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Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas ao tocar uma
alma humana, seja apenas outra alma humana.

Carl Jung
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LINHARES, J. B. Metodologias Bioanaliticas para a Analise de biomarcadores com
diferentes detectores — Uma revisdo bibliografica. 40 fls. Monografia (Graduagao).

Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2014

Resumo

Esta revisdo discute as tendéncias atuais no perfil molecular para os
sistemas de aplicacdes de biologia emergentes na analise de biomarcadores,
Seus usos e critérios para sua selecdo e método de analise. Historicamente, os
desenvolvimentos metodoldgicos da ciéncia separacéo foram coincidentes com
a disponibilidade de novas técnicas de ionizacdo em espectrometria de massa.
Acoplamento técnicas de separacdo miniaturizadas com instrumentacao
tecnologicamente avancada — Espectrometria de Massas - e as capacidades
de processamento de dados modernos estao no centro das atuais plataformas
de protedmica, metabolomica.

Palavras chave: biomarcadores, cromatografia, espectrometria de
massas.



LINHARES, JB Bioanalytical Methodologies for the analysis of biomarkers with
different detectors - A literature review. 40 fls. Monograph (Undergraduate). Federal

University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2014

ABSTRACT

This review discusses current trends in molecular profile for systems
biology applications emerging in the analysis of biomarkers, their uses and
criteria for their selection and analysis method. Historically, methodological
developments in science separation coincided with the availability of new
ionization techniques in mass spectrometry. Miniaturized separation techniques
coupled with technologically advanced instrumentation - Mass Spectrometry -
and the processing capabilities of modern data are at the center of current
platforms proteomics and metabolomics.

Keywords: biomarkers, chromatography, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

As primeiras referéncias sobre diagnodstico de enfermidades por
marcadores datam de 560 anos a.C., quando Hipécrates propds que
modificacdes em liquidos orgéanicos, entre eles o sangue, estavam associadas
a patologias. A partir dessa época, as doencas foram mais bem caracterizadas
pela busca de alteragcbes em nossos elementos constitutivos. Ao final do século
XX e inicio do XXI, foram iniciadas pesquisas para definir a nossa identidade
molecular normal e as suas modificacbes devidas a doengas, visando
aumentar o poder do diagnoéstico. (Carvalho, 2005). Gerando assim um
aumento no numero de pesquisas e trabalhos publicados na é&rea dos
biomarcadores. (Grafico 1)

Pesquisa sobre Biomarcadores
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Grafico 1 : Numero de trabalhos publicados com o termo biomarker.

Fonte : Periodicos Capes

O rapido desenvolvimento nos campos da gendmica, protedbmica e
metabolémica, que abrangem os principais tipos de biomarcadores, tem sido
em grande parte impulsionado por avancos metodologicos/tecnolégicos em
espectrometria de massa biomolecular e pela ciéncia de separacdo em micro
escala. Adicionalmente, melhoraram muito as capacidades computacionais
para lidar com informacdes complexas — bioinformatica. Quando dados
analiticos cada vez mais extensivos e detalhados séo relatados (Morel, 2004).



Especialmente em muitas novas e revistas técnico-especializadas, sem
explicacdes sobre os significados bioquimicos ou mesmo tendéncias, torna-se
adequado para alguma generalizacdo, reflexdes e comentarios sobre as
causas diretas e indiretas e atributos doa “revolugdo O6mica”. “Nossas areas
especificas estdo encontrando sua integracdo na area do recém promovido
“biologia dos sistemas” (Kitano 1966; Ommen, 2002; Morel, 2004; Greef, 2004).

Esta individualidade Bioquimica geralmente implica que um sistema vivo
sob condicdbes normais ou padrées € largamente caracterizado por seu
conjunto Unico de parametros bioquimicos, compostos particulares e
substratos, reacOes catalisadas enzimaticamente, etc., 0s quais podem ou n&o
ser facilmente mensuraveis por técnicas manuais de perfil molecular. Como é
sabido que micro-organismos simples, até mesmos as suas cepas, mais ou
menos virulentas diferem em atividade biolégica e interacdbes com o
hospedeiro, as diferencas na sua individualidade bioquimica (composicao
molecular) sdo automaticamente assumidas. Em Organismos multicelulares, e
assim morfologicamente e bioquimicamente mais complexos, medir o perfil de
uma certa producdo integrada, que € uma funcdo de alteracdo bioquimica
individual de, por exemplo, um individuo doente, difere de um individuo
saldavel. Isso ndo quer dizer que organismos livres de doenca ndo possam ser
diferentes entre si, no entanto, ligeiramente, nas suas taxas metabdlicas e
composigdo biomolecular por condi¢cdes diferentes de exercicio fisico e dieta, e
em maior grau, por seu género e composicao genética. (Morel, 2004)

O entendimento atual de processos biolégicos no nivel molecular tem
sido muito facilitado pelos avancos na quimica bioanalitica nas ultimas duas
décadas. Como exemplo de areas em que algum progresso foi feito, nos
caracterizamos a protedmica quantitativa e seu papel na descoberta de
biomarcadores. (Ommen, 2002)



2. METODOLOGIA

Foi realizada uma investigacdo em estudos publicados entre 2009 e 2013, em
diversos bancos de dados eletrbnicos (Scielo, Pub Med Lilacs, Periddicos
Capes) utilizando as palavras-chaves Biomarkers, Marcadores Bioldgicos,
Chromatography, HPLC, GC.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral: Elaborar um levantamento das metodologias analiticas
aplicadas a detec¢do de biomarcadores

3.2 Objetivos especificos:
e Realizar uma avaliacdo das metodologias analiticas por cromatografia;
e Avaliacdo das técnicas de separacdo mais utilizadas na analise dos
biomarcadores.
e Comparar os parametros analiticos das metodologias por CLAE e GC;
e Relacionar a aplicabilidade dos métodos por cromatografia em relacdo aos

limites de deteccao e quantificacdo para biomarcadores



4. DE PERFIL METABOLICO PARA BIOLOGIA DE SISTEMAS

Biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de
biotransformacdo, assim como qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja
determinacao nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade
da exposicao e o risco a saude. (WHO, 1996).

