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RESUMO

A metabolomica investiga modificagcdes de metabolitos em uma célula, tecido ou organismo.
Os aminodacidos representam uma classe de metabolitos importantes em estudos voltados para
o diagnostico precoce de doencas, incluindo o céancer, cujo principal modelo experimental
celular ¢ a levedura Saccharomyces cerevisiae. O benzo[a]pireno (BaP) ¢ considerado um
contaminante prioritario para diferentes agéncias de controle ambiental por ser um composto
comprovadamente carcinogénico para humanos. Portanto, ¢ importante avaliar a interferéncia
de BaP no metabolismo de aminoéacidos com a finalidade de encontrar biomarcadores de cancer.
Neste trabalho, foi desenvolvido e otimizado um novo procedimento de extracdo de
aminoacidos (derivatizados com propil cloroformato/propanol) usando nanotubos de carbono
magnéticos funcionalizados. Foi possivel concluir que o nanotubo hibrido AI15EILS5 e a
dessor¢do sem aquecimento promoveram a melhor extracdo dos analitos. Nos estudos de
exposicao de Saccharomyces cerevisiae, verificou-se, através de curvas de crescimento celular,
que a concentragio de BaP de 25,0 umol L' provocou alteragdes na viabilidade celular,
indicando alteragdes metabdlicas. Um método de cromatografia a gas com detector de
espectrometria de massas utilizando coluna Phenomenex ZB-AAA foi otimizado possibilitando
a determinagdo de 16 aminoacidos (AA) em leveduras expostas e nao expostas ao BaP. O estudo
de alguns parametros de mérito mostrou que o método apresentou boa seletividade e linearidade
na faixa de 0,004 a 50,00 mg L' (R* > 0,9800). Os limites de detec¢iio (LOD) ficaram na faixa
de 0,002 a 0,31 mg L' e os limites de quantificagdo (LOQ), na faixa de 0,004 a 0,41 mg L''. A
determinagdo de AA em células expostas e ndo expostas ao BaP mostrou, por meio de ANOVA
com teste post-hoc de Bonferroni, com intervalo de confianga de 95%, que os aminoacidos
glicina (Gly), serina (Ser), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), asparagina (Asn), acido aspartico
(Asp), acido glutamico (Glu), tirosina (Tyr) e leucina (Leu) diferenciaram estatisticamente os
dois grupos de amostras. Esse resultado confirmou estudos anteriores que revelaram o potencial
desses AA como candidatos a biomarcadores de cancer.

Palavras-chave: Metabolomica de aminoacidos. Nanotubos de carbono. GC/MS.
Benzo[a]pireno. Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Metabolomics investigates changes in metabolites in a cell, tissue or organism. Amino acids
represent a class of important metabolites in studies aimed at the early diagnosis of diseases,
including cancer, whose main experimental cellular model is the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Benzo[a]pyrene (BaP) is considered a priority contaminant for different
environmental control agencies because it is a proven carcinogenic compound for humans.
Therefore, it is important to evaluate the BaP interference in the metabolism of amino acids in
order to find cancer biomarkers. In this work, a new amino acid extraction procedure
(derivatized with propyl chloroformate/propanol) using functionalized magnetic carbon
nanotubes was developed and optimized. It was possible to conclude that the hybrid nanotube
AI15E15 and desorption without heating promoted the best analytes extraction. In studies of
exposure of Saccharomyces cerevisiae, it was found, through cell growth curves, that the BaP
concentration of 25.0 umol L! caused changes in cell viability, indicating metabolic changes.
A gas chromatography method with mass spectrometry detector using a Phenomenex ZB-AAA
column was optimized, enabling the determination of 16 amino acids (AA) in yeasts exposed
and not exposed to BaP. The study of some parameters of merit showed that the method showed
good selectivity and linearity in the range of 0.004 to 50.00 mg L' (R?> 0.9800). The limits of
detection (LOD) were in the range of 0.002 to 0.31 mg L™! and the limits of quantification (LOQ)
in the range of 0.004 to 0.41 mg L''. The AA determination in cells exposed and not exposed
to BaP showed, through ANOVA with Bonferroni post-hoc test, with a confidence interval of
95%, that the amino acids glycine (Gly), serine (Ser), phenylalanine (Phe), proline (Pro),
asparagine (Asn), aspartic acid (Asp), glutamic acid (Glu), tyrosine (Tyr) and leucine (Leu)
statistically differentiated the two groups of samples. This result confirmed previous studies
that revealed the potential of these AAs as cancer biomarkers candidates.

Key-words: Amino acid metabolomics. Carbon nanotubes. GC/MS. Benzo[a]pyrene.
Saccharomyces cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabolomica

Metaboldmica ¢ o estudo do conjunto de metabolitos' e de suas alteracdes em um
sistema vivo, o qual pode ser uma célula (animal ou vegetal), um tecido ou até mesmo um
organismo. A metabolomica se divide em dois grandes ramos: alvo e global. Metabolomica
alvo ¢ responsavel por estudar uma classe especifica de metabodlitos, como por exemplo, o
conjunto de aminoéacidos de um sistema vivo; a abordagem global envolve a varredura completa
(ou da maior parte) dos metabolitos [1]. Existem diversas areas de aplicacdo dos estudos
metabolomicos, tais como na analise clinica, nutri¢do, ci€ncias do esporte, toxicologia e
ciéncias ambientais. Esses estudos sdo feitos em um organismo modelo que deve ser escolhido
criteriosamente para a determinacao dos metabolitos seja do organismo como um todo, de suas
células especificas, fluidos, tecidos e/ou 6rgdos. Um organismo modelo interessante ¢ a
levedura da espécie S. cerevisiae, cuja importancia se relaciona aos estudos de cancer, pois suas
células tem metabolismo similar ao de células tumorais [2,3]. Além disso, proteinas de S.

cerevisiae conservam as mesmas fungdes e sequéncias de aminoacidos de proteinas humanas

[4].

A analise metabolomica segue uma sequéncia de passos que se iniciam com a
interrupgdo metabolica, conhecida como quenching® — que é necessaria para evitar conversio
de metabdlitos ao longo do processo de preparo da amostra, pois, caso isso ocorra, poderdo
surgir problemas na identificagdo de metabolitos em baixa concentracdo e/ou erros na
quantificagdo. O quenching geralmente ¢ feito utilizando baixas temperaturas ou condigdes
extremas de pH. E importante notar que esse processo ¢ apenas para garantir a interrupgio do
metabolismo sem destruir a membrana celular, pois, caso contrario, o vazamento de metabolitos
prejudica a identificacdo/quantificacdo destes. O primeiro e mais conhecido método de

quenching para S. cerevisiae foi o uso de metanol a frio (—40 °C), proposto por De Koning e

! Produtos intermediarios ou finais de processos regulatérios celulares, com massa molar geralmente inferior
a 1000 Da.

2 Processo quimico ou fisico que inativa as enzimas responsaveis pelas reagdes bioquimicas de produgdo €
consumo de metabolitos.
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van Dam [5]. Nesse procedimento, 10 a 15 mL de leveduras crescidas foram borrifadas (usando
seringas sem agulha) com 60 mL de solu¢cdo metanol/agua (60% v/v) a —40 °C, sob agitacdo
constante. No entanto, trabalhos posteriores mostraram perdas consideraveis de metabdlitos

intracelulares nesse protocolo original [6,7].

