobre a doenca, sendo o
desenvolvimento de métodos por CZE-MS uma estratégia para esse estudo
investigativo/quantitativo.

A maior seletividade do método por deteccdo direta utilizado permitiu com
sucesso 0 doseamento de marcados importante, como a creatinina. A partir dessa

avaliacdo, acredita-se que o desenvolvimento de métodos por CZE-UV para



quantificacdo de biomarcadores com caracteristicas fisico-quimicas que permitem gerar
resultados seletivos seja uma alternativa interessante para rotinas laboratoriais, ainda que
na maior parte dos casos 0 uso da espectrometria de massas ndo seja dispensado Em
relacdo aos aminoacidos, imagina-se que seja possivel a discriminacdo entre grupos
utilizando esse grupo de marcadores a partir de modelos preditivos, sendo essa uma etapa
a ser realizada futuramente. E a exemplo do que foi discutido para 0 método para &cidos
organicos, essa triagem pode indicar que estudos elaborados dentre desse grupo de
compostos seja relevante.

Em relacdo a saliva, métodos utilizando instrumentacdo mais simples como a
CZE-UV é uma possibilidade para estudos de metabdlitos especificos. A partir da analise
de amostras nas quais informacfes dos pacientes sdo disponibilizadas de modo que
grupos teste e controle sejam definidos, a utilizacdo desses métodos pode ser interessante
tanto para construcdo de modelos classificatorios utilizando o perfil do eletroferogramas
como para estudos segundo a metaboldémica alvo, sobretudo 0 método para SCFA, cujos
metabdlitos sdo mais estudados, ja sendo estabelecida a importancia destes
biomarcadores.

Quanto ao uso da eletroforese capilar, destaca-se que uma vez que a técnica
permite a analise de matrizes complexas sem que seja necessarios preparos de amostra
extensos e por ndo fazer uso de colunas cromatogréaficas recheadas ndo ha prejuizos em
caso de comprometimento, tais métodos também podem se estender a outras aplicacdes
sem restricdes quanto ao tipo de amostra. Ainda na area clinica, sabe-se que outros fluidos
biol6gicos também podem ser relevantes para esse tipo de analise, sendo todos os
métodos passiveis de adaptacdo as matrizes bioldgicas.

Além disso, da mesma forma que um dos métodos descritos nesse trabalho foi
adaptado de aplicac@es em fitoquimicos, muitos dos analitos citados nesse capitulo estdo
presentes em diversos cosméticos, farmacos, alimentos e bebidas, como por exemplo 0s
acidos glicolico, latico, tartarico, butirico, acético e alguns aminoacidos como o
triptofano, fenilalanina, metionina. Dessa forma, todos os métodos podem ser adequados
a anélise de controle de qualidade desses produtos. Por fim, a aplicacdo da CZE na
obtengédo de dados de entradas para modelos de predicédo, introduzidos nesse trabalho,

pode tambéem se expandir para diversas areas.



6 METABOLOMICA GLOBAL POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE
ALTA RESOLUCAO

A metabolémica classica considera a analise abrangente de amostras biologicas
na busca por biomarcadores decisivos na diferenciacdo entre os grupos teste e controle
selecionados. Ainda que analises segmentadas estdo sendo consideradas neste trabalho, o
fluxograma classico que envolve equipamentos com alto poder de identificacdo de
moléculas em matrizes complexas também foi explorado. Inicialmente, alguns métodos
analiticos voltados para obtencédo de dados por LC-MS de alta resolucdo foram testados,
nesse sentido um planejamento de experimentos foi proposto para estudar as eventuais
alteracbes nos resultados devido as modificagcbes nos pardmetros de ionizacdo e, ao
mesmo tempo, verificar quais parametros sdo mais relevantes, a fim de gerar dados de
alta qualidade para a etapa posterior de processamento. Uma vez otimizado, 0 método
também foi aplicado nas 100 amostras pré-selecionadas associadas ao projeto COVID-
19.

6.1 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE METODO ANALITICO POR
HPLC-ESI-QTOF

Utilizando como ponto de partida, 0 método proposto por (ALBERICE et al.,
2013) e outras referéncias semelhantes, trés parametros da ESI foram selecionados para
variacdo em trés niveis considerando um planejamento fatorial parcial 33 (Box-Behnken).
O planejamento de experimentos (Design of Experiments, DOE) é uma ferramenta que
permite a otimizacdo de processos com experimentos controlados na qual uma superficie
de resposta (Response Surface Methodology, RSM) é construida a partir de um modelo
quadratico polinomial para avaliacdo da interacdo das variaveis que se mostrarem
estaticamente significativas. O Box-Behnken € um planejamento parcial que resulta em
15 experimentos incluindo uma triplicata no ponto central (Figura 31), dessa forma os
dados gerados sdo suficientes para construgdo de um modelo quadratico com dados para

verificacdo da qualidade de ajuste do modelo.



FIGURA 31 - Representacdo do planejamento fatorial 33 tipo Box-Behnken com fatores
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Fonte: (MOREIRA et al., 2023Db)

Uma vez que os experimentos foram realizados em sistema Dual Jet Stream na
qual permite a aplicacdo de voltagem ja na fonte de ionizacdo (Nozzle Voltage, V), esse
parametro foi selecionado como um fator de variagdo. A Dual Jet Stream é baseada em
uma segunda camada de gas de secagem que envolve a saida do fluxo de eluicdo do HPLC
e auxilia no direcionamento das particulas do ESI na entrada do analisador. Os valores
associados a essas duas trajetorias de gas de secagem (temperatura e vazdo) ndo foram
selecionadas para evitar que as corridas fossem realizadas sem estabilidade. Desse modo,
a pressdo de nebulizacdo foi o segundo fator selecionado. Por fim, a voltagem de
fragmentacdo aplicada ja no fim do capilar foi o terceiro pardmetro inserido no
planejamento, sabendo que essa voltagem é decisiva em relacéo a integridade da molécula

que chegard no detector. O intervalo de valores considerados para avaliacdo desse



parametro foi escolhido de modo a se obter uma informacéo abrangente também com

base em referéncias relevantes (Tabela 16).

TABELA 16 - Niveis associados a cada experimento descrito pelo planejamento Box-

Behnken.
Experimento X1 X2 X3
Nozzle Voltage (V) Nebulizador (psig) Fragmentacdo (V)

1 0 30 175
2 500 30 175
3 0 50 175
4 500 50 175
5 0 40 100
6 500 40 100
7 0 40 325
8 500 40 325
9 250 30 100
10 250 50 100
11 250 30 325
12 250 50 325
0 R1 250 40 175
0_R2 250 40 175
0_R3 250 40 175

Fonte: (MOREIRA et al., 2023Db)

Duas respostas foram avaliadas a partir dos resultados obtidos: (a) a qualidade do
perfil do cromatograma de ions totais (Total lon Chromatogram, TIC) considerando
intensidade de sinal e resolucdo de picos, uma vez que cromatogramas estdo sendo
utilizados também como imagem de entrada para aprendizado de maquina e ciéncias de
dados associadas; (b) a quantidade de compostos encontrados com potencial de serem

selecionados como biomarcadores.

6.1.1 Reagentes e solugbes

Acetonitrila, isopropanol, agua (grau HPLC/MS) e &cido formico (grau HPLC)
foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA). As amostras utilizadas para essa
foram preparadas conforme descrito na secéo 4.3.1. Solugdes utilizadas como fase mével
foram preparadas no momento da anélise e submetidas a desgaseificacdo com auxilio de
banho ultrassdnico por 15 minutos e mantidas em temperatura ambiente. A fase movel

aquosa foi mantida em frasco ambar durante toda fase analitica.



6.1.2 Instrumentacao e metodos

Os experimentos foram realizados em um sistema de cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (HPLC) modelo 1260 Infinity Il equipado com uma bomba quaternaria e
acoplado ao espectrometro de massa de alta resolucdo modelo 6530 Accurate-Mass
QTOF, este conectado a uma fonte de ionizacdo por Eletrospray Dual Jet Stream
Technology (Dual AJS-ESI), todos os médulos da marca Agilent Technologies (Palo
Alto, CA, EUA). O sistema foi controlado pelo software de aquisicdo de dados
MassHunter LC/MS B.08.00.

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 Infinity Lab Poroshell 120 EC-C18
(4,6 x 100 mm x 2,7 um), mantida a 30 °C. 5 puL de cada amostra foram injetadas enquanto
o amostrador foi mantido a 10 °C. Como fase movel foram utilizados os solventes: A
(dgua e acido férmico 99,9: 0,1, v/v) e B (acetonitrila e cido formico 99,9: 0,1, v/v) a 0,5
mL min™ em um gradiente de eluigdo definido da seguinte forma: 0% de solvente B de 0
a 0,5 min, aumentando para 9% até 2 min, 20% em 5 min, 45% em 8 min e atingindo
100% em 9,5 min, onde foi mantida até 11 min. A etapa de reequilibrio foi mantida até
20 min para retorno a condicao inicial (ALBERICE et al., 2013).