Todo organismo vivo em seu ambiente representa um biossistema
quimicamente Unico, cujas funcdes vitais podem ser sondadas através de
medicbes analiticas. Além do reconhecimento morfolégico de diferentes tipos
de células, que tem sido a base de observagbes biolégicas por um longo
tempo, estamos agora rotineiramente capazes de fazer uma série de medicdes
analiticas isoladas que podem nos ajudar a avaliar o estado de saude ou
"normalidade” dentro dos organismos em estudo. Embora isto seja verdade,
como muito para as pequenas entidades biolégicas, ou seja, micro-organismos
ou plantas primitivas, do que é para os sistemas eucariéticos mais avancados,
o organismo multicelular representa condicbes mais desafiadoras para nossas
medi¢cbes bioanaliticas. No entanto, estas medicbes metodologicamente
independentes e relativamente simples analiticamente ainda podem ser
correlacionados para proporcionar uma imagem biologica util. Isto pode ser
facilmente exemplificado em qualquer caso quando um médico pede uma
bateria de testes clinicos a serem realizados em uma amostra de sangue de
um paciente. No laboratério, ele/ela esta sendo assistida pelo conhecimento de
guimica clinica e epidemiologia que tem sido posta em pratica por muitos anos.
Um médico experiente pode aprender sobre a condicdo primaria deste
paciente, como, possivelmente, uma condicdo de diabetes ou um dos erros
inatos do metabolismo, mas adicionalmente relacionar com a saude
suplementar informacdes que podem também existir devido ao restante dos
doseamentos clinicos. Resultados ndo usuais de um laboratorio clinico muitas
vezes levam a testes clinicos adicionais e mais sofisticados, muitas vezes
aqueles com base em determinados por anticorpos "marcadores " de uma
doenca. Enquanto um progresso consideravel tem sido feito ao longo dos anos
em diagndstico clinico através de dosagens bioquimicas, uma intensiva busca
de biomarcadores de doencas a ainda é tdo vivo quanto sempre. (Ommen,
2002)

As questbes de biocomplexidade foram cada vez mais reconhecidas na
ciéncia contemporénea e, mais especificamente, no contexto do atualmente
popular "biologia de sistemas” (Greef, 2004; Morel, 2004; Ommen 2002).
Durante varias décadas, esta emocionante e tecnologicamente orientada area
de atividade humana atual teve sua base filoséfica na realizacédo inicial do valor
de andlise de multicomponentes, em vez de medi¢bes analiticas isoladas.
Embora as técnicas de Williams (1956) e outros pesquisadores eram bastante



primitivas, no seu tempo, ele foi capaz de definir critérios para a variacao
individual na biodiversidade humana e sugeriu que caracteristica metabolicas
padrées poderiam ser obtidas a partir de pacientes que sofrem de diferentes
doencas. ApoOs Dalgliesh et al. demonstrarem que foi possivel obter
multicomponentes por cromatografia gasosa (GC) analisando os derivados de
uma variedade de tracos de compostos organicos presentes na urina e extratos
de tecido, Horning (1970) e Horning (1971) introduziram o termo "perfis
metabdlicos”, definindo os padroes de metabdlitos relacionados
bioquimicamente.

A individualidade bioguimica tem sido reconhecida como uma
complicacdo experimental de aquisicdo de dados de individuos humanos. Este
€ um problema um tanto paralelo com a distincdo entre os individuos
"aparentemente saudaveis" e "doentes" em ensaios de quimica clinica onde
gamas consideraveis para tanto, muitas vezes existem. Nos seres humanos, o
exercicio fisico, as variacbes sazonais e diurnas, estado nutricional, fundo
genético e etnia, fisiologia ou estado patoldgico tém sido reconhecidos como
importantes, mesmo em ensaios clinicos com base em determinacdes isoladas
(Hutterer, 1971). Num futuro proximo, as varidveis que nao podem ser
facilmente controladas devem ser, representadas em perfis em estudos de
larga escala. Até que ponto as ferramentas mais eficientes da "revolu¢éo 6émica
" vao lidar com a complexidade bioquimica Obvia de tais sistemas biol6gicos
ainda estéa para ser visto.

A biologia de sistemas fornece uma abordagem "holistica" para
classificar para fora um vasto conjunto de informacdo bioquimica fornecidas
pelos campos em rapido desenvolvimento da genbmica, transcriptdémica,
protedmica e metaboldmica. Seguindo o Projeto Genoma Humano e 0s
seguindo os esforgos para caracterizar os genomas de modelos animais, a
esmagadora tarefa de caracterizar os prote6mas correspondentes com a suas
modificacdes pOs-transcripcionais tem preocupado muitos laboratorios
especializados. Os avancos sem precedentes na caracterizagcado biomolecular e
quantificacdo de proteinas em fluidos e tecidos fisiol6gicos parecem fornecer
fundacéo para novas investigacfes. (Diamandis, 1998).

Os aspectos dindmicos do comportamento dos biomarcadores sé&o
mostrados na figura 1, de acordo com van der Greef et al., que ilustram as
flutuacbes temporais na homeostase e progressao em diferentes fases de uma
doenca. Encontrar biomarcadores importantes na fase precoce de doencas €,
obviamente, um objetivo muito importante da pesquisa biomédica, o que exigira
uma "sintese" cientifica de muitas experiéncias de perfis moleculares
envolvendo amostras humanas, bem como modelos animais apropriados.



Biormarcadores tardios
da doenca/efeito

Biomarcadores '
precoces da

doencga/efeito T AY
Inicio da ca/ Farmacos
doenca/efeito l ‘ B
‘ ' % y
; o
¢ao

AV - Mutr

Mudancas nas vias metabdlicas
para manter a homeostase

Figura 1: O desenvolvimento da doenca de saudavel (homeostase dentro de linhas
pretas-pontilhada) para a salde sub-éptima e, eventualmente, um estado de
doenca declarada. Padrdes de biomarcadores (por razdes graficos representados
como uma Unica linha) s@o essenciais para descrever as alteracdes de

normalidade a disfun¢do. Reproduzido de (Greef, 2004).

5. APLICACAO DOS BIOMARCADORES

Os Biomarcadores podem ser usados para varios propositos,
dependendo da finalidade do estudo e do tipo da exposi¢do quimica. Podem ter
como objetivos avaliar a exposicdo (quantidade absorvida ou dose interna),
avaliar os efeitos das substancias quimicas e avaliar a suscetibilidade
individual. Além disso, podem ser utilizados independentemente da fonte de
exposicao, seja através da dieta, do meio ambiente geral ou ocupacional. A
utilizacdo destes Biomarcadores pode ter como finalidade elucidar a relacao
causa-efeito e dose-efeito na avaliacdo de risco a saude; para fins de
diagnastico clinico; e para fins de monitorizagéo biologica, realizada de maneira
sistematica e periddica (World Health Organization 1993).

O uso dos Biomarcadores na avaliacdo de risco fornece uma ligacéo
critica entre a exposi¢cao a substancia quimica, dose interna e prejuizo a saude,
e eles séo valiosos na avaliagéo de risco. Contudo, existe uma necessidade de
identificar e validar para cada sistema organico estes parametros
caracteristicos que séo indicativos de inducdo de disfung&o organica, alteracdo
clinica e toxicidade patolégica, além de estabelecer a especificidade e
sensibilidade de cada biomarcador e seu método para determinacdo (World
Health Organization 1993).



Os Biomarcadores podem ser utilizados no diagndéstico clinico para:
(World Health Organization 1993).

« confirmar diagnostico de intoxicagado agudo ou crénico;
+ avaliagao da efetividade de tratamento;
« avaliar o prognostico de casos individuais.