Villas-Boéas et al. [8] avaliaram a perda de metabolitos intracelulares através de
modificagdes do protocolo original proposto por van Dam. Para efetuar essa avaliagdo,
metabolitos foram determinados no sobrenadante apds centrifugacao de leveduras com metanol
a frio e também por meio da verificagdo da integridade da membrana celular, através de
coloracdo com iodeto de propideo. Foram observadas perdas de metabdlitos através da
membrana celular, com maior destaque para a classe dos acidos organicos e aminoacidos. Com
relacdo a fosfatos de agucares, ndo houveram perdas significativas. A diminui¢ao do tempo de
contato das células com a solugdo de quenching promoveu menor vazamento de alguns
metabolitos (aminoacidos) e maior vazamento de outros (lactato, critramalato e miristato). Isso
indicou que diminuir o tempo de centrifuga¢do pode ser uma boa alternativa para reduzir a
perda de aminoacidos intracelulares causada pelo contato da membrana celular com metanol.
Os autores destacaram que o método original de quenching pode ser utilizado, desde que sejam
tomados cuidados em diminuir o tempo de contato das células com a solugdo de quenching e
evitar lavar o pellet com solucdo de metanol a frio. Outros protocolos de quenching descritos
para S. cerevisiae usam etanol a quente [9,10] (também usado como método de extracdo de
metabolitos), acido perclorico [11], nitrogénio liquido [12] e filtracdo rdpida seguida de

lavagem com agua [7].

Apos o quenching ¢ feita a extracdo dos metabolitos através da lise celular, ou seja,
da ruptura da membrana celular para disponibilizagdo dos metabolitos. Para S. cerevisiae, os
protocolos mais comuns usam metanol a frio puro, etanol a quente (extragdo abrangente de
metabolitos) ou cloroférmio/metanol (eficiente na extragdo de aminoacidos) [6,8];
recentemente também foi proposta a eficiente mistura acetonitrila/agua (1:1 v/v), a —20 °C [7].
Feita a liberacdo dos metabolitos, o passo seguinte ¢ sua identificacdo e/ou quantificacdo, que
pode ser feita por GC/MS (Gas Chromatography/Mass Spectrometry), LC/MS (Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry), CE/MS (Capillary Electrophoresis/Mass Spectrometry)
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e NMR (Nuclear Magnetic Ressonance). Em sequéncia, ¢ feita a analise estatistica dos dados

e, por fim, a interpretacdo bioldgica por meio de metabolomas® [7].

Quando aplicada a estudos de exposi¢ao ambiental, a metabolomica pode fornecer
resultados importantes para avalia¢do toxicoldgica da exposi¢do a contaminantes. Dessa forma,
¢ possivel tragar correlagdes entre a exposi¢ao ambiental e seus efeitos na saide humana, por

exemplo.

1.2 Benzo|a]pireno

O benzo[a]pireno (BaP) ¢ usado como representante de hidrocarbonetos
policiclicos aromadticos (HPAs), por ser considerado como contaminante ambiental
comprovadamente carcinogénico para humanos pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) [13] e classificado como poluente prioritario pela United States Environmental
Protection Agency (US EPA) [14]. Os HPAs sdo constituidos por dois ou mais anéis aromaticos
fundidos e sdo produzidos pela combustdo incompleta da matéria organica, de forma natural e
antropogénica. As principais fontes de HPAs sdo: queima de combustiveis fosseis, escapamento
de veiculos, usinas termoelétricas, aquecimento residencial, incineradores, produgdo de coque
de petréleo, fundi¢do de aluminio e derramamento de 6leo/gasolina [15]. A inala¢do do ar
ambiente ¢ a principal forma de absor¢do desses compostos pelo organismo [16], mas também

ocorre absor¢ao de HPAs pela ingestdo de alimentos contaminados ou por via dérmica [17].

Os HPAs sdao metabolizados principalmente nos rins e figado [18], produzindo di-
hidrodiois e epoxidos, os quais se ligam ao DNA (deoxyribonucleic acid), formando adutos
(complexos volumosos), desencadeando efeitos carcinogénicos. Quinonas também sdo
metabolitos de HPAs e estdo relacionadas com a geragdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que causam danos ao DNA. A metabolizacdo de HPAs ¢ realizada por um conjunto de
enzimas do citocromo P450 (CYP1A, CYPIB, CYP2C e CYP2) [19], conforme mostra a

Figura 1, que ilustra a biotransformagao do BaP.

3 Conjunto dos metabélitos de um sistema vivo.
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Figura 1. Biotransformagdo do benzo(a)pireno formando adutos de DNA como produtos finais

(adaptada de [20]).

De acordo com a legislacdo europeia, os niveis maximos permitidos de BaP sao:
1,0 ng m> no ar (Agéncia Ambiental Europeia, 2013) [21]; 2,0 pg kg em peixes, 6leos e
gorduras; 5,0 ng kg™! em carnes, crusticeos e peixes defumados; 10,0 pg kg' em moluscos e

1,0 pg kg! em alimentos infantis (CE 208, de 04/2005) [22]. Por meio da Regulagio (EU)
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1272/2013, o limite de BaP em o6leos usados na producdo de pneus (ou suas partes) ¢ de
1,0 mg kg'!'; em brinquedos, o limite é ainda menor, 0,5 mg kg™! [23]. J4 a Diretiva 98/83/CE,
fixa o limite maximo de BaP em 0,01 pg L' em 4gua destinada ao abastecimento [24]. No
Brasil, ndo ha uma legislacdo abrangente no controle da exposi¢do ao BaP. Estd em vigor a
Portaria n° 518, de 25 de margo de 2004, do Ministério da Satde, que estabelece o limite
méximo de BaP em 4gua potavel como 0,7 ug L™ [25]; além da Resolugdo RDC n° 2 da Anvisa
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), de 15 de janeiro de 2007, que estabelece a
concentracio final maxima de BaP de 0,03 pg kg' em alimentos que sofrem adi¢io de
aromatizantes de fumaca [26]. Os HPAs e seus metabolitos sdo determinados tanto por

cromatografia gasosa quanto por cromatografia liquida [19].

1.3 Nanomateriais de carbono

Antes de se fazer uma analise cromatografica, € necessario garantir que a amostra
contenha o minimo possivel de interferentes e impurezas, para se evitar desde problemas de
contamina¢do do instrumento analitico até prejuizos na seletividade da andlise. Portanto,
métodos aperfeicoados de preparo de amostras sdo determinantes para correta determinacao
instrumental dos analitos. Nesse contexto, os nanomateriais* como grafenos [27], nanotubos de
carbono (NTCs) [28,29], nanofibras de carbono [30], pontos quanticos de carbono [31], 6xidos
nanoestruturados [32] e nanoestruturas metalorganicas [33] surgiram como ferramentas
versateis em quimica analitica [34,35], principalmente no preparo de amostras complexas, tais
como matrizes bioldgicas [36,37] e ambientais [38,39]. Os nanotubos de carbono tém ganhado
ampla aplicagdo em quimica analitica, por apresentarem grande area superficial e boa
seletividade. Buscando no portal Web of Science pelos termos “nanomaterials” e “sample
preparation ”, foram recuperados 1524 resultados de estudos publicados nos ultimos 11 anos,
103 dos quais foram artigos de revisdo. Como mostrado na Figura 2, o nimero de publicac¢des

por ano tem aumentando.

4 Bstruturas cujo tamanho varia de 1 a 100 nm pelo menos em uma dimensdo.
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Registros

Figura 2. Registros de artigos encontrados no portal Web of Science, de 2010 a 2020, com os termos de busca
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“nanomaterials ” ¢ “sample preparation . Acessado em 5/10/2020.