Os dados foram inicialmente coletados no modo positivo operado em varredura
com faixa de massa de 50 a 1500 a uma taxa de 1,02 espectros/s. O gas de secagem foi
mantido a 325 °C com vazdo de 11 L min™ e o gas de revestimento a 350 °C com vaz&o
de 11 L mint. A voltagem capilar foi ajustada a 4000 V. As massas de referéncia
habilitadas foram 121,0509 (Purina, C5H4N4) e 922,0098 (Hexakis(1H, 1H, 3H-
tetrafluoropropoxi)fosfazina, C18H1806N3P3F24) para ESI (+). 119,0363 (Purina,
C5H3N4) e 301,9981 (Tris (2,4 ,6-trifluorometil)-1,3,5-triazina, C6N3F90OH)
considerando ESI (-). A aquisicdo de dados no modo negativo foi realizada seguindo a
mesma condicdo otimizada definida para 0 modo positivo. Demais parametros foram
otimizados a partir de planejamento de experimentos e serd discutido na secdo de

resultados.

6.1.3 Experimental

Os 15 experimentos foram realizados de forma aleatoria a partir da analise de um
QC de 10 amostras de urina selecionadas randomicamente. Apés equilibrio da coluna

cromatografica, antes de cada experimento o sistema foi submetido apenas a analise de



fase mdvel para limpeza e estabilizacdo dos fatores selecionados como variaveis. Toda
parte externa da fonte de ionizagéo foi limpa com isopropanol (grau HPLC/MS) antes da

analise.

6.1.4 Processamento de dados

Os cromatogramas de ions totais (TICs) resultantes foram trabalhados a partir da
extragcdo por molecular features seguido pela extragdo dos Cromatogramas de Pico Base
(Base Peak Chromatogram, BPC). Informacdes sobre a extracdo do pico de creatinina
foram obtidas com integracdo automatica do pico (Extracted lon Chromatogram, EIC)
considerando o0 m/z de [M + H]* 144,0669 em um tempo de retencdo (Rt) de 1,8 min
previamente determinado pela anélise de solugdo aquosa padrdo de creatinina a 10 mg

L™L. Foram calculadas éreas totais de TIC em unidades arbitrarias (UAs) por meio de

integracdo automatica usando o algoritmo Agile 2. Todos os calculos acima mencionados

foram realizados usando o software Mass Hunter Qualitative Analysis B.10.00 (Agilent

Technologies). Nao foram aplicados filtros ou outros protocolos de pré-processamento.
Os dados das caracteristicas moleculares extraidas foram entdo analisados por

RSM considerando uma fungéo polinomial de segunda ordem, de acordo com equacéo:

i=1 i=1 i=1 j=2i<j<k

Em que n é o nUmero de variaveis, Xi € xj sdo os fatores (variaveis independentes),
B representa o coeficiente de cada termo, sendo estes, fo 0 termo constante, fi termo de
primeira ordem, i 0 quadratico (i = j) e fij o termo de intera¢ao (i # j). O residuo
associado ao experimento é expresso por . Foi utilizado o Microsoft Excel® 2019 para
construcdo do modelo polinomial, falta de teste de ajuste e para o gréafico da superficie de

resposta.

6.1.5 Resultados e discussoes

A principio, uma resposta qualitativa do TIC resultante de cada experimento
(Figura 32) foi avaliada. Esta abordagem foi considerada desde que TIC, tanto de
respostas de cromatografia liquida quanto gasosa, estdo sendo usados recentemente como
base de dados de entrada promissora para analise de reconhecimento de padrées como

redes neurais artificiais (RNAS) e outras possibilidades de aprendizado profundo (Deep



Learning, DLNSs) e aprendizado de maquina (MLs), a exemplo do que foi feito neste
trabalho com os resultados por eletroforese capilar.
FIGURA 32 Cromatogramas resultantes da aplicagéo do planejamento de experimentos
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Fonte: (MOREIRA et al., 2023Db)

Os experimentos 7, 8, 11 e 12 foram imediatamente descartados como candidatos
finais ao método devido a sua baixa intensidade e baixa resolucéo de pico, consequéncia
de uma alta tenséo do fragmentador. Escolhemos uma ampla gama deste parametro ESI
especifico visando um panorama abrangente de sua influéncia no resultado final, uma vez
que deve ser definido em um valor que fragmente a molécula o suficiente para ser
analisada, mas ndo tanto a ponto de destrui-la, como provavelmente ocorreu com a
molécula de creatinina na condicdo de maior voltagem do fragmentador, por exemplo
(Tabela 17). Neste contexto, o nivel oposto deste fator aplicado nos experimentos 5, 6, 9
e 10 resulta em um cromatograma aprimorado em relacdo a intensidade, porém ndo
melhor que o fator médio 175 V descrito nos experimentos 1 - 4 e 0 ponto central.

Entre os resultados promissores pré-selecionados, os experimentos na qual a
nozzle voltage é aplicada apresentam pequenas variacfes em comparacao com aquele em
que esse parametro é zerado, considerando a resolucdo do pico, a intensidade das
contagens e a quantidade de informacoes registradas na regido de aumento de gradiente
eluicdo da fase organica, entre minutos 5 e 10. O mesmo vale para as variagdes do fator
de pressdo do nebulizador. Observamos a quantidade de molecular features extraidas
dentro da janela selecionada de 5 minutos onde h& variagdes visuais no perfil do TIC,

apresentam melhores resultados com fragmentador 175 V e sem nozzle voltage.



TABELA 17 - Informacdes extraidas dos cromatogramas resultantes da aplicagéo do

planejamento factorial

Exp. X1 X Xs  Total MF Area Creatinina (Crn)
MF (Rt5-10 min) Total TIC  Area (AU)  Alturade Rt

(AU) Pico (min)
1 0 30 175 3917 1388 1.27 x 101  0.56 x 107 1.64 x 106 1.866
2 500 30 175 4002 1266 0.49 x 101 1.30 x 107 3.70 x 108 1.881
3 0 50 175 3905 1481 1.23 x 101 0.58 x 107 1.55 x 106 1.885
4 500 50 175 3346 1008 0.48 x 101 1.15x 107 3.67 x 10° 1.886
5 0 40 100 3488 1122 0.81 x 10 0.41 x 107 1.22 x 10° 1.850
6 500 40 100 2974 1029 0.37 x 101 1.29 x 107 3.64 x 108 1.848
7 0 40 325 823 269 0.11 x 10 - - -
8 500 40 325 640 190 0.13 x 101 - - -
9 250 30 100 3013 1022 0.44 x 101 0.83 x 107 2.59 x 108 1.847
10 250 50 100 3693 1065 0.70 x 101  1.05 x 107 2.59 x 108 1.863
11 250 30 325 801 240 0.10 x 101 - - -
12 250 50 325 751 228 0.19 x 101 - - -
0 R1 250 40 175 3482 1187 0.79 x 101 0.84 x 107 2.98 x 108 1.866
0 R2 250 40 175 3773 1067 0.73x 10 0.81 x 107 2.68 x 10° 1.860
0_R3 250 40 175 3973 1284 0.93 x 101 0.94 x 107 2.99 x 108 1.875

X1: Nozzle Voltage (V); Xz: Pressédo de nebulizacéo (psig); Xs: Fragmentacdo (V); Rt = Tempo de
retencdo; MF = molecular features; AU: Unidades arbitréarias.
Fonte:(MOREIRA et al., 2023b)

A metodologia de superficie de resposta foi aplicada considerando o nimero de
molecular features extraidas de cada experimento (Tabela 17), uma vez que expressam
estritamente 0 nimero de compostos distintos encontrados, quanto maior a quantidade de
informacdes, maior a contribuicdo para o aprimoramento de futuras aquisicoes,
considerando o processamento estatistico e de identificacdo bioguimica envolvida no
fluxograma de trabalho convencional da metabolémica global. Como informagéo
complementar, informacdes sobre a molécula de creatinina (composto majoritario em
urina) foram extraidas, junto o valor de area total dos cromatogramas como uma medida
quantitativa de intensidade de sinais. A primeira vista, 0 nimero de molecular features
encontradas pelo software para cada experimento foi de encontro as observagdes

qualitativas supracitadas.