Os podem ser usados ainda na atividade de monitorizacdo para
confirmar a exposi¢ao individual ou de uma populacdo a uma determinada
substancia quimica e avaliar o risco, quando comparados com uma referéncia
apropriada. Sabendo-se que a Monitorizagdo Ambiental € realizada para
reduzir as exposi¢cdes ocupacionais e comprovar se as medidas preventivas
adotadas no ambiente sdo satisfatérias, a Monitorizacdo Biologica tem como
meta principal verificar se existe seguranga enquanto ocorre a presenca do
agente quimico no ambiente de trabalho, em exposi¢des presentes, e inclusive
passadas, para evitar a ocorréncia de efeitos adversos a saude (World Health
Organization 1993).

A realizacdo da Monitorizacdo Bioldgica permite avaliar a exposicéo
global ao agente téxico devido a exposi¢cao ocupacional, além de considerar 0os
aspectos individuais de exposicdo aumentada, provenientes, por exemplo, de
esforco fisico; e as suscetibilidades biolégicas (Lauwerys R., 1986)

6. SELECAO E VALIDACAO DOS BIOMARCADORES

O processo de selecdo e validacdo dos indicadores biolégicos requer
cuidado em relacéo a especificidade e sensibilidade, assim como a medida da
exposicdo e a manifestacdo dos efeitos observados. A validacdo € um
processo utilizado para estabelecer a relagcdo quantitativa e qualitativa do
biomarcador com a exposi¢ao, em funcao da substancia quimica e do objetivo
selecionado (World Health Organization 1993).

Para que uma substancia quimica, seu metabdlito ou uma alteracédo
biolégica sejam validados e/ou propostos como biomarcador, é desejavel que o
mesmo apresente as seguintes caracteristicas: (World Health Organization,
1993).

A quantificacao do indicador deve:

» Refletir a interagdo (qualitativa ou quantitativa) do sistema biolégico com a
substancia quimica;

* Ter conhecida e apropriada sensibilidade e especificidade para a interagéo;

« Ser reprodutivel qualitativamente e quantitativamente.



» Estar contido em um meio biolégico acessivel de analise, considerando a
necessidade de manutencédo da integridade da amostra entre a coleta e o
procedimento analitico, e de preferéncia ndo ser invasivo.

7. TIPOS DE BIOMARCADORES
7.1 Biomarcadores de exposicao (ou dose interna)

O indicador biolégico de exposicdo estima a dose interna, através da
determinacdo da substancia quimica ou de seu produto de biotransformacao
em fluidos biolégicos, como sangue, urina, ar exalado e outros, possibilitando
quantificar a substédncia no organismo, quando a toxicocinética € bem
conhecida (Lauwerys, 1993)

Os biomarcadores de exposicao refletem a distribuicdo da substancia
guimica ou seu metabdlito através do organismo, e por isso sdo identificados
como dose interna. Consequentemente, a dose externa se refere a
concentracdo do agente quimico presente no ambiente em contato com o
organismo. (Lauwerys, 1993)

Teoricamente, a distribuicdo da substancia no organismo pode ser
tracada através de varios niveis biologicos, como tecidos e células, até seu
alvo definitivo (World Health Organization 1993).

Da quantidade total absorvida da substancia quimica, somente uma
porcdo chegara até o tecido alvo. Uma porcao alcancara o sitio critico (sitio
alvo) na macromolécula, com somente uma fracdo da ultima quantidade agindo
como a dose biologicamente ativa. A escolha dos Biomarcadores para cada
uma destas formas de dose interna seria Gtil para avaliacdo do risco (World
Health Organization, 1999).

Na figura 2, o afunilamento da base, a diminuicdo da quantidade total
absorvida para cada nivel, a maneira como ocorre a distribuicdo e o
metabolismo, demonstram a diminuicdo da concentracdo da dose interna que
alcanca o tecido alvo (célula ou sitio critico) (World Health Organization 1993).
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Figura 2: Biomarcadores de dose interna das substancias quimicas, para qual o
principal mecanismo de interacdo ocorre através da interacdo molecular. (World Health
Organization 1993)

Dependendo da substancia quimica e do parametro biolégico analisado,
o termo “dose interna” pode abranger diferentes concepgoes.

O biomarcador de dose interna pode refletir a quantidade absorvida
imediatamente antes da amostragem, como, por exemplo, a concentragéo de
um solvente no ar alveolar ou no sangue durante a jornada de trabalho de
individuos expostos; pode refletir a quantidade absorvida no dia anterior, como,
por exemplo, a concentracdo do solvente no ar alveolar ou no sangue
coletados 16 horas ap6s o final da exposicao; ou refletir a quantidade absorvida
durante meses de exposicao, quando a substancia tem um tempo de meia vida
longo, como, por exemplo, a concentracdo de alguns metais no sangue (World
Health Organization, 1996).

A dose interna pode significar também a quantidade da substancia
quimica armazenada em um ou Vvarios compartimentos do organismo ou
distribuida em todo o organismo. (World Health Organization 1996)

Isto geralmente se aplica aos agentes toxicos acumulativos (Lauwerys,
1993). Por exemplo, a concentracdo dos inseticidas organoclorados no sangue
reflete a quantidade acumulada no principal sitio de depdsito (tecido adiposo).

Por ultimo, como uma forma ideal, a dose interna pode representar a
dose “verdadeira”, ou seja, a quantidade da substancia ligada ao sitio alvo ou
biodisponivel para interagir. Estes indicadores podem ser viaveis quando o
orgao critico for acessivel (por exemplo, a hemoglobina, no caso da exposi¢céo
ao monoxido de carbono) ou quando o agente toxico interage com constituintes
do sangue de forma similar aos constituintes do 6rgao critico (por exemplo,



alquilacdo da hemoglobina, refletindo a ligacdo com DNA no tecido alvo). Neste
caso, a dose interna pode ser o produto da interacdo entre um xenobidtico e
alguma molécula critica ou célula, como a medi¢cdo dos aductos covalentes
formados com a substancia quimica e que podem ser mensurados num
compartimento dentro do organismo (Lauwerys, 1993).

No entanto, a maioria dos indicadores biolégicos de dose interna
refletem apenas a exposicéo, ou seja, a quantidade absorvida do toxicante no
organismo.

Para escolha do indicador biolégico de dose interna mais adequado a
uma situacdo especifica de exposicdo, € necessario o conhecimento do
comportamento cinético do agente quimico presente no ambiente. Além disso,
€ necessario o conhecimento do tempo de permanéncia da substancia quimica
no organismo para a definicio do momento ideal para a coleta. Alguns
biomarcadores de dose interna, como benzeno no sangue, acido hipuarico na
urina, 2,5 hexanodiona na urina, refletem apenas a exposicdo recente ao
benzeno, tolueno e n-hexano, respectivamente.

Enguanto outros, como chumbo e mercurio, apds a quelacéo, refletem a
exposicao média dos ultimos meses, e 0 cadmio na urina reflete a exposicéo
dos dltimos anos (Lauwerys, 1993).