Os NTCs foram primeiramente preparados por lijama [40] e descritos como tubos
em formato de agulha, de 2 a 50 folhas grafiticas coaxiais, com hexagonos de atomos de
carbono dispostos de forma helicoidal em torno do eixo dos tubos. Apos esse estudo pioneiro,
novas formas de NTCs e suas aplicagdes comegaram a se difundir. Sao conhecidos os nanotubos
de parede simples (SWNT, single-walled nanotubes) e os nanotubos de parede multipla
(MWNT, multi-walled nanotubes), com propriedades eletronicas unicas, alta condutividade
térmica, alta rigidez, baixa densidade e demais propriedades mecanicas que permitem a

producdo de nanomateriais altamente estruturados e uteis em diversas areas [41].

NTCs funcionalizados, ou seja, que contém atomos diferentes do carbono ligados
ao esqueleto do nanotubo, sdo de especial interesse em quimica analitica pois permitem maior
seletividade na extragdo dos analitos de matrizes complexas. Os nanotubos de carbono
magnéticos (mNTCs) hibridos dopados com nitrogénio, sintetizados por Purceno et al. [42],
sao anfifilicos: contém uma parte hidrofilica (regido dopada com atomos de nitrogénio) e outra
hidrofobica (esqueleto carbonico livre). A inser¢do de uma particula de ferro no interior do
nanotubo torna-o magnético e confere facilidade na sua separa¢ao do meio em que ¢ disperso.
Assim, mNTCs sdo muito uteis na extragdo de analitos com ampla faixa de polaridade — muito
comuns em amostras biologicas, por exemplo. Desse modo, pela diferenga de polaridades das

secoes do mNTC, esse nanomaterial pode ser aplicado tanto em solventes polares quanto

23



apolares, assim como na extrag¢ao de analitos polares e/ou apolares [42]. Os mNTCs garantem,
entdo, alta seletividade na separagdo de analitos de matrizes variadas, auxiliando no preparo de

amostras para andlise por GC/MS e demais técnicas analiticas.

1.4 GC/MS em metabolémica aplicada a S. cerevisiae

Muitos metabdlitos sdo de natureza volatil (ou podem ser volatilizaveis) e
termicamente estaveis, assim, a técnica analitica mais adequada para sua determinagao ¢ a
GC/MS, cujas principais vantagens sdo alta sensibilidade e seletividade, a necessidade de
pequenos volumes de inje¢do e o baixo custo de analise [43]. Metabolomas de compostos
volateis de S. cerevisiae ja foram descritos para avaliar, por exemplo, a interferéncia do tempo
de inoculacdo na fermentacdo de leveduras [44], envelhecimento e aroma de cerveja [45], na
qualidade da fermentacdo de vinhos [53] e de paes integrais [48]. Buscando pelos termos “gas
chromatography” e “S. cerevisiae” no portal Web of Science, foram recuperados 396 registros

de publicagdes nos ultimos 11 anos (Figura 3), sendo 10 artigos de revisao.
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Figura 3. Registros de artigos encontrados no portal Web of Science, de 2010 a 2020, com os termos de busca “S.

cerevisiae” e “gas chromatography”. Acessado em 5/10/2020.
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Existem estudos metabolomicos de exposi¢do de S. cerevisiae a condigdes de
estresse, como hipdxia [49], avaliacao da toxicidade de nanoparticulas de 6xido de zinco [50],
exposicao aos contaminantes ambientais 4-metilcicloexanometanol e propileno glicol [51] € ao
BaP, este com o objetivo de examinar a atividade transcricional da enzima CYP51 do citocromo
P450 e de danos ao DNA [52]. S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucaridtico a ter seu
genoma completamente sequenciado em 1996 [1,53]. Diversos estudos sdao descritos na
literatura envolvendo metabolomica de células de S. cerevisiae, com aplicagdes principalmente
na industria fermentativa [47,54-57], na compreensdo do metabolismo celular [58—61] e em

engenharia metabdlica [62—65].

1.5 Derivatizacio de aminoacidos

Aminoacidos sao uma das classes de biomoléculas mais importantes de um
organismo, pois, além de serem constituintes basicos das proteinas, sdo precursores de muitos
hormdnios e neurotransmissores, estdo envolvidos em diagndsticos clinicos, erros inatos do
metabolismo, pesquisa biomédica, ciéncias dos alimentos, dentre outras areas do conhecimento
[66-68]. Os amino4cidos livres® sdo uma classe de metabélitos importantes para o crescimento,
manutengao e reparacao celular. Apesar de ndo serem volateis, € possivel que esses compostos
sejam analisados por GC/MS, desde que seja feita a derivatizagdo de suas estruturas quimicas,
ou seja, a substituicao de grupos funcionais polares por grupamentos mais apolares, volateis e

termicamente estaveis.

Os dois procedimentos de derivatizacdo de aminoacidos mais usados em GC/MS
sdo a sililagdo e a alquilagdo. Na sililagdo, um atomo de hidrogénio 1abil € substituido por um
grupo alquilsilil, através de reagente derivatizante. Os principais reagentes sililantes sdo o N, O-
bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e o N-metiltrimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA). Esse procedimento, apesar de ser muito empregado, apresenta problemas de
estabilidade para alguns derivados, como para arginina. Outra desvantagem ¢ a necessidade de
meios anidros para que a reacdo ocorra, visto que os reagentes sililantes sdo instaveis em meio

aquoso [68].

5 Aminodacidos que nio fazem parte das estruturas das proteinas, ou seja, que estdo livres nos meios intra €
extracelulares.

25



Outra classe de reagentes derivatizantes que recentemente comegou a ser
empregada na derivatizacdo de aminoacidos ¢ a de alquil cloroformatos. Nesse tipo de
derivatizacdo, uma alquilagao converte o grupo carboxilico do aminoacido diretamente a um
¢éster e 0 grupo amino a um carbamato, na presenca do alcool correspondente e piridina [68,69].
Esse procedimento alternativo pode ser empregado em amostras aquosas sem a necessidade de
prévia precipitacao de proteinas, o que confere maior praticidade na sua execugao. Além disso,
a reagao ¢ rapida e os derivados sdo coletados em um solvente organico que pode ser
diretamente injetado no sistema GC/MS [70]. A tabela abaixo mostra as estruturas quimicas

dos derivados formados pelos dois processos de derivatizagao.

Tabela 1. Estruturas quimicas dos produtos de rea¢des de derivatizagdo de aminoacidos com MSTFA e

alquilcloroformatos (adaptada de [68]).

Reagente derivatizante Derivado de aminoéacido formado
NZ
0 S

pd
T

!
MSTFA F3C)J\N’SI )\WO\ /
| R Si—
o \

o O H
Alquil cloroformato )J\ + ROH R O\H/N \HJ\OR’

Cl

Diversos estudos de determinacdo de aminoacidos por GC/MS ja forma relatados.
Procurando pelos termos “amino acid derivatization” e “gas chormatography” no portal Web of
Science, filtrando pelos 11 altimos anos de publicagdes, foram recuperados 344 registros, sendo

que 25 destes foram artigos de revisao (Figura 4).
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Figura 4. Registros de artigos encontrados no portal Web of Science, de 2010 a 2020, com os termos de

busca “amino acid derivatization” e “gas chromatography”. Acessado em 5/10/2020.