TABELA 18 - Coeficientes resultantes do modelo quadratico

Coeficientes Erro padréo Est. t p-valor

Bo 3742.7 142.5 26.2 0.001448
Jii) -146.4 87.3 -1.68 0.235572
iz -4.75 87.3 -0.05 0.961552
Pa -1269.1 87.3 -14.5 0.004698
pu -16.7 128.5 -0.13 0.908438
P2z 66.5 128.5 0.52 0.656142
Baz+ -1744.7 128.5 -13.6 0.00538

Pz -161.0 123.4 -1.30 0.322075
J5E 82.7 123.4 0.67 0.571696
Bas -182.5 123.4 -1.48 0.277399

Fonte: (MOREIRA et al., 2023b)

Com base nos valores dos coeficientes resultantes (Tabela 18), a voltagem de
fragmentacdo foi o fator que mais influenciou no resultado final (valor p < 0,05), seguido
pelo primeiro fator, nozzle voltage. De acordo com os coeficientes resultantes, a pressao
do nebulizador nédo esta influenciando tanto o sistema quanto os demais dentro dos niveis
considerados pelo DOE. Portanto, a pressao do nebulizador ndo foi considerada relevante
em avaliacBes posteriores. Ainda que os fatores combinatérios que consideram duas
variaveis distintas ndo sejam matematicamente significativos, dado que a aplicacédo de
voltagens é um fator crucial para a ionizacdo molecular, 0 modelo RSM foi construido
para a analise gréfica das pequenas contribui¢fes do uso da nozzle voltage para analise
de urina e para definicdo da voltagem de fragmentacdo (Figura 33). De acordo com 0s
dados descritos na Tabela 18, h4 uma semelhanca de interacdo nos valores de Area TIC
e Aera/Intensidade de pico de creatinina de acordo com a combinacdo de voltagem do
bocal e do fragmentador. Além disso, essa abordagem matematica pode ser interessante
para otimizar a ionizagdo de amostras que apresentam maior quantidade de substancias
quimicas apolares em sua constituig&o.

O modelo ajustado ndo apresentou falta de ajuste (p-valor= 0,48 > 0,05) e
significancia da regressdo (p-valor = 7,82 x10® < 0,05) com 99,9% de variacio explicada,
todos considerando um intervalo de confianga de 95%. (Tabela 19). A preciséao calculada
do DOE resultou em um RSD de 6,14% considerando o nimero de molecular features

resultantes da triplicata no ponto central.



FIGURA 33 - Superficie de resposta da interacao entre e voltagem do fragmentador
(X3) e Nozzle voltage (X1) considerando o nimero de moléculas geradas pela aplicagdo
de cada combinacdo de fatores
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Fonte: (MOREIRA et al., 2023b)

TABELA 19 -Andlise de variancia associadas aos ajustes do modelo quadréatico

Parametros Soma quadrética Graus de Média
Liberdade guadratica
Regressao 120790957.07 9 13421217.45
Residuos 341740.42 5 68348.08
Falta de ajuste 219819.75 3 73273.25
Erro puro 121920.67 2 60960.33
Total 121132697.5 14 -

Fonte: (MOREIRA et al., 2023b)

A partir da superficie de resposta (Figura 33), nota-se que experimentos que
consideram os niveis (-1) e (0) de fragmentacdo estdo dentro da regido Gtima das
condicgdes de ESI. Os experimentos 1, 3, 5, 9, 10 e o ponto central aparecem entre 0s
Otimos. Porém, juntamente com a avaliacdo qualitativa provida anteriormente, 0s

experimentos 1, 3 e central apresentam-se como melhor ajuste considerando o perfil TIC.



Ao todo, dentre essas opg¢des, 0 experimento 3 foi selecionado como método otimizado.
Todos os valores extraidos sdo estatisticamente iguais ao experimento 1, considerando o
RSD associado, mas dadas as avaliagdes visuais prévias de melhor definicao e resolugédo
do pico, principalmente no inicio do gradiente de eluicdo, além de bons valores de area e
intensidade de EIC/TIC, foi finalmente definido como o melhor ajuste. E importante
ressaltar que néo utilizar nozzle voltage é uma vantagem interessante, visto que qualquer
equipamento pode ser utilizado para reproduzir esta condicéo, pois nem todos os sistemas

MS incluem este acessorio.

6.2 APLICACAO DO METODO

O método otimizado foi posteriormente aplicado como protocolo analitico para
analise global de 100 amostras de urina em triplicatas auténticas. Semelhante as
sequéncias organizadas nos experimentos por eletroforese capilar, foram organizados 3
grupos de analise contendo 100 amostras diferentes analisadas de forma randémica
intercaladas com: (a) curvas de calibragdo externa de mistura de padrdes contendo
espécies de grupos distintos (aminodcidos e moléculas de baixo peso molecular,
farmacos, acidos organicos e estruturas apolares); (b) amostra controle; (c) &gua como
branco. No intervalo de cada batelada de 100 amostras, a parte da externa da fonte de
ionizacdo foram lavadas com isopropanol (grau HPLC/MS), acessoérios da fonte e demais
pecas removiveis foram levadas ao ultrassom imersas em isopropanol (grau HPLC/MS)
por 15 minutos. Todo esse processamento foi feito para ambos modos de ionizacdo (ESI
+e ESI-).

Extraindo as massas do QC (Figura 34), foi encontrado um valor médio de 3.809
e 3.868, com RSD de 2,27% e 7,29% para modo positivo e negativo, respectivamente. A
variacdo no modo negativo € esperada, uma vez que a ionizacdo neste modo pode ser
problematica, no entanto, os valores sdo aceitadveis para métodos bioanaliticos por
cromatografias. Foram gerados 600 TICs correspondentes as analises, sendo
contabilizadas as 100 amostras em réplicas auténticas e os dois modos de aquisi¢do. O
processamento de dados dessas amostras voltado para selecdo de biomarcadores
diferenciais entre 0s grupos teste e controle da COVID-19 ainda é uma das perspectivas

para esse trabalho.



FIGURA 34 - Cromatogramas de pico base extraidos para uma amostra controle de

urina a partir do método otimizado no modo ESI + (A) e ESI — (B).
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Fonte: (MOREIRA et al., 2023b)

O método proposto também foi aplicado em amostras de soro sanguineo e saliva
humana (Figura 35) com resultados promissores, porém, nesses casos a nova aplicacdo

do DOE pode ser necessaria. A saliva e 0 soro sanguineo sdo amostras com maior



viscosidade, portanto a otimizacdo da diluicdo ou outros tipos de preparo devem ser
estudadas, além disso, essas amostras possuem uma quantidade significativa de
componentes apolares como horménios, esteroides, &cidos graxos, vitaminas, entre
outros. Entdo, neste caso poderemos descobrir que a utilizacdo da nozzle voltage e
associados a outros niveis de tensdo do fragmentador juntamente com ajustes de

temperatura, pressao e outros parametros € mais adequada, uma vez que essas moléculas
sdo mais dificeis de serem ionizadas.

Figura 35 - TIC e BPC resultante da aplicacdo do método em outras matrizes biologicas.
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6.3 CONSIDERACOES GERAIS

O fluxograma de trabalho convencional da metabolomica global a partir do uso
da espectrometria de massas de alta resolucdo envolve um processamento de dados
elaborado na qual séo extraidas as informac6es moleculares encontradas pelo analisador
de massa de forma a ser construida uma planilha Unica contendo os dados das amostras
para ser entdo ser inserida em softwares de reconhecimento de padréo. Os algoritmos irdo
entdo processar esses dados e prepara-los para que sejam inseridos em banco de dados
que contenham informacdes quimicas passiveis de identificacdo de biomarcadores. Esse
processo exige cautela dos analistas para evitar o comprometimento dos resultados, sendo

estes 0 mais fiel a realidade possivel. Por ser dados volumosos e extensos, 0 processo



costuma ser demorado. Ao longo do desenvolvimento desse trabalho, rotinas semelhantes
foram empregadas a outros tipos de conjunto de dados, porém exigem processamentos
diferentes quando informacdes de massas em alta resolucdo estdo envolvidas. Dessa
forma, os estudos sobre a metaboldmica e as ferramentas de bioinformaticas associadas
ainda estdo em andamento, visando que sejam obtidos resultados confidveis a partir dos
dados coletados por LC-MS.

A proposta do uso de planejamento de experimentos aplicado na otimizagao de
parametros de ionizacdo se mostra interessante para aplicacdes em diversos casos. Nota-
se que ajustes simples, como o desse trabalho, fazem diferenca na hora da obtencao dos
resultados. O objetivo dessa otimizagdo foi justamente mostrar a potencialidade dessa
ferramenta quando associada com espectrometria de massas. Neste contexto, outros
parametros podem ser envolvidos no DOE, incluindo possibilidades que envolvam
colisdo e outros sistemas, tudo isso voltado para aplicacdes diversas. Esse trabalho foi
publicado em revista cientifica da area de Quimica Analitica com Qualis Capes Al (DOI:
10.1039/d3ay00094j).