7.2 Biomarcadores de efeito

O Biomarcador de Efeito é um parametro biolégico, medido no
organismo, o qual reflete a interacdo da substancia quimica com os receptores
bioldgicos. Muitos biomarcadores de efeito sdo usados na prética diaria para
confirmar um diagndstico clinico. Mas, para o propésito da prevencao, um
biomarcador de efeito considerado ideal, é aquele que mede uma alteracdo
biolégica em um estagio ainda reversivel (ou precoce), quando ainda nao
representa agravo a saude. (World Health Organization 1996)

Geralmente, as alteracBes bioquimicas sdo consideradas como uma
fonte potencial de indicadores biolégicos de efeito. Se considerarmos que estas
alteracbes precedem um dano estrutural, a deteccdo destas alteracdes
biolégicas permite a identificacdo precoce de uma exposicdo excessiva e
intervencdo para prevenir um efeito irreversivel, ou seja, a doenca. Esta
estratégia é baseada na identificacdo das alteracbes bioquimicas precoces e
reversiveis que sao indicadores sensiveis e especificos de uma resposta do
organismo a exposicao. A extensdo em que estes biomarcadores vao predizer
uma resposta mais avancada (como doenca ou risco de doenca) requer
necessariamente mais pesquisas e evidéncias atraves de estudos
epidemioldgicos (Rudiger HW. 1999)

Em geral, um marcador precoce no progresso de uma resposta do
organismo tem uma associagdo menor com o dano; no entanto é mais util a
sua aplicacdo com o proposito de prevenir a doenga (Figura 3). Para a acao
preventiva de uma exposicdo excessiva (ou que provoca danos a saude), o



efeito biologico medido, que € um biomarcador, tem que ser, necessariamente,
um efeito ndo adverso (World Health Organization, 1996).
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Figura 3: Diagrama esquematico dos indicadores biol6gicos, indicando uma resposta
progressiva do organismo a uma exposicdo a um agente quimico e os fatores de

susceptibilidade que podem influenciar as etapas desta progressdo. (World Health
Organization 1996)

A distincdo entre um efeito biolégico adverso e um efeito bioldgico néo
adverso nem sempre é clara e algumas vezes torna-se arbitraria devido a
dificuldade de se avaliar o alcance do efeito na saude. Entretanto, considera-se
a ocorréncia de efeitos ndo adversos quando: (World Health Organization
1993).

* ao serem produzidos numa exposi¢cdo prolongada, ndo resultem em
transtornos da capacidade funcional nem da capacidade do organismo para
compensar nova sobrecarga,;

* sdo reversiveis e nao diminuem perceptivelmente e capacidade do organismo
de manter sua homeostase organica;

* ndo aumentam a suscetibilidade do organismo aos efeitos indesejaveis e a
outros fatores de risco ambiental.

Dentre os indicadores biolégicos de efeito tem-se a carboxiemoglobina,
a atividade da enzima colinesterase eritrocitaria, niveis de enzimas e
intermediarios da biossintese do HEME, de proteinas na urina etc. Cada um
apresenta caracteristicas diferentes segundo a sua especificidade. Por
exemplo (World Health Organization, 1996):
+ Carboxiemoglobina (COHb): a COHb, apesar de ser um biomarcador de
efeito, apresenta uma correlacdo muito significativa com a exposicdo ambiental
ao monoxido de carbono, e reflete a dose interna deste toxicante ligado ao
tecido alvo;
» Colinesterases: a determinacdo da atividade das enzimas colinesterase
eritrocitaria e colinesterase plasmatica em individuos expostos aos inseticidas
organofosforados e/ou carbamatos é utilizada também para o diagndstico e o
tratamento das intoxicagbes. Entretanto, ndo apresenta correlagcdo muito
significativa em exposi¢coes ambientais e/ou ocupacionais leves ou moderadas
a estes inseticidas. Ainda assim, é considerado o indicador biolégico de
escolha.



* Enzima acido delta amino-levulinico (ALA-D) nos eritrocitos: esta enzima é
na faixa de 5 a 40 mg/dL ja é possivel observar uma correlagdo negativa entre
a ALA-D e o Pb/sg. Por isso, representa um adequado indicador de efeito para
exposi¢cao ambiental ao chumbo.

Alguns indicadores biologicos de efeito possibilitam a avaliacdo da acéo
de uma substancia quimica no 6érgédo alvo (ou sitio critico) a partir da medida de
uma alteracéo bioldgica associada a esta acdo. No entanto, esta medida pode
ter como limitacdo a dificuldade de acesso a certos tecidos do organismo.
(World Health Organization 1996)

Embora sejam pardmetros importantes para prevenir possiveis efeitos
nocivos a saude, ndo sao, em sua maioria, especificos para as substancias
quimicas envolvidas, e por iSso requerem pesquisas com 0 proposito de
validacdo dos mesmos. (World Health Organization 1996)

7.2.1 Biomarcadores de nefro-toxicidade.

Véarios tipos de parametros tém sido testados e usados como
biomarcadores de dano renal. Estes tém sido classificados como:
» marcadores funcionais (por exemplo, creatinina sérica e 3, — microglobulina);
» proteinas de baixo ou alto peso molecular (por exemplo, albumina,
transferrina, globulina ligada ao retinol);
» marcadores de cito-toxicidade (por exemplo, antigenos tubulares);
* enzimas urinarias (por exemplo, N-acetilglicosaminidae, $-galactosidae).

Os biomarcadores de nefro-toxicidade foram bem validados em relacdo
a exposicdo ao cadmio; no entanto, ndo tém evidéncias cientificas suficientes
para a exposicao ao mercurio e chumbo (Roels H et al. 1993, World Health
Organization, 1991).

7.2.2 Biomarcadores de Hepato-toxicidade.

Os efeitos de substancias quimicas no figado tém sido estimados
tradicionalmente por determinacéo da atividade de varias enzimas, como, por
exemplo, aminotransferases, alcool desidrogenase, lactato desidrogenase,
glutationa-Stransferase, entre outras. (World Health Organization 1993).

A hepatotoxicidade € causada por varias SQ que sdo metabolizadas
pelo Sistema Citocromo P-450 a intermediarios reativos. Por exemplo, para o
tetracloreto de carbono, tem sido extensivamente estudada e bem
documentada a sua agdo hepatotoxica. O metabdlito reativo do tetracloreto de
carbono inicialmente reduz a glutationa peroxidade (GPX) intracelular a um
nivel que predispde a reacdo do metabdlito com macromoléculas criticas,
levando a morte celular e a hepatoxicidade. Neste caso, os biomarcadores de



efeito poderiam incluir niveis de glutationa, peroxidacao lipidica ou numero de
células necrosadas (Yiin SJ, Lin TH, Shih TS 1996). Estes biomarcadores de
hepatotoxicidade também estdo associados a exposi¢do ao cromo VI no estudo
de Huang (1999).