Esses estudos abrangem a determinac¢do de aminodcidos em plasma humano [71-
73], urina [74], tabaco [75], extratos de plantas [76], saliva [77], fezes de pacientes [78],
metabolitos de aminoacidos em soro e fluido cérebro-espinhal [79], etc. Em S. cerevisiae, os
estudos envolvendo determinacdo de aminodcidos avaliaram, em geral, a influéncia do
metabolismo de aminoécidos no sabor e aroma de cervejas/alimentos [80-82], efeitos da
assimilagdo de carbono/nitrogénio [83] e da fermentagdo alcodlica no metabolismo de

aminoacidos [84].
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1.6 Aminoacidos como biomarcadores

Segundo Hanahan e Weinberg, nas suas duas célebres revisdes da area de
carcinogénese [85,86], existem caracteristicas bioldgicas que funcionam como marcadores de
cancer: sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, evasdo dos supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, angiogénese, invasdo/metastase,
instabilidade do genoma, inflamag¢dao e modificacdo do metabolismo. Essas alteragdes sdo
observadas ao longo dos estagios de desenvolvimento da doenga e sdo acompanhadas de
modifica¢des nos constituintes biomoleculares tumorais. Assim, analises quimicas através de
ferramentas 6micas, com destaque para a metabolomica, podem apontar substancias candidatas

a biomarcadores® de cancer [87,88].

Aminoacidos podem funcionar como candidatos a biomarcadores de cancer [89—
93], devido ao fato de células tumorais apresentarem alteragcdes metabolicas especificas, nao
observadas em células ndo proliferativas [94]. Estudos ja apontaram alguns aminoacidos como
candidatos a biomarcadores de tipos especificos de carcinomas, tais como: histidina, prolina,
serina, glicina, metionina, isoleucina, alanina, leucina, tirosina, fenilalanina, lisina para cancer
de pulmao [95]; serina e asparagina para carcinoma de c€lulas escamosas orais; serina para
cancer de eso6fago; dcido aspartico para cancer colorretal; histidina para cancer pancreatico [96],
C-manosiltriptofano para cancer de ovario [97], arginina para cancer de mama [98] e sarcosina

para cancer de prostata [99-102].

Em geral, o diagnostico tradicional para identificacdo de cancer € feito por exames
de imagem e/ou por meio de técnicas invasivas de biopsia. Por outro lado, os biomarcadores
podem servir como ferramentas de diagnostico rapido, ndo invasivo, com alta sensibilidade e
baixo custo, auxiliando na melhor qualidade de vida dos pacientes e at¢é mesmo aumentando as
chances de cura, visto que através de um diagnostico a nivel molecular as neoplasias podem ser

identificadas precocemente [103,104].

¢ Entidades (moléculas, células especificas, genes, enzimas, hormonios, etc.) medidas experimentalmente e
que indicam alteragdes em um sistema vivo causadas pela presenca de agentes farmacologicos,
contaminantes ambientais, patologias, dentre outros fatores.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento de extracdo de 17
derivados de aminoacidos usando nanotubos de carbono e aplicar esse procedimento da
determinagdo de aminoacidos por GC/MS em células de Saccharomyces cerevisiae expostas e

nao expostas ao benzo[a]pireno.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método de extracao de derivados de aminoacidos usando nanotubos de
carbono magnéticos;

e Aplicar o procedimento de extracdo na determinagdo por GC/MS de 17 aminoacidos
(L-acido aspartico, L-acido glutamico, L-alanina, L-asparagina, L-fenilalanina, glicina,
L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-prolina, sarcosina, L-serina, L-tirosina,
L-treonina, L-triptofano e L-valina) em células de S. cerevisiae expostas e ndo expostas
ao benzo[a]pireno (BaP);

e Avaliar figuras de mérito do método analitico;

e Encontrar aminoacidos candidatos a biomarcadores de cancer causado por BaP.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1

3.2

Suprimentos e equipamentos

Tubos de ensaio (Prolab, Brasil);

Frascos de vidro transparente com tampa (2,0 mL; NOVA ANALITICA, Brasil);
Bloco de aluminio com 6 pogos (NOVA ANALITICA, Brasil);

Micropipetas (2,0-20,0 uL, 50,0-200,0 uL e 100,0-1000,0 nL; GILSON, USA);
Agitador de tubos tipo vortex (modelo QL 901; BIOMIXER, USA);

Agitador magnético com aquecimento (modelo 752A; FISATOM, Brasil);

Balanga analitica, incerteza de medicdo u = £+ 0,00001 g (modelo AUW220D;
SHIMADZU, Japao);

Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas do tipo quadrupolo (modelo
QP2010 Plus; SHIMADZU, Japao);

Analisador de CHN (Perkin Elemer; EUA);

Espectrometro Raman (Bruker; EUA);

Microscopio eletronico de transmissdo (TECNAI G2-20 Super Twin FEI; USA).

Reagentes, solventes, solucdes e gases

1-propanol (pureza > 99,9%; MERCK, Alemanha)
3-metilpiridina (pureza > 99,0%; MERCK, Alemanha);

Agua ultrapura (ELGA, PURELAB Classic);

Benzo[a]pireno (pureza = 99%; MERCK, Alemanha);

Acetona (pureza > 99%; MERCK, Alemanha);

Cloroférmio (pureza > 99,8%; J.T.Baker, USA);

Etanol comercial 70% m/m (PHARMA, Brasil);

Gas hélio comprimido, pureza de 99,999% (AIR PRODUCTS);
Gas nitrogénio industrial comprimido (AIR PRODUCTS);
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e Iso-octano (pureza > 99,5%; MERCK, Alemanha);

e  Propil cloroformato (pureza = 98%; MERCK, Alemanha);

e Reagente derivatizante 1 (1-propanol 77% v/v; 3-metilpiridina 23% v/v), armazenado a
—4°C;

e Reagente derivatizante 2 (propil cloroformato 17,4% v/v; iso-octano 11,0%;
cloroformio 71,6% v/v), armazenado a —4 °C;

e Solugdo aquosa de hidroxido de sédio (0,3 mol L1);

e  Solugdo de detergente neutro, 5% v/v (CROMOLINE, Brasil);

e Solucao estabilizante (1,0 mL de 1-propanol; 1,0 mL de solugdo fendlica em agua;
328,0 uL de tiodietilenoglicol; 4gua ultrapura até completar o volume de 10,0 mL),
armazenada a —20 °C;

e Solugdo fenolica em 4gua (6,2 mg mL™'; MERCK, Alemanha);

e Solucdo tampao de extragdo (8800,0 pL de agua destilada; 1000,0 pL de tampao
fosfato, 100,0 uL de EDTA; 100,0 uL de PMSF; meio de cultura até completar o volume
de 10,0 mL; MERCK, Alemanha);

e Tiodietilenoglicol (pureza = 99%; MERCK, Alemanha).

3.3 Solucoes padrao

17 padrdes analiticos de aminodcidos (Figura 18, Apéndice) foram obtidos da
MERCK (pureza > 99%), sendo eles L-acido aspartico (Asp), L-acido glutamico (Glu), L-
alanina (Ala), L-asparagina (Asn), L-fenilalanina (Phe), glicina (Gly), L-isoleucina (Ile), L-
leucina (Leu), L-lisina (Lys), L-metionina (Met), L-prolina (Pro), sarcosina (Sar), L-serina (Ser),
L-tirosina (Tyr), L-treonina (Thr), L-triptofano (Trp) e L-valina (Val). O aminoacido L-
norvalina (Norv), obtido pela Merck, (pureza > 99%), foi utilizado como padrao interno (PI).

Inicialmente foram preparadas solugdes-estoque de 1000,0 mg L' de cada
aminoacido em agua, exceto para os aminoacidos Ile, Ser, Phe, Tyr e Trp, que foram dissolvidos
em HCI 0,1 mol L' devido a sua baixa solubilidade em 4gua pura. Em seguida, dilui¢cdes
adequadas foram realizadas de acordo com a estimativa da concentracdo de analitos nas
amostras. Essa estimativa foi feita por comparagao direta com padrdes externos de aminoacidos.