7 APRENDIZADO DE MAQUINA ASSOCIADO A ESPECTROSCOPIA
VIBRACIONAL POR INFRAVERMELHO.

A associacdo da espectroscopia vibracional com o aprendizado de maquina
aplicado as pesquisas relacionadas com salde é uma prética que tem sido amplamente
explorada nas Gltimas duas décadas. Como Vigo e colaboradores (2023) elaboram em seu
recente artigo de revisao, esta abordagem foi considerada primeiro para a avaliacdo de
informacdes de celulas cancerigenas na urina, saliva e liquido cefalorraquidiano,
posteriormente avancado para outros segmentos de salde por meio da anélise de outros
amostras de fluidos corporais (VIGO et al., 2023).

O uso de técnicas espectroscopicas estad associado ao volume de informagdes
coletadas e a facilidade de coleta de dados. Para opcdes de infravermelho (infrared, IR),
a possibilidade de instrumentacdo portatil contribui para 0s recursos vantajosos do uso de
espectroscopia como aquisicao de dados para modelagem computacional orientada para
diagndstico clinico e pesquisas relacionadas a salde. As regifes espectrais do
infravermelho médio (Mid-Infrared Spectroscopy, MIR) variam de 400 cm™ a 4000 cm"
! e funcionam como a interagdo da radiacéo eletromagnética na regido do espectro que
compreende o infravermelho com as moléculas contidas na amostra, fornecendo
informagdes quimicas qualitativas sobre a composicdo molecular correspondentes a
impressoes digitais da amostra, Uteis para fins de modelagem computacional.

A exemplo da rotina analitica desenvolvida para resultados por CZE-UV
discutidos na secdo 5, os espectros brutos foram utilizados como base de dados para a
construcdo de um novo modelo binério de classificacdo capaz de discriminar 0s grupos
teste e controle das amostras de urina associados a COVID-19. De posse do histérico
clinico relacionado a incidéncia de arboviroses das amostras coletadas sob CEP de projeto
COVID-19, aquelas em que os voluntarios declaram ja ter sido acometido por quaisquer
uma das arboviroses foram também analisadas por infravermelho a fim de construir um

modelo de predi¢do multiclasse entre as infecgdes de interesse deste trabalho.

7.1 AMOSTRAS COVID-19

As 100 amostras pré-selecionadas e divididas em grupos teste e controle com base

nos resultados de RT-PCR para COVID-19 foram analisadas por MIR em trés réplicas



auténticas cada. Como resultado, foram gerados 300 espectros, na qual a regido com
informac&o bioquimica relevante (biofingerprint) foi delimitada, e organizados em uma
planilha Unica como conjunto de dados de entrada para processamento por aprendizado
de méaquina. Os dados foram randomicamente divididos em dois grupos (treinamento e
teste) seguido da construcdo de modelos lineares e ndo lineares com ou sem pré-
processamento, além da associacdo de modelos como forme de pré-selecdo de varidveis
para modelos néo-lineares de aprendizado profundo. Essa etapa do trabalho que envolve
rotinas quimiométricas foi também realizada em colabora¢do com outros estudantes do
GQAQ. O fluxograma completo do processo de construcdo de modelos de predicao esta

representado na Figura 36.

FIGURA 36 - Esquema representativo das etapas referentes ao processamento de dados

obtidos por CZE-UV a partir de ferramentas de aprendizado de maquina
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7.1.1 Instrumentacao e aquisi¢ao de dados

Os espectros de Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) foram adquiridos usando um
espectrometro Alpha FTIR acoplado a um dispositivo de amostragem universal de
Reflexdo Total Atenuada (Attenuated Total Reflectance, ATR) contendo um cristal de

diamante/ZnSe (Bruker, Billerica, MA) e software de aquisicdo OPUS (Bruker, Billerica,



MA) disponivel no departamento de quimica do Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal de Juiz de Fora.

20 pL de cada amostra preparada de acordo com o protocolo descrito na secéo 4
foram colocados diretamente na superficie do cristal do instrumento ATR-FTIR. As
amostras foram organizadas em uma sequéncia aleatoria em que foram analisadas cerca
de 40 amostras por dia. Foram analisadas as 100 amostras de urina pré-selecionadas em
trés réplicas auténticas cada. No inicio de cada lote de analise, os espectros de fundo
foram registrados. A superficie do cristal foi limpa com etanol antes de cada medicao.
Todos os dados foram registrados em temperatura ambiente em sistema aberto usando
modo transmitancia com nimero de onda variando de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de

4 cm e registrados como uma média de 32 varreduras.

7.1.2 Processamento de dados

Inicialmente, o conjunto de dados de treinamento foi empregado para desenvolver
um modelo PLS-DA construido utilizando um total de 10 componentes. O mesmo
procedimento foi replicado na criagdo da OPLS-DA, na qual foram consideradas uma
unica componente linear e quatro componentes ortogonais. Ambas as metodologias foram
processadas pelo pacote “ropls” na versao 1.32.0 da linguagem R. Modelos de ANN
foram construidos através da utilizacdo do pacote “neuralnet”, versdo 1.44.236 com
configuracdo de quatro camadas ocultas compostas por 300, 150, 150 e 150 neurénios
respectivamente. O modelo RF foi desenvolvido utilizando o pacote "RandomForest” na
versdo 4.7-1.1. A construgdo do modelo envolveu a montagem de 5.000 arvores, onde
foram empregadas 100 funcionalidades para calculos em cada divisdo. Na abordagem
SNV o processamento € feito através das amostras em vez das variaveis utilizando funcéo
“scale” do pacote base o RStudio. MSC foi feito com o pacote “prospectr” versao 0.2.6
disponivel no CRAN. A PCA foi realizada através da funcdo PCA do pacote
'FactoMineR' na versdo 2.8. A partir de sua associacdo com ANN e RF, as configuracoes
de entrada foram atualizadas para 3 camadas ocultas com 15 neurénios cada 5.000 arvores

com 3 amostras por divisao, respectivamente.

7.1.3 Resultados e discussdes



O conjunto de dados brutos foi formado por 296 espectros (Figura 37)
considerados como amostras independentes das quais 105 estdo contidos no grupo teste
(RT-PCR positivo) contra 191 do grupo controle (RT-PCR negativo), todos registrados
nas mesmas condicGes experimentais. Ainda que o MIR em fase aquosa registre o sinal
vibracional da molécula de agua, algumas regiGes do espectro sdo caracteristicas da
presenca de metabolitos organicos e inorgénicos (OLIVER et al., 2016; PAN et al., 2022;
PEREZ-GUAITA et al., 2020; SARIGUL et al., 2021; STEENBEKE et al., 2020).

FIGURA 37 - Espectros vibracionais por infravermelho médio de amostras de urina.

o

o
©
|

Transmittance (%)

08

07—

0.6

05—

04—

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

; -1
Wavenumber (em )

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Ureia, creatinina, acido Urico e agua estdo entre os principais componentes da
urina, contribuindo assim para as bandas de maior intensidade. Bandas associadas a
deformacéo axial do N-H tanto da ureia quanto da creatinina, junto a outras aminas e uma
pequena quantidade da porcdo lipidica possivelmente presente na amostra estdo
encobertas pela banda de maior intensidade em 3306 cm™, consequéncia da grande
influéncia das vibragdes de ligacbes O-H axial provenientes da grande quantidade de
agua. Por outro lado, esses principais componentes organicos também contribuem para a
intensidade das bandas nas regides mais baixas. As bandas em 2360 e 2256 cm™ sdo o

registro do CO> do ambiente, visto que todos os espectros sdo obtidos em um sistema
aberto, em contato com o ar.



A creatinina e a ureia sdo as principais responsaveis pela intensidade acentuada
em 1637 cm™ e regides adjacentes, juntamente com uma variedade de amidas devido as
vibracgdes de estiramento C=0 e bandas de N-H. Algumas proteinas residuais podem estar
contribuindo para a banda em 1637 cm™ dado o estiramento C-N, porém, como as
amostras foram submetidas a desproteinizacdo, essas macromoléculas ndo estdo
totalmente registradas nos espectros. A regido entre 1465 e 1236 cm™ é consequéncia das
vibracOes de deformacdo do NH> e principalmente do estiramento C-H presente em uma
ampla variedade de metabolitos. Nesta regido também sdo registrados sais inorganicos,
como fosfatos, sulfatos, citratos e outros. Os carboidratos, responsaveis por vibracées CO
estdo geralmente presentes em 1019 cm, junto com o estiramento de O-H nas regides
proximas. Para posterior processamento de dados foram considerados apenas os sinais
compreendidos entre 1800 e 900 cm™, regido que representa a impressdo digital das
amostras de urina visto que contém a informacdo molecular mais rica ndo encoberta pela
banda oriunda da grande quantidade de agua, ou seja, um registro exclusivo dos
metabolitos urindrios humanos.