7.2.3Biomarcadores de geno-toxicidade

Técnicas sensiveis baseadas em meétodos fisico-quimicos ou imuno-
quimicos para a deteccdo de uma variedade de substancias conhecidas como
carcinogénicas tém sido desenvolvidas. Entre estas estdo incluidas as
aflatoxinas, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, as aminas aromaticas,
e os praguicidas (World Health Organization 1993).

Estes biomarcadores incluem os adultos de DNA e proteina (aductos de
hemoglobina e albumina), que se referem a ligacdo do xenobiético ou de seu
metabdlitos a estas moléculas, formando os aductos (Hemminki K. 1995).
Tendo em vista que os aductos constituem a prépria substancia quimica ligada
ao sitio alvo, os mesmos sdo também considerados como biomarcadores de
exposicao ou dose interna.

7.2.4 Biomarcadores de Neuro-toxicidade

A complexidade das fungbes do sistema nervoso, 0S eventos
neurotdxicos de natureza multipla e a variabilidade e inacessibilidade dos sitios
celulares e moleculares deste 6rgéo sao fatores que limitam o estabelecimento
de indicadores para se avaliar a acdo neurotéxica das substancias quimicas.
Acrescente-se a estes fatores o fato de os efeitos neurotdxicos se iniciarem
tardiamente, apds exposi¢cdes prolongadas ou mesmo apés um periodo de
laténcia apds terminada a exposi¢cao. Neste sentido, tem-se procurado validar
alguns parametros que possam permitir a deteccdo precoce da acao
neurotoxica, antes que seja evidenciado um dano a saude do individuo
exposto, seja por exposicdo ocupacional ou ambiental, considerando
principalmente as criancas. S&o varios os indicadores utilizados para se avaliar
0 risco e a exposicdo a uma substancia neurotoxica. Alguns estudos podem
abordar trés enfoques (Manzo L et al 1996; Costa LG 1998; Silbergeld EK.
1993).

7.2.4.1 Enfoque Neurofisiolégico

O enfoque neurofisiologico, como o estudo da conducdo nervosa, o
eletroencefalograma etc., é bastante Gtil no diagndstico de desordens
neurolégicas, mas a utilizacdo destes parametros na identificacdo dos efeitos
neuroldgicos iniciais € ainda pouco estabelecida e por isso apresenta um baixo
valor preditivo. Quanto a avaliagdo clinica, a mesma deve ser realizada com

base num protocolo muito bem detalhado (Hawkins KA, 1990).



7.2.4.2 Enfoque Neurocomportamental

Métodos para avaliar alteracbes de fungbBes cognitivas, como, por
exemplo, aprendizagem e memoria, tém sido extensivamente utilizados em
individuos expostos a solventes e metais pesados. No entanto, em relacdo aos
testes neurocomportamentais, estes podem estar alterados por motivos outros
gue nédo por acao de um xenobidtico. (Johnson BL 1993).

Por isso, para concluir sobre uma acédo neurotoxica atraves de testes
neurocomportamentais, estes devem ser extremamente bem delimitados e
interpretados. (Johnson BL 1993).

7.2.4.3 Enfoque Neuroquimico

No enfoque neuroquimico, varias evidéncias experimentais mostram
que, na progressdo de doencas neurotoxicas, 0s eventos bioquimicos
precedem as alteracdes estruturais e danos permanentes ao Sistema Nervoso
Central. Dessa forma, a medida destas alteracdes poderiam fornecer
informacdes Uteis sobre os efeitos precoces (ou iniciais) detectaveis,
imediatamente antes ou logo ap6s o inicio da doenca (intoxicacao) (Hawkins
KA, 1990).

Em geral, os eventos bioquimicos que ocorrem no Sistema Nervoso séo
considerados como potenciais biomarcadores; no entanto, a principal limitacédo
da medida destes parametros é a inacessibilidade do tecido alvo. Geralmente,
no sistema nervoso central, muitos precursores e produtos séo reciclaveis e
retidos no local. Além disso, as mudancas que acompanham a funcéo
neurolégica ocorrem dentro de um pequeno espaco intra ou extra celular do
préprio 6rgdo, o que leva a impossibilidade de se implementar as rotinas de
anélises dos mesmos.

Diante disso, uma nova metodologia de biomarcadores tem sido
desenvolvida, procurando alcancar os propositos da avaliacdo de risco a
saude, utilizando tecidos mais acessiveis para determinar indicadores
“substitutos” daqueles localizados no tecido nervoso (Hawkins KA, 1990).

Por isso, tem-se observado que alguns parametros bioquimicos e
moleculares, semelhantes aos envolvidos na acéo toxica ocorrida dentro do
SNC, podem estar presentes em tecidos mais acessiveis, como fluido cérebro-
espinhal, sangue, plasma e células sanguineas. Alguns destes parametros séo
(Hawkins KA, 1990).

7.2.4.1 Receptores:
» Receptores muscarinicos da Acetilcolina em linfocitos;

* Receptor sigma; receptor Beta e alfa2 em plaquetas;



7.2.4.2 Enzimas:

* Acetilcolinesterase eritrocitaria;

* Esterase neurotoxica em linfécitos;
* MAO —tipo B em plaqueta;

* Dopamina Beta hidoxilase no soro;

7.2.4.3 Sistema de Recaptacéo:

+ 5-Hidroxindolacético (serotonina) em plaquetas;
7.2.4.4 Transducdo do sinal nervoso:

» Concentracgao de calcio intracelular;

* Fosfoinositol em plaquetas e linfécitos;

A medida destes parametros permite avaliar, através de métodos
acessiveis, a acdo de um agente quimico no sistema nervoso central, 0s quais
sdo denominados Indicadores Substitutos de Neuro-toxicidade ou,
simplesmente, Marcadores Substitutos. O estudo destas alteracdes
bioquimicas pode possibilitar a oportunidade de se identificar precocemente
uma exposicdo excessiva e avaliar a neuro-toxicidade para prevenir o
aparecimento de efeitos ou danos irreversiveis (Mergler D, Baldwin M 1997).

Entretanto, a escolha dos indicadores substitutos ndo é facil e nem
sempre é possivel. E necessario que estes parametros periféricos sejam
equivalentes ou entdo correlacionados funcionalmente ao parametro
correspondente no SNC. Esta correspondéncia deve ser comprovada através
de estudos experimentais que demonstrem que o parametro sob investigacéo
tenha a mesma caracteristica bioquimica e funcional daquele presente no SNC;
e que as alteragcbes quimicamente induzidas neste parametro ocorrem do
mesmo modo nos dois sistemas (periférico e nervoso) (Hawkins KA, 1,990).