Devido a grande variagdo da concentragdo de aminoacidos nas amostras, foi necessario
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construir curvas analiticas com faixas diferentes. As solu¢des foram preparadas em baldes

calibrados e armazenadas em refrigerador, a 4 °C.

3.4 Sintese e purificacdo de nanotubos de carbono

Os mNTCs usados neste trabalho foram sintetizados no grupo GRUTAM/DQ-
UFMG (sob a supervisdo da professora Ana Paula C. Teixeira), através do método de deposicao
quimica em fase vapor (chemical vapour deposition, CVD) [42]. Foram sintetizados quatro
tipos de nanotubos, nomeados como A15E15, E15A15, A30 e E30. Essa nomenclatura foi
associada ao tipo de gas (fornecedor de atomos de carbono e/ou nitrogénio) utilizado na sintese

de cada mNTC e ao tempo de producdo do material, conforme esta mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de produgdo dos nanotubos de carbono magnéticos.

Nanotubo Processo de produgao Polaridade

A30 acetonitrila (30 min) carater polar

E30 etileno (30 min) totalmente apolar
A15E15 acetonitrila (15 min) — etileno (15 min) anfifilico
E15A15 etileno (15 min) — acetonitrila (15 min) anfifilico

A purificacdo dos nanomateriais ocorreu no Laboratério da RMCA/DQ-UFMG.
Para tal, foi medida a massa de 1,000 g de mNTC e transferida para baldo de fundo redondo
(250 mL) juntamente com 200 mL de mistura 4cido sulfurico concentrado/agua (1:1). O balao
foi imerso em banho de 6leo mineral a 140 °C, por 3 h, sob refluxo (Figura 5). Posteriormente,
a mistura foi diluida em agua ultrapura aquecida a 80 °C, filtrada e lavada com agua quente sob
vacuo, para remocao do excesso de acido. A filtracdo ocorreu até o pH do filtrado se aproximar

a 7,0. Em seguida, o sdlido foi seco em estufa, a 100 °C, por 24 h [105].
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Figura 5. Montagem experimental utilizada na purificagdo de mNCTs.

3.5 Sistema cromatografico

Foi utilizado um cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas do tipo
quadrupolo. O programa de aquecimento ¢ as condigdes do espectrometro foram otimizadas em
trabalho anterior [89]. Foi usada uma coluna Phenomenex ZB-AAA (10 m de comprimento X
0,25 mm de didmetro interno x 0,1 um de espessura do filme) com volume de injecdo de
1,0 uL. Foi empregado hélio como gas de arraste, na vazio de 1,5 mL min™!, com injecdo no
modo SPLIT (1:20). A temperatura do injetor foi de 270 °C e o programa de aquecimento do
forno se iniciou em 70 °C (por 1 min), com taxa de aquecimento de 30 °C min™" até 270 °C (por
3 min). A linha de transferéncia foi mantida em 290 °C e a ionizagado por elétrons aconteceu na
temperatura de 240 °C, na voltagem de 70 eV. A aquisicdo dos ions ocorreu no modo SIM

(selected ion monitoring).
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3.6 Cultivo de células de Saccharomyces cerevisiae, quenching metabdlico, exposicio ao

benzo[a]pireno e preparo do extrato celular bruto

Células de S. cerevisiae [linhagem selvagem BY4741, gen6tipo MATa: his3Al,
leu2A0, met15SA0, ura3A0; obtida da European Saccharomyces cerevisiae Archive for
Functional Analysis (EUROSCARF), no Instituto de Biociéncias da Universidade de Frankfurt,
Alemanha] foram cultivadas no Laboratorio de Radiobiologia do Centro de Desenvolvimento
da Tecnologia Nuclear (CDTN), sob a supervisao da Dra. Maria José Neves, em Belo Horizonte.
Os experimentos se iniciaram com crescimento de um pré-inoculo de leveduras. Para isso, foi
preparado meio de cultura YPG (yeast extract, peptone, glucose) em éagua destilada, com 1%
m/v de extrato de levedura, 2% m/v de peptona e 2% m/v de glicose. O meio foi esterilizado
em autoclave por 15 min a 121 °C e a ele adicionado um in6culo de leveduras ja crescidas. A
cultura foi incubada por 48 h a 30 °C, sob agitagdo de 150 rpm. Apds incubacdo, as células
foram contadas via camara de Neubauer, obtendo-se uma concentragao
de 1,02 x 10® células mL".

Utilizando o pré-inoculo preparado, foram construidas curvas de crescimento das
leveduras na presenca de BaP com o objetivo de escolher a concentragdo de BaP que alterasse
o crescimento celular, porém sem inibi¢do total. Inicialmente, com base nos estudos de
Lee et al. [52], foi testada a faixa de BaP de 1,0 x 10~ a 10,0 umol L™, partindo de uma solucio
estoque de BaP em acetona de 200,0 umol L!. Os experimentos se iniciaram em erlenmeyers
de 2 mL. Cada concentracdo de BaP foi avaliada em triplicata, sendo que cada erlenmeyer
representou um ponto. Aos erlenmeyers foram adicionados volumes adequados de solucao de
BaP e de pré-indculo de células para atingir a concentragao final adequada de BaP e células em
cada ponto da curva. A concentragio de pré-indculo foi mantida igual a 1,27 x 107 células mL!
em todos os erlenmeyers. Os frascos foram tampados com chumagos de algoddo envolvido em
gaze e incubados por 24 h, a 30 °C, sob agitacdo orbital de 150 rpm. Aliquotas foram retiradas
de tempo em tempo, totalizando 72 h de amostragem. A cada tempo, de cada erlenmeyer foram
pipetados 100,0 pL de meio para microtubos em gelo, que foram, em sequéncia, armazenados
em freezer (—20 °C). Terminado o periodo total de 72 h de incubagdo, foram adicionados
900,0 uL. de agua destilada estéril a cada microtubo. Em seguida, volumes de 200,0 uL do
conteudo de cada microtubo foram transferidos para pogos de placas de 96 pogos. As placas,
por sua vez, foram acondicionadas em espectrofotometro para a medida da turbidez do meio

dos pocos, no comprimento de onda de 600 nm. Como controle, foi feita uma curva para células
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na auséncia de BaP e acetona e outra curva para células na presenga de apenas acetona (o
volume de acetona em cada ponto correspondeu ao respectivo volume de solugdo de BaP da
curva feita na presenca de BaP). Esse ultimo controle foi feito para avaliar a interferéncia do
solvente no crescimento celular.

A andlise das curvas de crescimento possibilitou a escolha da concentragdo de BaP
de 25,0 pmol L! para ser fixada no preparo dos extratos celulares. Apds o preparo de novo
meio YPG, as células foram expostas em triplicata ao BaP por 48 h, a 30 °C, sob agitagao de
150 rpm. Posteriormente, as células foram centrifugadas (2000 g, por 5 min), o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com &agua destilada estéril (2000 g, por 5 min). O
sobrenadante foi descartado e, em seguida, adicionou-se meio YNB (yeast nitrogen base )’ ao
frasco, que foi agitado em vortex até a total ressuspensao do pellet. A cultura foi entdo incubada
por 24 h, a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Apds a incubagdo, os frascos de cultura foram
centrifugados a 2000 g, por 5 min e o meio YNB foi descartado, restando o pellet contendo as
c¢lulas de leveduras.

Apos o cultivo celular e separacdo da biomassa bruta de células, foi feito o
quenching metabdlico com nitrogénio liquido. O quenching adotado neste trabalho foi adaptado
de Kim et al. [7]. O pellet final foi divido em porg¢des, as quais foram envolvidas em papel
aluminio e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, a biomassa foi
submetida ao processo de ruptura celular.