O conjunto de dados foi dividido aleatoriamente em treinamento e teste,
considerando a proporcao de 80:20 respectivamente, mantendo a propor¢do de amostras
positivas e negativas do conjunto de dados original (considerando os resultados do teste
RT-PCR para Sars-CoV-2), resultando em um conjunto de treinamento de 237 amostras,
84 GT e 153 GC. Enquanto o conjunto de dados de teste compreende 59 amostras no
total, 21 GT e 38 GC. Todas as consideracdes feitas na se¢do 5.1.5 sobre a codificacédo
das amostras dentro da programacao R sao também vélidas para esse tdpico do trabalho.
Os parametros de desempenho dos modelos construidos estdo listados na Tabela 20 e a

matriz de confusdo combinada dos modelos na Tabela 21.

TABELA 20 - Avaliagdo comparativa de desempenho de todos os modelos
classificatdrios por FTIR.

Modelo Exatiddo Sensibilidade Especificidade MCC  F1-Score
PLS-DA 0.73 0.72 0.78 0.37 0.82
O-PLS-DA  0.64 0.65 0.50 0.08 0.77
ANN 0.78 0.84 0.68 0.52 0.83
RF 0.81 0.77 1.00 0.62 0.87

SNV-ANN 0.77 0.76 0.71 0.42 0.82




SNV-RF 0.80 0.76 1.00 0.55 0.86

MSC-ANN  0.73 0.79 0.61 0.41 0.79
MSC-RF 0.78 0.78 0.79 0.50 0.84
PCA-ANN 0.78 0.82 0.70 0.51 0.83
PCA-RF 0.80 0.78 0.84 0.54 0.86

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

TABELA 21 - Matriz de confusdo combinada dos modelos de aprendizado de maquina

nao lineares associados os dados de FTIR

Classe predita

Modelo Classe real

Negative Positive
Negative 36 2
PLS-DA Positive 14 7
Negative 36 2
OPLS-DA Positive 19 2
Negative 31 7
ANN Positive 6 15
Negative 38 0
RF Positive 11 10
Negative 34 4
SNV-ANN Positive 11 10
Negative 38 0
SNV-RF Positive 12 9
Negative 33 5
MSC- ANN Positive 8 13
Negative 35 3
MSC-RF Positive 10 11
Negative 32 6
PCA-ANN Positive 7 14
Negative 32 2
PCA-RF Positive 10 11

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



Os modelos lineares, PLS-DA e OPLS-DA, demonstraram capacidade de
predigdo limitada quando aplicadas a tarefa de classificar divergéncias metabolicas como
consequéncia da infeccdo por Sars-CoV-2, sendo insuficientes para distinguir
efetivamente entre positivo e negativo para infeccao por Sars-CoV-2. Apesar da PLS-DA
ter apresentado valores acima de 70 % para os parametros de exatiddo, sensibilidade e
especificidade, a modelo falha nos parametros que considera os resultados por completo,
como o indice MCC. Além disso, ao comparar com 0s modelos ndo-lineares, nota-se que
os resultados sdo inferiores. Este resultado sugere que a complexidade e a ndo linearidade
inerentes aos dados MIR presentes nas amostras de urina podem exigir estratégias de

modelagem mais avancgadas, semelhante aos resultados gerados para os dados de CZE-
UV. Modelos de aprendizado profundo sem pré-processamento de dados ja apresentam
uma melhora na descricdo de dados, com o RF atingindo 100 % de especificidade. Com
objetivo de mitigar possiveis variagdes instrumentais no sinal registrado, alguns

algoritmos de pré-processamento foram utilizados (Figura 38), além da PCA como

selecdo de variaveis para ANN e RF

FIGURA 38 - Resultado comparativo da aplicacdo de pré-processamento aos dados de
FTIR. (A) Sem tratamento; (B) SNV; (C) MSC.
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A variacdo normal padrdo (Standard Normal Variation, SNV) envolve um
processo de normalizagdo que padroniza cada espectro a partir da subtracdo do valor de
intensidade em cada comprimento de onda pela intensidade média do espectro total, dessa
forma cada espectro tem valor médio zero e uma variancia unitaria, consequentemente
reduzindo variagdes sistematicas, como mudancas na linha de base e de intensidade, que
podem distorcer a informagéo espectral.(DHANOA et al., 1994; PIGOZZO, 2011) Na
avaliacdo do desempenho do modelo, 0 SNV-RF supera 0 SNV-ANN. Novamente o
modelo RF alcangou 100 % de especificidade, o que sugere que aa capacidade do RF de
classificar corretamente os casos negativos é consistentemente confidvel em diversos
cenarios clinicos. No entanto, comparando com os dados ndo processados, ndo houve uma
melhora expressiva para RF, bem como, o ANN sem processamento apresenta
desempenho superior, exceto no parametro de especificidade.

A correcdo multiplicativa de sinal (Multiplicative Scatter Correction, MSC)
também é uma ferramenta de normatiza¢do amplamente utilizada que corrige o espectro
de modo que ele se mantenha o mais proximo possivel de um espectro de referéncia, na
qual o algoritmo atua fazendo uma regressdo linear das variaveis espectrais. A abordagem
MSC corrige os fatores como tamanho de particula e espessura da amostra, que podem
obscurecer as verdadeiras diferencas espectrais (DHANOA et al., 1994; WINDIG;
SHAVER; BRO, 2008). Comparando com os resultados sem pré-processamento, a MSC
também falha em aprimorar os resultados obtidos, apesar de uma melhora no F1-Score,
demais parametros ndo superaram 0s valores obtidos anteriormente, inclusive sendo
inferiores & associacdo com o SNV. Por fim, a PCA foi usada para reduzir a
dimensionalidade dos dados, selecionando os componentes principais como forma de
selecdo para o processamento seguinte. A exemplo do que foi observado como resultados
dos processamentos anteriores, a PCA também ndo gera resultados superiores em relacao
aos dados sem processamento.

Este estudo teve como objetivo fornecer uma alternativa de teste de triagem
utilizando amostragem ndo invasiva para andlise em instrumentacbes de baixa
manutencdo, faceis de operar e portateis. Os dados adquiridos pelo MIR forneceram um
registro espectral cujo processamento posterior nos permitiu inferir que ha de fato uma
diferenca bioguimica/metabolica na urina de pessoas expostas ao Sars-Cov-2 daquelas

gue ndo o foram. Ao utilizar as tecnologias emergentes associadas a ciéncia de dados, a



foi possivel criar um modelo de classificacdo que poderia ser posteriormente utilizado
para discriminacdo qualitativa entre positivo e negativo para a presenca de Sars-Cov-2.
Por serem analises simples, também é uma estratégia interessante para triagem de estudos
elaborados, ou seja, a partir dos resultados obtidos por FTIR para qualquer conjunto de
dados € possivel fazer uma previsdo se vale investir em analises subsequentes. Os
resultados referentes a esse estudo estdo atualmente submetidos para apreciagdo em
revista cientifica da area de instrumentacdo e ciéncia de dados indexada com conceito
Qualis Capes Al.

8 CONCLUSAO

As propostas analiticas desenvolvidas ao longo do trabalho mostraram a vasta
gama de possibilidades de métodos aplicaveis ao estudo ao metaboloma humano. Ainda
gue muitas etapas ainda estejam sendo concluidas e outras novas estratégias possam ser
desenvolvidas dentro do grupo de pesquisa em que foram iniciadas, os resultados geraram
discussoes interessante dentro do contexto analitico.

Em relacdo aos métodos, a associacdo da eletroforese capilar com deteccdo UV a
ciéncia de dados envolvendo aprendizado profundo ndo tem expressivos registros na
literatura, sendo uma novidade explorada dentro desse trabalho. Os resultados sugerem
ndo apenas que a abordagem é possivel como pode ser adaptada a realidades outras se
ndo as bioanalises, além de servirem estrategicamente como forma de pesquisas
exploratérias previamente ao uso de instrumentacfes mais elaboradas. Mesmo em
matrizes complexas, mostrou-se ainda ser uma possibilidade para doseamento de alguns
metabolitos especificos, também se apresentando como uma alternativa de doseamento
de analitos de alta demanda. Acredita-se ainda que o uso de técnicas de eletromigracdo
associadas a detectores universais como 0s espectrOmetros de massa que possam
segmentar o estudo do metaboloma humano em grupos de moléculas estratégicos seja
uma alternativa interessante para obter resultados confiaveis de forma eficiente.