Posteriormente, a comprovacao de que tal marcador biolégico substituto
€ preditivo para determinado xenobidtico (seja para avaliar risco ou doenca),
requer necessariamente mais pesquisas, incluindo vigilancia epidemioldgica e
estudos prospectivos para a validacdo dos mesmos. Varios trabalhos (Baldwin
M et al, 1999; Smargiassi A, Mutti A. 1998; Jadhav AL, Ramesh GT. 1997) tém
apresentado, ultimamente, contribuicdes e discussdes sobre o uso destes
marcadores periféricos (ou marcadores substitutos) de neuro-toxicidade, nos



quais varios autores apontam a necessidade de se incluir a avaliacdo de outros
parametros de neuro-toxicidade, como as alteragbes neuro-comportamental,
neurofisiolégica e neuro-clinica.

7.3 Biomarcadores de suscetibilidade

A predisposicdo genética, além de fatores externos, tais como idade,
dieta, estilo de vida, podem influenciar/afetar a suscetibilidade de individuos
expostos a substancias quimicas (World Health Organization 1993).

Embora alguns individuos experimentem exposicdo ambiental similar,
diferengas genéticas no metabolismo podem produzir doses marcadamente
diferentes no sitio critico e, consequentemente, nivel diferente de resposta. Até
mesmo quando as doses criticas sdo similares, respostas diferentes podem ser
notadas nos individuos devido a variacBes na suscetibilidade biol6gica. Os
biomarcadores de suscetibilidade podem refletir fatores genéticos ou adquiridos
que influenciam na resposta do organismo a uma determinada exposicéo
quimica. Estes sdo fatores pré-existentes e independem da exposi¢cdo, séo
predominantemente genéticos, embora a patologia, alteracbes fisioldgicas,
medicamentos e exposicdo a outros agentes ambientais também possam
alterar a suscetibilidade individual. Os biomarcadores de suscetibilidade
identificam aqueles individuos na populacdo que tém uma diferenca genética
ou adquirida na suscetibilidade para os efeitos da exposicdo a substancias
quimicas (Akgur AS 1997).

Os biomarcadores de suscetibilidade indicam quais os fatores podem
aumentar ou diminuir um risco individual no desenvolvimento da resposta do
organismo decorrente da exposicdo aos agentes quimicos ambientais. (Rudiger
HW, 1999).

8. A EVOLUCAO DAS TECNICAS DE PERFIS
MOLECULARES

Biomarcadores apropriados devem fornecer valiosas informagdes para a
selecdo de um tratamento médico ou previsdo e medidas de resultados. Na
situacdo atual, com o procedimento de descoberta para biomarcadores, os
investigadores, utilizando diferentes perfis de tecnologias moleculares
geralmente olham para um grande numero de fatores bioldgicos que compde a
amostra, como expressdao génica (gendbmica e transcriptbmica), mapas
completos de peptideos (protedbmica shotgun), produtos de desglicosilacéo a
partir de misturas de glicoproteinas, ou perfis complexos de metabolitos
endoégenos (metabolébmicos). Uma vez que um namero de individuos e seus
perfis tem que ser julgado em uma estatistica base, a busca de biomarcadores
putativos equivale a procura de um agulha num palheiro sem o uso de



computador ligado a técnicas de reconhecimento de padrdes. Esta conexao
entre as metodologias de perfis avancados e andlise dos dados foi
ocasionalmente encontrada com sucesso na identificacdo preliminar de
biomarcadores. O objetivo final é identificar um biomarcador ou um conjunto de
biomarcadores com a maior possibilidade de a avaliacdo de risco (medicina
preventiva), diagnéstico precoce de uma doenca, e prognéstico. (Nilcholson,
J.K. 2004)

Quando se trata da exposicdo as substancias quimicas a avaliacéo
biologica s6 é possivel quando estiverem disponiveis suficientes informacdes
toxicologicas referentes ao mecanismo de acdo e/ou a toxicocinética dos
agentes quimicos aos quais os individuos estdo expostos. (Glass, L. 1988)

Quando a Monitorizacdo Bioldgica esta baseada na determinacdo da
substancia quimica ou do seu metabdlito no meio bioldgico, torna-se essencial
o conhecimento de como a substancia € absorvida pelas diferentes vias;
posteriormente, de como € distribuida para os diferentes compartimentos do
organismo; de como € biotransformada; e, finalmente, de como é eliminada.
Além de ser necessario saber também se a substancia se acumula ou néo no
organismo (Rudiger HW. 1999). Da mesma forma, se a Monitorizacao Bioldgica
estiver baseada na medida de uma alteracdo bioldgica do organismo, causada
pelo agente quimico, é necessario conhecer o processo da toxico dinamica, ou
seja, é preciso conhecer o mecanismo de ac¢do da substancia quimica para
identificar quais s@o os efeitos ndo adversos decorrentes daquela acdo
(Bernard A, Lauwerys R. 1986). Isso se faz necesséario porque sO6 a
identificacdo e a medida de um efeito precoce, ndo adverso, podem ser usadas
para fins de prevencéao. (Rudiger HW. 1999)

Varios sdo os parametros biolégicos que podem estar alterados como
consequéncia da interacdo entre o agente quimico e o0 organismo; entretanto, a
determinacdo quantitativa destes parametros usados como Indicadores
Biolégicos ou Biomarcadores, s6 € possivel se existir correlacdo com a
intensidade da exposicdo e/ou o efeito bioldégico da substancia (World Health
Organization, 1996).

Claramente, a cromatografia tem feito incursdes significativas desde
décadas atrds para que estivéssemos um pouco mais perto de um completo
conhecimento dos sistemas vivos. Em primeiro lugar, o advento da
cromatografia gas — liquido e novos detectores de ionizacdo sensivel
desenvolvidos, durante o final dos anos 1950 e ao longo da década de 1960,
definem o tom para cromatografia como um meétodo analitico quantitativo para
as determinagcOes de multicomponentes. Estudos subsequentes por diferentes
grupos de pesquisa, levando a conversao de biocompostos polares (esteroides,
acucares, 4cidos urinério, etc) em seus derivados passiveis de analise por CG,
alargaram enormemente o ambito de aplicacdes biomédicas para GC. O quase
desenvolvimento coincidente de CG-capilar e GC- MS, em particular, para
separacbes bioquimicos e medicfes adicionou a resolucdo necesséria, a
sensibilidade e o poder de identificagcdo para estudar uma vasta gama de



moléculas biologicamente importantes. Naturalmente, o ambito dos inquéritos
metabolémicos tornou-se significativamente enriquecido duas décadas mais
tarde, quando a combinacdo de cromatografia liqguida com espectrometria de
massa (LC - MS) e outras tecnologias relevantes comecaram a facilitar a
deteccdo e perfilamento quantitativo dos diversos compostos biolégicos que
estavam fora do alcance de técnicas com base em GC - MS. (Nilcholson, J.K
1999). Um histérico da pesquisa de biomarcadores utilizando cromatografia é
mostrado no Grafico 2.
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Gréfico 2 : Numero de trabalhos publicados com o termo biomarker e

chromatography. Fonte : Periédicos Capes

O objetivo principal da pratica de quantificar varios perfis de fluidos
corporais e constituintes de tecidos tem sido o de definir o bioestado quimico
na saude e na doenca. Isto foi resumido por Jellum (1977) ha muitos anos em
que "parece razoavel supor que se alguém fosse capaz de identificar e
determinar a concentragcao de todos os compostos dentro do corpo humano,
incluindo elevado peso molecular , bem como substancias de baixo peso
molecular, este alguém provavelmente acharia que quase todas as doencas
conhecidas resultariam em alteragcbes caracteristicas da composicéo
bioquimica das células e fluidos corporais”. Tecnologias por espectrometria de
massa de separacdo de biomoléculas e as ferramentas de bioinformatica de
hoje sejam formidaveis , eles sdo provavelmente ainda estdo muito longe de
atingir um inventario completo de todos os constituintes de fluidos e tecidos do
corpo.