O processo de ruptura do involucro celular foi feito por meio da adigao de 1,5 mL
de tampdo de extracdo® e 1,0 g de pérolas de vidro ao frasco de cultura, de acordo com protocolo
descrito por Lushchak ef al. [106]. A lise celular consistiu em seis ciclos de 30 s em agitador
tipo vortex intercalados com 6 ciclos de 30 s em gelo. Para finalizar, os frascos de cultura foram
centrifugados por 5 min a 2000 g. O sobrenadante obtido foi o extrato celular bruto. Os
controles (frasco com apenas meio de cultura e células e outro frasco com apenas acetona e
meio de cultura contendo células) passaram pelo mesmo procedimento total de preparo dos

extratos.

70,67% m/v de base nitrogenada de levedura, 2% m/v de glicose, 0,52% m/v de citrato de sddio, 0,70% m/v
de 4cido citrico; histidina, uracila, metionina (20,0 mg L' cada), leucina (60,0 mg L").

8 Tampdo fosfato de sddio 50 mmol L', pH 7,0; EDTA 1 mmol L' e PMSF 1 mmol L.
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3.7 Derivatizacao e extracao de aminoacidos

A derivatizagdo dos aminodcidos com propil cloroformato/propanol foi feita
seguindo um procedimento otimizado em trabalho anterior [89,107] com a substituicdo da etapa
de extracdo dos derivados de AA por um novo procedimento usando mNTC (Figura 6).
Inicialmente, foi pipetado no tubo de ensaio um volume de 100,0 pL de extrato celular. Em
seguida, foram adicionados 10,0 uL de solucao estabilizante. Posteriormente, o meio foi diluido
com 165,0 uL de agua ultrapura e o padrao interno foi adicionado (100,0 uL. de Norv na
concentragio de 23,0 mg L'!). Entdo, 80,0 uL de DRI (reagente derivatizante 1) foram
adicionados ao frasco de rea¢do juntamente com 120,0 pL de NaOH 0,3 mol L!. O tubo de
ensaio foi agitado por 12 s, aquecido em bloco térmico a 60 °C por mais 12 s e, novamente,
agitado por 12 s (A). Apods essa etapa, foram adicionados 50,0 pL de DR2 (reagente
derivatizante 2) ao meio, repetiu-se (A) e o tubo foi mantido em repouso por 1 min em
temperatura ambiente. Terminado o tempo, efetuou-se mais uma etapa de agitacdo de 12 s
seguida de adi¢cdo de 10,0 mg de mNTC, com agita¢do por 2 min em vortex, para adsor¢dao dos
analitos (AA). Um ima foi aproximado do lado de fora dos tubos contendo os mNTCs e o
sobrenadante (B) foi vertido em outro tubo de ensaio. Os nanotubos foram secos em atmosfera
de nitrogénio e, em seguida, foram adicionados 250,0 puL de iso-octano ao tubo de ensaio. Este
foi novamente agitado em vortex por 2 min para a dessor¢ao dos analitos e um volume final de
100,0 pL de sobrenadante foi pipetado e seco em nitrogénio gasoso até a total evaporacdo da
fase liquida. Foi entdo adicionado um volume de 10,0 puL de iso-octano ao frasco, agitou-se por
12 s e, em seguida, 1,0 pL dessa solugdo foi injetado no cromatdgrafo. O sobrenadante B
também passou por todas as etapas de extragdo para a verificagao da eficiéncia de extragao dos

nanotubos de carbono.
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Figura 6. Fluxograma do procedimento de derivatizagdo dos aminoacidos por propil cloroformato/propanol seguida

de extracdo dos derivados usando mNTCs.



3.8 Validacio dos parametros de mérito do método

Neste trabalho foram avaliadas as seguintes figuras de mérito: seletividade,
linearidade, limite de detecgdo (limit of detection, LOD) e limite de quantificagdo (l/imit of
quantification, LOQ). As figuras de precisdo intermedidria e recuperacdo ndo puderam ainda
ser avaliadas devido a interrup¢do do trabalho causada pela pandemia de COVID-19 e pela
obediéncia ao prazo limite de defesa desta dissertacao.

A seletividade foi verificada pela separagao dos picos nos cromatogramas de
amostras. A linearidade foi avaliada com base na regressdo linear e nos coeficientes de
determinacio (R?) das curvas de calibracdo, construidas em seis niveis de concentragio no
intervalo de 0,004 a 50,00 mg L!, cada nivel em triplicata. Também foi verificado, por meio
de Andlise de varidncia (ANOVA) se o método dos minimos quadrados ordindrios (MQO) se
mostrou adequado na calibragdo das curvas. Para o calculo de LOD e LOQ foram preparadas
dez replicatas independentes do branco analitico: agua ultrapura isenta de aminoacidos e que

passou por todo o procedimento de preparo de amostras.

3.9 Escolha do melhor nanotubo de carbono para a extracio dos derivados de

aminoacidos

Foram testados quatro tipos de nanotubos de carbono: A30, E30, A1SE15 e E15A15.
Cada tipo de mNTC foi empregado seguindo o procedimento descrito na se¢do 3.7. Foram
integradas as areas correspondentes a cada pico cromatografico de aminoacido, as quais foram
utilizadas como padrao de comparagao da eficiéncia de extracdo dos materiais (maiores areas,

melhor capacidade de extracdo dos derivados de aminoécidos).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo de células de Saccharomyces cerevisiae, quenching metabolico, exposicao ao

benzo[a]pireno e preparo do extrato celular bruto

Curvas de crescimento representam o ciclo de vida da célula e sdo construidas com
base na turbidez do meio celular em fun¢do do tempo de cultivo. A turbidez ¢ diretamente
proporcional a densidade 6ptica; quanto maior a densidade Optica, maior a quantidade de células
no meio de cultura. A curva de crescimento varia entre linhagem celulares e apresenta um perfil

teorico de quatro estagios, conforme mostra a figura abaixo.

Fase estacionaria

Fase de
decaimento

Densidade o6ptica
Fase exponencial

Fase Lag

Tempo

Figura 7. Curva de crescimento celular tedrica.
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Neste trabalho, as curvas de crescimento foram realizadas na presenca de diferentes
concentracdes de BaP, através do registro da turbidez a 600 nm, nos tempos indicados. A
concentracdo de BaP ndo pode ser alta a ponto de matar todas as células nem muito baixa a
ponto de ndo interferir no crescimento da levedura. Inicialmente, foi testada a faixa de 1,0 x 10
32 10,0 umol L' de BaP. No entanto, foi observado que em todas as concentragdes usadas o
perfil de crescimento foi semelhante ao controle, conforme mostra a Figura 8. Isto €, o resultado
mostrou que, nas concentragdes incialmente estudadas, o BaP nao interferiu significativamente

no crescimento das leveduras.

64 —=— Células controle
—e— Acetona 5,0% v/v
—4—BaP 1,0 x 10” ymol L™
—v—BaP 1,0 x 107 umol L™
——BaP 0,1 pmol L
44 —<«—BaP 1,0 umol L
BaP 10,0 pmol L™

Densidade éptica a 600 nm
w
1

Tempo (h)

Figura 8. Curva de crescimento de S. cerevisiae na presenca de BaP na faixa de 1,0 x 10 a 10,0 pmol L.

Assim, foi testada outra faixa de concentragdes de BaP, de 75,0 a 500,0 pmol L.

O resultado obtido esta ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Curva de crescimento de S. cerevisiae na presenga de BaP na faixa de 75,0 a 500,0 umol L.