Quanto a cromatografia em meio liquido em associagcdo com a espectrometria de
massas, por mais que seja uma técnica consolidada e hoje talvez a mais utilizada para
estudos do metaboloma humano, ainda h& espago para novas propostas. O uso de
planejamento de experimentos para refinar as escolhas relacionadas ao uso da fonte de
ionizacdo também soma poucos registros na literatura. Apesar de simples, o estudo

elaborado dentre deste projeto indica que tal estratégia pode ser util para obtencdo de



dados de qualidade, pré-requisito importante para analises dentro do conceito da
metabolomica.

Cumprindo o objetivo do trabalho, foi possivel determinar que ha metabdlitos em
amostras de coleta ndo invasivas como a urina suficientes para que seja identificada a
infeccdo pelo virus causados da COVID-19. Nesse aspecto, tanto técnicas de
eletromigragdo quanto a espectroscopia por infravermelho mostraram ser aplicaveis a
proposta, com destaque para o infravermelho que gerou melhores resultados a partir de
instrumentacao simplificada, sendo possivelmente uma abordagem de primeira escolha a
ser adaptada como modelo de triagem em espacos de atendimento em salde, todas essas
sendo associadas a ferramentas de processamento de dados atuais e vem se tornando
populares nos ultimos anos.

Ao longo deste trabalho propostas envolvendo Ressonancia Magnética Nuclear,
Cromatografia a Gas e outras propostas das instrumentacdes utilizadas foram também
desenhadas, sendo ainda uma possibilidade de realizacdo no futuro. Por fim, acredita-se
que foram obtidos dados de qualidade e, principalmente, foram desenvolvidos métodos e
rotinas analiticas com implicacdes clinicas, instrumentais e metodolédgicas que podem
futuramente ser extrapoladas ao mercado e ao atendimento a populacdo e ao

impulsionamento de novas pesquisas.
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APENDICE Il

Projeto “Investigagdo de estratégias para o desenvolvimento de metodologias analiticas
aplicaveis ao diagndéstico de Dengue, Chikungunya e Zika em fluidos bioldgicos”.

INTRODUCAO

Segundo definicdo da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) (World Health
Organization, WHO), as arboviroses se enquadram no grupo de doengas infecciosas, ou
seja, causadas por micro-organismos patogénicos, como bactérias, virus, parasitas ou
fungos e podem ser transmitidas direta ou indiretamente de uma pessoa a outra. A palavra
arbovirose deriva do conceito de “virus transmitidos por artropodes”, artropodes sendo o
grupo de animais invertebrados no qual os mosquitos estdo inseridos. Considerando as
doencas infecciosas transmitidas por vetores, um dos mais notdrios vetores é o Aedes
Aegypti, responsavel pela transmissao dos virus da Dengue (DENV), da Chikungunya
(CHIKV) e da Zika (ZIKV) (BRASIL, 2024; WHO, 2023a).

O ZIKV pertence a familia Flaviviridae e foi identificado em primatas pela
primeira vez em 1947, recebendo este nome por ter sido encontrado na floresta Zika em
Uganda, Africa. Entre as décadas de 1960 e 1980, infeccbes em humanos comecaram a
ser reportadas e a partir do inicio dos anos 2000 a doenca comecou a expandir
geograficamente, com o primeiro caso no Brasil sendo notificado em 2015 acompanhado
de um surto de casos no ano seguinte, periodo no qual a OMS a insere na lista de doencas
consideradas como emergéncia de salde publica (Public Health Emergency of
International Concern, PHEIC). O meio de transmissdo principal ¢ a mordida do
mosquito Aedes Aegypti, no entanto, no caso do ZIKV, alguns estudos também alertam
sobre a possibilidade de ser sexualmente transmissivel (FIOCRUZ, 2024;
KINDHAUSER et al., 2016).

A Chikungunya é causada pelo virus CHIKV da familia Togaviridae, reportado
pela primeira vez em 1952 no sul da Tanzénia, Africa. O nome Chikungunya deriva de
uma palavra de origem local da Tanzania que significa “aqueles que se dobram” em
referéncia aos primeiros pacientes acometidos, que apresentavam aparéncia curvada em
devido aos problemas nas articulagdes causados pela doencga. O virus também pode ser

transmitido pelo mosquito Aedes Albopictus, além do Aedes aegypti. A doenga se



espalhou pela Africa e Asia inicialmente e, de acordo com a OMS, desde 2005 até hoje
mais de 2 milhGes de casos foram reportados, incluindo a Europa e as Américas
(FIOCRUZ, 2022; WHO, 2024a).

O DENV pertence ao grupo dos primeiros micro-organismos que foram
denominados com o nome “virus” no inicio do século XX, sendo a doenga notificada
desde 1845 aproximadamente. Desde que foi implementada essa nomenclatura, ja havia
a hipotese que o Aedes Aegypt seria o possivel vetor da transmissdo do DENV. No
entanto, apenas 40 anos depois foi possivel o0 acesso a tecnologias que permitiram obter
informacdes relevantes sobre o virus, incluindo o isolamento de cepas com caracteristicas
antigénicas distintas, consideradas entdo sorotipos de um mesmo virus. Semelhante a
Zika, também é um virus da familia Flaviviridae com quatro sorotipos (DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4), sendo todos estes ja identificados no Brasil (BEZERRA et al.,
2021; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2017; WHO, 2023b). Os sorotipos sio
diferentes justamente por ter diferentes interacbes com o0s anticorpos no sangue humano,
podendo haver ainda alguma variacdo genética dentro do proprio sorotipo. De acordo com
pesquisas clinicas, algumas diferencas no quadro sintomatico e no prognéstico dos
pacientes podem ser diferentes de acordo com cada sorotipo (CHAN et al., 2009; GUPTA
etal., 2021)

Em geral, essas arboviroses especificamente tém epidemiologias e ciclos de
transmissdo similares, em que os individuos contaminados podem ser assintomaticos ou
apresentar sintomas leves, moderados e graves. Quando presentes, 0s sintomas clinicos
sdo muito semelhantes, sobretudo nas fases iniciais, e incluem febre alta, dor de cabeca e
dores nas articulagdes. Destaca-se que para todas essas doencas, ndo ha um tratamento
especifico, apenas a administracdo de medicamentos que aliviam os sintomas como
analgeésicos e antitérmicos, além de ingestdo de liquidos. No entanto, elas tém diferencas
fundamentais e complicagdes destoantes em fases agudas, fase na qual o tratamento desse
ser bem definido (BELTRAN-SILVA et al., 2018; KERKHOF et al., 2020; PAIXAO;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2017).

No caso da dengue deve ser feito um monitoramento dos hematdcitos, em
decorréncia da possibilidade de dengue hemorragica. Recomenda-se também evitar a
administracdo de medicamentos que possam prejudicar fungbes hepéticas. Se o
diagnostico indicar Chikungunya, a prevaléncia de efeitos nas articulacfes em nivel

cronico deve ser considerada. Em relacdo a Zika, é necessario avaliar a potencial



transmissdo materno-fetal, se pertinente, devido ao risco de microcefalia congénita, além
do risco de complicagdes neuroldgicas do proprio paciente e do desencadeamento da
sindrome de Guillain-Barré, que também compromete o sistema nervoso central
(KERKHOF et al., 2020; MOULIN et al., 2016). Portanto, o diagnostico assertivo nos
estagios iniciais da doenca € imprescindivel para que a subsequente tomada de decisédo
seja feita de forma adequada.

Tais arboviroses sdo predominantes em paises tropicais e de grande incidéncia nas
Ameéricas, principalmente na América Latina com destaque para o Brasil, atualmente o
pais com mais casos registrados no mundo. A dengue € listada como uma das doencas
tropicais negligenciadas, grupo de doencas consideradas endémicas em populacdo de
baixa renda (WHO, 2023c). Estima-se que, mundialmente, considerando apenas o virus
da dengue, 390 milhdes de pessoas sdo infectadas por ano (CALVO et al., 2016;
KERKHOF et al., 2020; WHO, 2023b). Nos ultimos 5 anos, observou-se um crescimento
no namero de casos dessas doencas. Com destaque para os Ultimos dois anos, visto que
nos anos anteriores uma possivel subnotificagdo no nimero de casos em decorréncia da
pandemia de COVID-19 tenha ocorrido (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE
SAUDE, 2024a, 2024b, 2024c).