Ao longo da historia o desenvolvimento da cromatografia e eletroforese,
muitas vezes nos lembra de que a capacidade de quantificar e velocidade
analitica sdo os ingredientes essenciais de sucesso na aplicacdo de uma



técnica especifica para um problema biomédico significativo. De todos os
métodos cromatograficos, cromatografia em fase gasosa (GC) foi o primeiro a
obter as analises de componentes multiplos de urina e extratos de tecidos,
incluindo acidos alifaticos e aromaticos esteroides, bem como a sua glicina e
conjugados glucuronidicos (Dalgliesh, 1966). Como a maioria das substancias
bioquimicas sédo termicamente Ilabeis, isso sO0 foi possivel apdés o
desenvolvimento de técnicas de derivacdo quimica da amostra que
estabilizaram tais solutos. Um historico do nimero de publicacBes utilizando
GC é mostrado no Grafico 3.
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Grafico 3: Numero de trabalhos publicados com o termo biomarker e GC.

Fonte : Periddicos Capes.

Tornou-se cada vez mais claro a partir da perspectiva de hoje que os
estudos de perfil molecular s6 podem ter éxito se eles prontamente fornecerem,
pelo menos, os seguintes atributos: (Novotny M. 2003)

¢ Resolucao adequada da maioria, se nao todos, os componentes da mistura
importantes;

e Inequivoca estrutural identificacdo / verificagdo dos componentes a serem
medidos e quantificados, e;

e Quantificacao fiavel, com a precisdo de medicdo necessaria, de modo que
os erros de medigdo ndo devem exceder as diferencas genuinas devido
aos perfis individuais distintos dos diferentes sujeitos do estudo.

A maioria das aplicacbes bioquimicas da GC ao longo dos anos 1970
refletem essas metas: desenvolvimento de GC capilar para dosagens
bioquimicas (Novotony, 1971); uma coincidente disponibilidade de sua



combinacdo com a espectrometria de massa (GC-MS) para identificacdo de
metabolitos importantes , e , as melhorias gerais na confiabilidade da GC-
capilar como uma técnica de perfil de exemplo em termos de amostragem e
instrumentacéo (Novotony, 1978).

A maioria destas questbes aparecem em paralelo em um tarde
desenvolvimento de abordagens metaboldmicas baseadas em espectrometria
de RMN (Nicholson, J.K 1989; Nicholson, J.K 1999), uma técnica
inerentemente quantitativo, o qual também fornece a identificacdo estrutural,
ainda com base em principios fisicos diferentes. Em certas aplicacdes, as
técnicas baseadas em RMN apresentam vantagens de uma preparacao
minima da amostra e sua natureza nao-destrutiva, por outro lado, elas s&o
muitas vezes obrigadas a perca pequena, mas biologicamente importante, de
componentes, devido a falta geral de sensibilidade.

Com suas limitagdes inerentes da volatilidade do soluto, a GC capilar e
GC- MS nao poderiam cobrir uma ampla gama de metabolitos polares e outras
biomoléculas. As tentativas para a amostra de derivacdo (Novotny, 1984) para
uma revisao) ou degradacdo de biomoléculas através de pirdlise (J.B.M. Dr.
Oge, 1987) trouxe apenas um progresso relativamente marginal este problema.
Embora o advento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) removeu
as limitagbes de migragBes moleculares para moléculas de ndo- volateis e
grandes, os problemas inerentes a deteccdo e identificagdo de soluto tém
impedido o0 progresso na area. As tentativas anteriores para o rastreio de
fluidos bioldgicos por HPLC produziu sucesso limitado, quando as técnicas de
deteccdo foram largamente favorecendo, solutos fluorescentes, ou
eletroquimicamente ativas para absorcdo de UV, sem a disponibilidade de LC-
MS para a identificacdo estrutural. Um histérico dos trabalhos publicados
utilizando HPLC é mostrado no gréfico 4.
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Grafico 4: Numero de trabalhos publicados com o termo biomarker e

HPLC. Fonte : Periddicos Capes.

Técnicas semelhantes foram também desenvolvidas para outros fluidos
fisiolégicos. Com a alta resolucéo de colunas GC capilar, a disponibilidade de
GC-MS para identificacdo, e as primeiras aplicacbes de quimiometria para
esses perfis complexos (McConnell 1981; Rhodes, 1981), esta parte do campo
estava pronto para aplicacbes biomédicas significativas bem antes da era
gendmica. Enquanto as anteriores técnicas de amostra de enriquecimento
nesta area foram recentemente substituidas por métodos mais quantitativos e
versateis baseados em fibra micro extracdo (Pawliszyn, 1977) e a barra de
agitacdo com abordagem sortiva (Baltussen, 2002; Soini, 2005), esta area
ainda tém significado para os esforcos atuais em metabolémica moderna.

O perfil metabdlico através de GC- MS de compostos polares
derivados, tais como esteroides (Alasandro, 1982) e acidos urinario (Gates,
1978), foram menos comumente perseguido por laboratérios de pesquisa
clinica e biomédica, presumivelmente devido as suas complicacdes
processuais e as dificuldades de interpretacdo de espectros de massa
compostos de derivatizados. Sem duvida, a interface de ionizagdo por
eletrospray (ESI) e assistida por matriz a laser Dissor¢ao-ionizacdo (MALDI). A
espectrometria de massas (MS) durante o final da década de 1980
revolucionou o campo da andlise biomolecular. Ela tornou possivel analisar
proteinas intactas , peptideos, nucleotideos, glicoconjugados, e outras
biomoléculas, dando assim origem aos campos emergentes da protebmica e
suas novas subdisciplinas denominados " glicoprotedmica”,
"neuropeptidémica”, " lipiddomica", etc. melhorias substanciais e graduais em
praticamente todos os aspectos da instrumentacdo MS. Juntamente com as
enormes capacidades de hoje para aquisicdo, processamento e interpretacéo
de dados (bioinformatica), a espectrometria de massas contemporanea,
especialmente os seus instrumentos com capacidade em tandem (MS/ MS),
estdo cada vez mais complementando as técnicas de alto desempenho
(capilar) de separacao que, efetivamente, fracionam e separam as miriades de
moléculas biologicas.