Os resultados apresentados na Figura 9 mostram que as concentragdes maiores do
que 75,0 umol L, exceto 125,0 umol L', impediram o crescimento celular. Esse resultado
indicou a necessidade de nova repeti¢do dos experimentos usando outra faixa de concentragdes

de BaP, de 12,5 a 75,0 umol L' (Figura 10).
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Figura 10. Curva de crescimento de S. cerevisiae na presenga de BaP na faixa de 12,5 a 75,0 pmol L.
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Conforme mostra a Figura 10, o BaP alterou o crescimento celular nas
concentragdes de 12,5 e 25,0 umol L' em relagio ao controle, sem inibir totalmente o
crescimento das células. Houve uma tendéncia de estabilizacdo do crescimento apos 24 h de
exposi¢do das células ao BaP na concentragio de 25,0 pmol L. E necessario escolher o periodo
a partir do qual o crescimento celular se estabiliza, pois, dessa maneira, ¢ garantido que o
metabolismo celular ndo sofra grandes variagcdes que, se ocorressem, afetariam a
reprodutibilidade da quantificagdo dos metabdlitos. Portanto, a concentragio de 25,0 pmol L
foi escolhida para ser fixada nos experimentos de exposi¢cdo ao BaP e o periodo de exposi¢ao

foi fixado em 24 h.

4.2 Caracterizagdo dos nanotubos de carbono magnéticos

A caracterizagdo dos nanomateriais foi realizada pelo GRUTAM/DQ-UFMG.
Foram obtidas imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) para os quatro tipos

de mNTCs, a 200 kV (Figura 11).

Todas as imagens confirmaram estruturas tubulares para os nanotubos (imagens a
direita) e camadas multiplas (imagens a esquerda). A funcionalizacdo através da insercao de
atomos de nitrogénio em A30 foi confirmada pelas imagens em c), que mostram estruturas
curvadas em formato de bamboo causadas pela presenga de nitrogénio; as imagens a) € b)
mostram estruturas de bamboo apenas em algumas secdes dos tubos, o que confirma a
funcionalizacdo parcial dos mNTCs hibridos; ja as imagens em d) ndo mostram estruturas em

bamboo, confirmando e estrutura ndo funcionalizada de E30 [108].

42



Figura 11. Imagens de MET dos nanotubos: a) A15E15, b) E15A15, c) A30, d) E30.
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A espectroscopia Raman foi realizada para confirmar a funcionaliza¢do dos
nanotubos (laser 532 nm, poténcia de 2 mV, 1 varredura s'; BRUKER). Como mostra a
Figura 12, foram observadas bandas D (Disorder) na regido proxima a 1350 cm’!, as quais sdo
associadas a defeitos estruturais causados pela funcionalizacdo de nanotubos. Além disso,
também foram observadas bandas G (Graphite) de alta frequéncia em aproximadamente
1600 cm™! (relacionadas a estruturas altamente organizadas, caracteristicas de nanotubos). As

bandas 2D observadas na regido de 2600 cm™' sdo harmonicas das bandas D [109,110].
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Figura 12. Espectro de Raman para os quatro tipos de mNTCs.

Por fim, a andlise por CHN (carbono, hidrogénio e nitrogénio) determinou o
conteido de nitrogénio nos nanotubos funcionalizados (AI5E15, E15A15 e A30) e a

inexisténcia de nitrogénio em E30, o nanotubo ndo funcionalizado (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado da analise elementar para os mNTCs.

% elementar

Nanotubo C H N
A15E15 82 0 2
E15A15 89 0 1
E30 78 0
A30 91 0 4
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4.3 Desenvolvimento do procedimento de extracdo de aminoacidos

A reacdo de derivatizacao dos aminodacidos foi otimizada em trabalho anterior [89]
e, neste trabalho, o foco foi otimizar as etapas de extragdo dos derivados de aminoacidos usando
0s quatro tipos de nanotubos de carbono magnéticos (mNTCs). A etapa de extracdo liquido-
liquido do trabalho anterior foi substituida pela extracdo com nanotubos de carbono, conforme
procedimento descrito na se¢ao 3.7. Os passos anteriores a essa etapa foram mantidos, com
apenas pequenas variagdes nos volumes de solvente e solugdes feitas para adequacgao ao tipo de
frasco escolhido (tubo de ensaio). Cada tipo de mNTCs foi testado separadamente na extracao
de 17 aminoacidos de uma mistura padrao (Figura 13). Nesses testes, a dessor¢ao dos analitos

foi feita em temperatura ambiente.

7,5x10°
7.0x1 06 i . [] simNTC (extragao liquido-liquido)

. [ a1se15
6,5x10° B 230
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Aminoacido
Figura 13. Estudo comparativo da extragio de aminoacidos derivatizados com propil

cloroformato/propanol usando quatro tipos de mNTCs e extracao liquido-liquido.

O resultado mostra que o mNTC A15E15 foi o mais eficiente para a extra¢ao dos

derivados de aminodcidos (com base nas 4reas dos picos cromatograficos), exceto para Asn,
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Ser e Trp. Para Asn, os mNTCs E15A15 e A15E15 praticamente apresentaram o mesmo
desempenho na extracdo. EISA15 proporcionou o melhor resultado para a Ser; para o Trp, a
extracdo com NTC nao foi mais eficiente do que a extracao liquido-liquido. O maior rendimento
obtido com a extracdo por nanotubos hibridos pode ser explicado pela interagdo diferenciada
das se¢cdes do mNTC com os derivados de aminoacidos. Embora a reagdo de derivatizagao tenha
adicionado os mesmos grupos funcionais em todos os aminoacidos, estes tém estruturas
originais com diferentes polaridades e que sdo mantidas apds a derivatizagcdo. Logo, os
derivados também apresentam polaridades distintas e o carater anfifilico dos mNTCs A15E15
e E15A15 promoveu boa interacdo da se¢do hidrofilica com os derivados mais polares e da

secao hidrofobica com os derivados mais apolares [42].

Foi estudado o efeito do aquecimento na eficicia da dessor¢do dos analitos. Cabe
ressaltar que o aquecimento pode melhorar a dessor¢do, mas apresenta como inconveniéncia o
aumento do tempo total do procedimento de preparo de amostras. Temperaturas elevadas
podem acarretar perdas dos derivados de aminoacidos por volatilidade, portanto, foi testada a
dessor¢do com aquecimento a temperatura de 60 °C. Os resultados obtidos estdo apresentados

na Figura 14.
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Figura 14. Influéncia da dessor¢do com e sem aquecimento para analise dos aminoacidos

derivatizados com propil cloroformato/propanol e extraidos com mNTCs A15E15.
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Nota-se que para a maioria dos aminoécidos a dessor¢ao sem aquecimento implicou

em melhor eficiéncia da extragdo, comprovando que o aquecimento pode causar perdas por

volatilidade para a maioria dos derivados de aminoacidos. Os aminoacidos Pro, Asn, Thr e Trp

apresentaram diferenca de areas comparativamente pequena, o que indica que os processos de

dessor¢ao com ou sem aquecimento ndo afetam a quantificagdo desses analitos. Como o melhor

resultado foi a dessor¢do sem aquecimento, todos os demais experimentos foram realizados

usando essa condic¢ao de dessorcao.

4.4 Avaliacao de figuras de mérito do procedimento analitico

A Tabela 4 mostra os tempos de retencdo e as respectivas razdes massa/carga de

cada aminoécido derivatizado na solugio padrio de 20,0 mg L.