De acordo com especialistas, acredita-se que progressivo aumento de casos, com
um importante “ressurgimento” mundial a partir do ano de 2016, esta associado a rapida
dispersdo geografica em consequéncia da adaptacdo dos artropodes a vida urbana
(GOULD et al., 2017; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2017). No ano de 2023, a
OMS alertou que o aumento significativo no nimero de casos também pode ser uma
consequéncia das mudancas climaticas, com a dengue apresentando potencial de se tornar
uma emergéncia global (EWE, 2023; UNITED NATIONS, 2023). Destaca-se que para
desacelerar 0 avanco dessas doencas, a melhor estratégia de prevencao é o combate ao
mosquito vetor de transmissdo ao evitar o acimulo de dgua parada que prolifera a criagcdo
de larvas do mosquito (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

Neste sentido, em 2022 foi lancada pela OMS junto com os departamentos de
controle de doengas tropicais negligenciadas, de imunizacdo e de bioldgicos, uma
iniciativa global voltada ao combate as arboviroses (Global Arbovirus Initiative), que
envolve uma estratégia integrada de atividades na qual estdo previstos a colaboragéo
multissegmentada entre 6rgaos publicos e setores privados, o preparo para uma possivel

emergéncia de dengue, o investimento em pesquisa e divulgacdo de estratégias de



prevencdo e combate, 0 aumento da capacidade de cuidados em saude com maior acesso
da populacéo, a participa¢do da comunidade e a constante vigilancia contra a proliferacéo
dos vetores (BALAKRISHNAN, 2022; SRISAWAT et al., 2022; WHO, 2022).

Conforme comentado, o diagndstico preciso e precoce € crucial para o manejo de
cada uma dessas doencas. Para todas as arboviroses citadas, o exame fisico aliado ao
historico do paciente € ainda a abordagem de primeira escolha. Devido a similaridade
entre as manifestacfes sintomaticas supracitadas considerando arboviroses e outras
condigdes com a Influenza e a propria COVID-19, distinguir a predominancia de um virus
em especifico baseado apenas em exame clinico, é desafiador (BELTRAN-SILVA et al.,
2018; CALVO et al., 2016; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2017; PUCCIONI-
SOHLER et al., 2016).

No caso da dengue, de acordo com guia disponibilizado pelo Ministério da Saude,
0 quadro clinico é muito varidvel sendo a febre alta de inicio abrupto a primeira
manifestacdo mais comum, no entanto, pode evoluir muito rapido para manifestacGes
hemorréagicas em casos tipicos de dengue hemorragica. Em caso de sintomas leves, o
diagnostico diferencial pode incluir gripe, rubéola, sarampo e outras doencas virais e
bacterianas. J& em casos moderados, a sintomatologia pode indicar além destas,
meningococcemia, febre amarela, malaria, leptospirose, hepatite e outras doengas
transmitidas por mosquitos. Quando a sintomatologia é grave e inespecifica, a
recomendacdo € fazer a internacdo hospitalar com hidratacdo intravenosa acompanhado
do monitoramento hemodinamico, visto que ndo devem ser administrados medicamentos
sem o diagndstico correto (BRASIL, 2002).

Alguns exames laboratoriais sdo disponibilizados, porém o resultado confiavel
ainda é problema e, principalmente, ndo sdo facilmente encontrados e podem ter custo
ndo acessivel a populacdo mais afetada (AHMED, 2020; KERKHOF et al., 2020;
MOULIN et al., 2016; PUCCIONI-SOHLER et al., 2016). Os testes laboratoriais séo
baseados em métodos de isolamento, molecular ou sorologicos. O método de isolamento
€ 0 mais especifico uma vez que é feita a identificacdo do virus em sangue no periodo
inicial da doenca (3° ao 6° dia ap6s aparecimento dos sintomas) (BRASIL, 2002;
CORDEIRO, 2012). O teste molecular, realizado por exame de transcrigdo reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction), técnica que envolve deteccdo de RNA viral em amostras de sangue

utilizando kits de extracdo de material genético e instrumentacdo automatizada, gerando



uma resposta qualitativa e quantitativa em relacéo a carga viral. De acordo com de Paula
e Fonseca (2004), existem diversos protocolos para detecgé@o de sorotipos de dengue por
RT-PCR, e que apesar de ser uma técnica de alta sensibilidade analitica, para dengue falta
uma padronizacéo analitica desses exames (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2002;
CORDEIRO, 2012; DE PAULA; FONSECA, 2004).

Mais facilmente encontrados em laboratorios de andlises clinicas, os testes rapidos
e sorologicos também séo disponibilizados como teste diagndstico de Dengue. Em geral,
na fase inicial da doenca recomenda-se o teste de antigeno NS1 por ensaios
imunocromatograficos ou imunoenzimaticos, como o ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) com sensibilidade analitica variando de 71 a 95 % e cerca 99 %
de especificidade. Na segunda fase da doenca, depois do 6° dia de sintomas, é possivel
fazer o teste sorolégico de anticorpos IgM/IgG também por técnicas imunoenzimaticas
ou imunocromatograficas, neste caso também apresentando mais de 70 % de
sensibilidade e mais de 80 % de especificidade para ambos os casos (DE PAULA;
FONSECA, 2004). Em geral, testes soroldgicos sdo menos custosos, porém dependem de
uma resposta do organismo a infeccdo, estando assim suscetiveis a falsos negativos se
realizados antes do tempo, além de irem contra a ideia de diagndéstico precoce. No Brasil,
esses exames sdo oferecidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS), porém os resultados de
imunoensaios podem demorar cerca de 15 dias para serem liberados enquanto que o RT-
PCR sdo liberados em até 30 dias.

Em pacientes contaminados com o virus da Zika, a primeira manifestacdo
sintomética mais comum também inclui febre, podendo estar seguida de aparecimento de
manchas na pele e dores nas articulagbes, também sintomas comuns as demais
arboviroses (XAVIER et al., 2017). A primeira abordagem também é o diagnostico
clinico junto a avaliacdo das circunstancias epidemiolégicas locais (FIOCRUZ, 2016).
Semelhante a dengue, os testes moleculares, de isolamento viral, soroldgicos e testes
rapidos também séo adaptados ao virus da Zika a partir da analise de amostras de sangue.
Se o0 paciente for gestante, é recomendado que faca a testagem acompanhado de exames
de imagem como ultrassom ou tomografias devido ao risco de alteracdes encefélicas no
feto (BRASIL, 2024; FIOCRUZ, 2016; XAVIER et al., 2017)

O processo diagnostico diferencial da Chikungunya também considera a dengue
na fase aguda, febre reumatica e artrite septica devido ao forte comprometimento das

articulacdes, além de outras doencas virais transmitidas por mosquitos. Semelhante as



demais, a primeira manifestacdo sintomatica mais comum € a febre aguda e repentina e o
protocolo médico é fazer a avaliacdo clinica e 0 monitoramento da progressdo dos
sintomas (BRASIL, 2017; MARQUES et al., 2017). As opcdes de testes laboratoriais
descritas para as demais arboviroses supracitadas também sdo adaptadas para
identificacdo do virus da Chikungunya, porém apds pesquisas nos portfolios de exames
disponiveis em alguns conceituados laboratdrios de analises clinicas no pais, nota-se que
a oferta desses exames para Zika e Chikungunya ainda é limitada.

Considerando as arboviroses, somado as questdes mencionadas o maior desafio
na testagem é falta de especificidade em consequéncia da similaridade entre as sequéncias
de proteinas destes virus, sobretudo dentro de virus da mesma familia como é o caso do
DENV e ZIKV. Em algumas regides geogréficas inclusive, ha outros virus com
caracteristicas semelhantes como o Mayaro e 0 Ross River, por exemplo. Outra
consequéncia da extensa circulacdo geogréafica é que em alguns paises como Brasil ha
incidéncia de varias dessas doencas concomitantemente. Logo, o ideal é que 0s
dispositivos de testagem facam uma varredura plural que considera todas essas infegoes,
ou seja, mais do que oferecer uma resposta “sim-0u-ndo” para uma doenga, o dispositivo
deveria oferecer uma resposta assertiva em relacdo a qual doenca o paciente pode estar
infectado (KERKHOF et al., 2020).

Recentemente, algumas novas estratégias de diagnéstico e imunizacdo dessas
doencas foram disponibilizadas a populacdo. Em relacdo aos novos meios de
diagnosticos, a norma técnica correspondente a RDC 786/2023 publicada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da as providéncias para o funcionamento de
pontos de testagem em farmacias/drogarias justamente com o objetivo de amplificar os
ambientes de testagem e facilitar 0 acesso da populacao a esses exames. Dentro da lista
de testes disponibilizados, Dengue, Zika e Chikungunya estdo incluidos. A partir da
publicacdo deste regulamento técnico, sdo feitos testes cujos resultados sdo gerados em
até 30 minutos como uma etapa de triagem na qual o farmacéutico ira direcionar o
paciente para o especialista se houver necessidade (ANVISA, 2023; CASERTA;
BAIENSE; ANDRADE, 2023).