Sempre que € necessaria uma separacdo de misturas biologicas
complexas, técnicas de separacdo capilares sdo quase invariavelmente
empregues em virtualmente todas as investigagbes contemporaneas da
biologia de sistemas. Separacbes capilares na fase condensada tem sua
ligacéo histérica com a evolucdo dos sistemas de separacdo miniaturizados em
cromatografia (Tsuda, 1978; Novotny, 1983; Borra, 1987) e eletroforese
(Jorgenson, 1981) no final de 1970 e inicio de 1980, seguido pela introducdo
mais recente de canais de separacdo microfabricados (Dittrich 2006) e a
chamada abordagem analitica " lab-on- a -chip ". Enquanto a cromatografia
liquida (LC) com colunas de procedimentos para protedmica e metabolémica



usadas hoje em dia, em sua maioria foram desenvolvidas com base no tipo de
pequeno diametro desenvolvido por Karlsson e Novotny (Karlsson, 1988) e
Kennedy e Jorgenson (Kennedy, 1989), algumas tendéncias atuais também
enfatizam o uso colunas monoliticas (para uma revisdo, ver referéncia (Svec,
2004) e de tamanho de particulas cada vez menores, atualmente em 1 -2um
(MacNair, 1997; Patel, 2004). No jargao da prote6mica e metabolémica de
hoje, é cada vez mais comum ouvir falar de sistemas de "microfluxo " (acima
1pl/min) e " nanofluxo " (abaixo de 1pl/min), em vez de os proprios tipos de
coluna, provavelmente devido a sua ligacdo com MS. Além das vantagens de
eficiéncia de LC capilar e eletroforese, existem atributos bioquimicamente
importantes dos sistemas miniaturizados de separacdo (Novotny, 1996), tais
como a sua compatibilidade com o MS, o aumento da sensibilidade de massa
de detectores sensiveis a concentracdo, melhor inércia para biomoléculas
sensiveis, tais como proteinas, durante micro isolacdo, compatibilidade com
pequenas amostras e pequenos objetos biologicos, tais como preparacfes de
disseccdo a laser e as células biolégicas uUnicas (Novotny, 1996). Como
exemplo da aplicagao “state-of-the-art” bioquimicamente importante da década
de 1980, demonstra-se na figura 4, um Cromatograma de esteroides
plasmético em uma coluna capilar (Gluckman, 1984). E um histérico das
publicacdes sobre biomarcadores utilizando cromatografia capilar € mostrado
no gréfico 5.
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Figura 4: Cromatograma de esteroides plasmaticos. (Gluckman, 1984)

Biomarcadores e Cromatografia
Capilar

g
o—o—C

ANTES DE 1981 1981- 1988 1989 - 1996 1997 - 2005 2005 - 2013




Grafico 5: Numero de trabalhos publicados com o termo biomarker e capillary

chromatography. Fonte : Periddicos Capes

9. LIDANDO COM A COMPLEXIDADE DE DADOS
ANALITICOS

9.1 Ferramentas de bioinformética

O sucesso de qualguer abordagem quantitativa baseia-se fortemente no
desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica eficazes confiaveis e de facil
utilizacao .

Esforcos foram investidos pelos pesquisadores quando se trata de
protedmica quantitativa com base na analise LC/MS. Aqui, 0os pesquisadores
concentraram seus esforcos no desenvolvimento de ferramentas de
identificacdo de proteinas e peptideos , e ndo na quantificacdo de dados
adquiridos por LC / MS. Portanto , os pesquisadores individuais, muitas vezes
desenvolvem diversas ferramentas de bioinformética , permitindo uma
interpretacédo de dados automatizada e a avaliagdo dos dados LC/ MS e LC /
MSMS . Até agora , as ferramentas de bioinformatica desenvolvidas para a
quantificacdo de biomarcadores proteémicos adotam uma de duas abordagens:
A primeira baseia-se na identificacdo de peptideos e proteinas, através da
analise LC / MSMS , seguido por quantificacdo de peptideos e
subsequentemente , as suas proteinas correspondentes . A segunda
abordagem é mais global em sua natureza, com foco na comparacédo de todos
os ions em uma andlise LC / MS através de varias ferramentas estatisticas ,
tais como maquinas de vetor de suporte , arvores de decisdo , analise de
componentes principais , e algoritmos genéticos. Tais andlises resultam na
criacdo de uma lista de ions, permitindo a segregacdo das duas amostras
comparadas, ou conjuntos de amostras. (Dittrich, 2006)



10. CONCLUSAO

Os maiores desafios de complexidade bioquimica dos sistemas vivos
estdo sendo gradativamente atendidas através de avancos ha quimica
bioanalitica.

A recente disponibilidade de ferramentas genémicas forneceu impulso
de olhar para diferentes aspectos da expressdo fenotipica, particularmente os
protebmas e metaboldmas. A expansao bioinformatica dos ultimos anos € mais
um meio essencial para lidar com os enormemente grandes conjuntos de
dados gerados através de alta resolucédo de perfis moleculares. Os bancos de
dados e pesquisas tém sido cada vez mais disponiveis para 0 campo da
protedmica, mas os esforcos similares em metabolémica ainda estdo em sua
infancia . A Ciéncia da Separacado e espectrometria de massa desempenharam
papéis enormes em desvendar os atributos moleculares da vida desde o inicio
dos conceitos de "individualidade bioquimica" e " perfil metabdlico ", que foram
formuladas durante a década de 1960.

A medida que a GC e metodologias baseadas em GC - MS
amadureceram agora para a fase de utlizacdo de rotina de forma
automatizada, tornam-se ferramentas muito valiosas para a metabolomica e a
consequente descoberta de novos biomarcadores, em conjunto com as outras
escolhas Obvias , tais como LC - MS e espectroscopia de RMN. Depois de uma
lenta taxa de aceitacdo durante a década de 1980, sistemas miniaturizados (
capilares ) separacdes no estado liquido , ou seja , LC capilar e CE, estdo se
tornando técnicas comuns em praticamente todos os campos referentes a
biologia de sistemas . Enquanto as suas capacidades de lidar com
biomoléculas, efetivamente em niveis baixos sem precedentes, foram
demonstrados anteriormente, foi, sem duvida, a "revolu¢cdo MS " do final dos
anos 1980 e com a chegada de novas técnicas de ionizacdo que deram as
separacbes em nanoescala seu novo significado. Elas agora estéo
incorporadas rotineiramente em todas as principais plataformas analiticas em
protedmica. A énfase recente no perfil molecular de materiais biolégicos tem
sido claramente na melhoria da quantificacéo. Além de ajudar na descoberta de
biomarcadores e futuros usos de diagnostico / prognostico, de técnicas de
analise biomolecular, metodologias quantitativas confiaveis, sem duavida,
respondendo a muitas perguntas adicionais de futuras pesquisas na
biocomplexidade.
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