Os testes de fluxo lateral séo feitos a partir da coleta de uma gota de sangue do
paciente, que ao ser misturada com uma solucdo tampéo é inserida no dispositivo
descartavel. Se contido no sangue, o material genético do virus ira reagir com um antigeno

especifico ao migrar pelo dispositivo. Havendo uma marcagdo controle e outra teste,



significa que houve reagdo com o antigeno, ou seja, um resultado positivo. Para a dengue
sdo disponibilizados testes de antigeno NS1 e anticorpos, enquanto que para os demais,
apenas o teste de antigeno esta contido na lista de opg¢Bes. Dentre o portfélio de testes
também estdo incluidas outras doencas que podem se assemelhar nas manifestacdes
sintomaticas dessas arboviroses, como a propria febre amarela e outras como rubéola e
influenza (CASERTA,; BAIENSE; ANDRADE, 2023).

Em relacéo a imunizagdo, em janeiro deste ano comecaram a ser distribuidas pelo
SUS as primeiras doses da vacina contra a dengue, destinadas a municipios com alto
indice de transmissdo (BRASIL, 2024b). Em artigo de revisdo publicado por Webster e
colaboradores (2009) sdo descritos 0s progressos cientificos em torno da producdo de
uma vacina contra a dengue até a época. Na ultima década, estudos que compreenderam
vacinas tetravalentes de virus atenuado avancaram para fases clinicas por serem
economicamente viaveis e induzir imunidade eficiente. Nesse tipo de imunizante o virus
esta ativo, porém sem a capacidade de infectar o individuo, induzindo uma resposta
imunolégica do organismo e séo estas que estdo sendo atualmente disponibilizadas a
populacdo. Até o momento, a vacina QDenga® produzida pela Takeda Vaccines esta
aprovada pela ANVISA e sua distribuicdo esta permitida no Brasil. A vacina
desenvolvida pelo Instituto Butantd, também um imunizante tetravalente de virus
atenuado, se encontra em fase final de estudo clinico com previséao para finalizacéo ainda
em 2024 (BRASIL, 2024b; INSTITUTO BUTANTA, 2024; WEBSTER; FARRAR;
ROWLAND-JONES, 2009)

A vacina de Zika, feita com virus inativado, também est& sendo produzida pelo
Instituto Butanta na intencdo de prevenir o avango da microcefalia em recém-nascidos,
com fase de estudos pré-clinicos previstos para serem iniciados em 2024. De acordo com
artigo de revisao publicado por Wang e colaboradores em 2022, ha muitos aspectos ainda
desconhecidos sobre 0 ZIKV, o que desacelerou 0s avangos nas pesquisas de uma vacina
(TAVARES, 2024; WANG et al., 2022). Além disso, por ser doengas com fases agudas
endémicas, existe uma certa dificuldade de avangar continuamente com estudos clinicos.
Por outro lado, as pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de vacinas para
Chikungunya encontram-se em estadgios mais avancados. A vacina de virus atenuado
desenvolvida pelo Instituto Butantd ja foi aprovada pela agéncia reguladora americana
(Food and Drug Administration, FDA) e seu registro esta atualmente sendo avaliado pela
ANVISA (SCHMIDT; SCHNIERLE, 2022; TAVARES, 2023).



Por fim, em resposta a iniciativa global ao combate as arboviroses, embora um
grande avanco tenha sido alcancado durante a Ultima década, 0 aumento no ndmero de
casos também vem sendo expressivo. Assim, muitas pesquisas voltadas para este tema
ainda estdo sendo o foco da comunidade cientifica levando em consideracdo todos os
desafios e objetivos citados anteriormente. No que diz respeito ao diagnostico, alguns
artigos de revisdo ja foram publicados considerando os ultimos avangos. Métodos
baseados na ampliacdo isotérmica de material genético aparecem como uma alternativa
mais acessivel ao RT-PCR, em termos de custo para o paciente. Recentemente houve um
avanco nos chamados testes Point-of-Care (POC), sem traducdo para o portugués, que
sdo dispositivos destinados a realizacdo de testes fora do ambiente de laboratorio. Neste
contexto, sdo encontradas pesquisas voltadas para o desenvolvimento de Lab-on-a-chip
(LOC), microfluidica em papel e outras estratégias de melhorias nos testes em fluxo
laminar supracitados (VARGHESE; DE SILVA; MILLAR, 2023). Com 0 recente avancgo
das ciéncias voltadas ao estudo do metaboloma humano aliado as ferramentas de
investigagdo quimica abrangentes como os espectrdmetros de massas, ciéncias de dados
e inteligéncia artificial, tecnologias promissoras vém sendo elaboradas a fim de suprir as
necessidades especificas da testagem para arboviroses (BYERS et al., 2019; NETO et al.,
2022).

CEP DENGUE, ZIKA, CHIKUNGUNYA

Em relacdo as amostras de urina e saliva da pesquisa que considera Dengue, Zika
e Chikungunya, a coleta foi autorizada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Juiz de Fora (CEP UFJF) sob o parecer de numero 5.267.924, na qual prevé o
recolhimento de 500 amostras de urina e 500 de saliva, também a partir de parceria com
Lemos Laboratério de Andlises Clinicas. Descrito no TCLE correspondente, foi dada a
opcao ao voluntario de escolher o fluido a ser doado ou a doagéo dos dois pelo mesmo
individuo. Da mesma forma, foram incluidos individuos maiores de 18 anos que
concordem formalmente em participar da pesquisa e que fossem submetidos ao teste
laboratorial para confirmacdo do diagndstico da doenca suspeita.
Devido ao grande foco na COVID-19 durante os anos iniciais dessa pesquisa, a demanda
por exames de arboviroses foi reduzida em grande escala, o que dificultou a coleta do

material. Desse modo, na intengdo de expandir a possibilidade de aquisi¢cdo dessas



amostras, acdes foram promovidas para inser¢do de uma emenda no projeto aprovado
junto ao CEP-UFJF que viabilizasse a participacdo das Unidades Bésicas de Saude (UBS)
da cidade de Juiz de Fora como ponto de coleta.

Em reunides com a Secretaria de Saude da Prefeitura de Juiz de Fora e com a
Faculdade de Enfermagem da UFJF, foi planejado que enfermeiros inscritos no Programa
de Residéncia Multidisciplinar em Sadde Familiar da UFJF que ja trabalhem nas UBSs
da cidade fossem responséveis pela abordagem de potenciais voluntéarios e coleta do
material. Sendo os voluntarios, individuos que tenham procurado atendimento médico em
UBS distribuidas na cidade de Juiz de Fora em vista do reconhecimento de sintomas
relacionados a algumas destas doengas. Seriam coletadas amostras de saliva e/ou urina de
voluntarios que também coletaram sangue para exame confirmatério a ser realizado pelo
Laboratorio Central da Prefeitura de Juiz de Fora (LACEN), cujos resultados também nos
seriam disponibilizados via plataforma virtual. No entanto, devido a alguns percalcos
burocréticos, o adendo ndo foi protocolado junto ao CEP correspondente, assim ndo sendo
possivel realizar a coleta das amostras previstas inicialmente para o projeto contendo as

arboviroses.

FTIR E MACHINE LEARNING

As amostras selecionadas para essa etapa do trabalho descritas no item 4.4 ja
foram analisadas por FTIR em mesmo espectrometro Alpha FTIR (Bruker) seguindo os
mesmos parametros instrumentais e condigdes experimentar descritas na se¢do e.7.1.1.
Foram gerados 205 espectros contendo amostras de pessoas com histérico de
contaminacdo por Dengue, Zika, Chikungunya, COVID-19 e individuos sadios. As
amostras foram selecionadas de forma a montar um conjunto de dados com
aproximadamente 50 % de amostras entre positivas. De modo complementar, aquelas
amostras cujo paciente declarou ser infectado por mais de uma destas doengas também
foram analisadas, totalizando 14 amostras.

O objetivo para esse conjunto de dados € construir um modelo preditivo para as
cinco classes de amostras. Os demais estudos discutidos ao longo dos capitulos
dependeram apenas de classificacdes binérias, portanto, novos estudos envolvendo a
utilizacdo desses algoritmos estdo em andamento. Pretende-se ainda utilizar o fluxograma

empregado nos dados para a COVID-19 para classificacdo dois a dois utilizando esse



conjunto de dados, considerando as amostras de dengue em relacdo as sadias e dengue
em relacdo 8 COVID-19, visto que sdo os dados em maior volume. Além disso, os dados
de dupla infeccdo serdo testados nos modelos durante validagdo para avaliar o
comportamento dos mesmo frente a essa situacdo. Para essas amostras foi escolhido fazer
as primeiras analises por infravermelho para avaliar se exibirdo um perfil passivel de
predicdo. De posse desses primeiros resultados, se pertinente, 0s outros métodos
otimizados com capacidade de identificacdo de biomarcadores também serdo aplicados

as amostras futuramente.