Tabela 4. Tempos de retencdo cromatografica e razdes m/z dos derivados de aminoacidos analisados

por GC/MS.
Pico Aminoacido Tempo de. retengao m/z de identificag¢do M/.Z de ~
(min) quantificacdo
1 Ala 3,251 130 88 70
2 Sar 3,338 130 88 116
3 Gly 3,383 116 74 102
4 Val 3,631 116 158 72
PI Norv 3,782 158 72 116
5 Leu 3,878 172 86 116
6 Ile 3,943 130 172 74
7 Thr 4,167 101 74 143
8 Ser 4,202 86 73 60
9 Pro 4,283 70 156 114
10 Asn 4,392 69 155 113
11 Asp 4,966 216 88 130
12 Met 4,992 61 101 56
13 Glu 5,343 84 230 170
14 Phe 5,367 74 91 120
15 Lys 6,664 170 84 128
16 Tyr 7,135 107 206 164
17 Trp 7,429 130 131 77
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A seletividade do método foi avaliada pela separacdo cromatografica e pelas

relagdes m/z de identificacdao e quantificacdo dos ions de cada analito na amostra real. Esses

resultados foram comparados com a analise dos aminodcidos contidos na solu¢ao padrao

(Figura 15).

Intensidade absoluta
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Figura 15. (A) Cromatograma obtido no modo SIM dos 17 padrdoes de aminodcidos, cada um na
concentragdo de 20,0 mg L': 1-Ala, 2-Sar, 3-Gly, 4-Val, PI (padrio interno), 5-Leu, 6-Ile, 7-Thr, 8-Ser,
9-Pro, 10-Asn, 11-Asp, 12-Met, 13-Glu, 14-Phe, 15-Lys, 16-Tyr, 17-Trp. (B) Cromatograma de extrato de

leveduras expostas ao BaP (25,0 umol L),

48



De maneira geral, os picos dos analitos foram bem separados no cromatograma de
padrdes, com excegao de Asp e Met (picos 11 e 12). No cromatograma de amostras houve boa
separacao para a maioria dos aminodcidos, porém Sar nao foi detectada. Alteragdes na taxa de
aquecimento do forno cromatografico foram testadas, mas ndo apresentaram melhorias na
separagdo, pois apesar de melhorarem a coeluicdo de Asp e Met, prejudicaram a separagdo dos
demais picos. Porém, as razdes m/z para qualificagdo e quantificagdo dos AA derivatizados

estudados possibilitaram uma boa seletividade para o método.

Para avaliar a linearidade do procedimento analitico, foram plotadas 17 curvas de
calibragdo com padrdes externos. As faixas de trabalho foram escolhidas pela andlise por
GC/MS de uma amostra de extrato de levedura controle com o objetivo de estimar a
concentracdo dos analitos por comparagdo direta com solucdo padrao de aminoacidos
(20,0 mg L. O resultado mostrou concentragdes extremamente variadas de aminoécidos, na
faixa de 1,0 a 250,0 mg L' (Tabela 5). Assim, trabalhar com a inje¢io das amostras sem
dilui¢do acarretaria problemas no equipamento, tais como o grande acimulo de residuos na
camara de injecdo, na fonte de ions, saturagdo do detector, etc. Para evitar isso e trabalhar com
faixas menores de concentracdo, foi feita a diluicdo dos extratos de leveduras em um fator de

10 vezes. Desse modo, as faixas de trabalho propostas variaram de 0,10 a 50,0 mg L.

Foi aplicado o Teste F' para verificar a homogeneidade das variancias dos valores
de areas utilizados na construcao das curvas de calibragao de cada AA. Os resultados mostraram
que Ser, Met, Glu, Trp, Val e Lys ndo sao homocedasticos, ou seja, que apresentaram
heterocedasticidade, portanto foi utilizado o modelo de regressao pelo método dos minimos
quadrados ponderados (MQP), considerando o intervalo de confianga de 95%. Os graficos das

curvas de todos os AA quantificados estdo no apéndice (Figuras 19 e 20).
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Tabela 5. Analise exploratoria por GC/MS da concentragdo de aminoacidos em extrato ndo diluido de levedura controle por comparacao direta com solucio padrao

de aminoécidos 20,0 mg L.

Acetona + células BaP 25 pmol L! + células Controle (células)
L n=3 n=3 n=3

Aminoacido C . c c

média s e A edia o media A nedia 5 media
(mg L) (mg L) (mg L)

Ala 16,79 0,88 126,87 14,57 0,30 110,08 16,38 0,58 123,74
Gly 1,03 0,08 11,54 0,85 0,01 9,58 1,32 0,05 14,79
Val 1,46 0,08 12,40 1,39 0,02 11,82 3,09 0,07 26,29

Leu 0,26 0,01 2,32 0,27 0,01 2,39 0,44 0,01 3,87

Ile 0,58 0,07 5,78 0,43 0,01 4,35 0,61 0,03 6,12
Thr 0,82 0,09 22,59 0,72 0,12 19,83 0,65 0,05 17,84
Ser 2,66 0,14 245,80 2,61 0,06 240,98 2,96 0,04 272,97
Pro 2,52 0,16 14,04 2,36 0,04 13,11 2,22 0,08 12,37
Asn 0,77 0,06 24,98 0,82 0,04 26,42 0,54 0,02 17,50

Asp 0,41 0,04 6,40 0,74 0,03 11,65 0,33 0,08 5,21

Met 0,20 0,01 1,77 0,20 0,01 1,77 0,11 0,02 0,93
Glu 10,48 1,09 215,85 9,12 1,01 187,80 9,88 1,18 203,42
Phe 0,87 0,28 11,12 1,96 0,50 25,09 1,67 0,71 21,34
Lys 3,72 0,47 122,28 4,62 0,30 151,97 4,99 1,11 163,87
Tyr 2,08 0,26 47,62 3,10 0,17 71,04 3,56 0,80 81,75

Trp 0,07 0,03 6,45 0,10 0,04 9,65 0,10 0,04 9,66
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O AA Trp apresentou comportamento nao linear mesmo ap6s a remocao de outliers
e aplicacao dos modelos de regressao por MQP e quadratico aos dados de area e concentragao.

Portanto, nova curva de calibracdo sera efetuada para Trp.

A sensibilidade do método foi avaliada através do calculo dos limites de detecgdo

e quantificacdo usando as equagdes abaixo, conforme o guia da Eurachem [111]:

LOD =y + 35(') n =10 replicatas de cada amostra analisada
LOQ=y+ IOS(‘) y =média das areas dos picos referentes a 10 replicatas do branco

Cs, s, = desvio padrdo das areas dos picos referentes a 10 replicatas do branco
com $, = ﬁ s, = desvio padrio corrigido

Os resultados dos calculos de LOD e LOQ para cada analito estdo mostrados na
Tabela 6. Esses valores ficaram muito inferiores a faixa encontrada no trabalho anterior (LOD
entre 0,04 a 1,60 mg L!; LOQ entre 0,08 a 2,76 mg L) [89]. Isso indica que houve aumento
da sensibilidade do método GC/MS otimizado para a analise de derivados alquilados de

aminoacidos usando extragdo por mNTCs em comparacao a extracao liquido-liquido.
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Tabela 6. Faixas lineares, equacdes das retas, coeficientes de determinagao das curvas de calibracdo e LOD/LOQ de cada derivado de aminoacido analisado.

Aminoacido Faixa linear (mg L) Equacdo da reta R LOI; (:ml%L ) LO% (:ml%L )
Ala 0,41 a 25,00 y=20,1620x + 0,1607 0,9958 0,31 0,41
Sar 0,30 a 1,00 y=10,1104x + 0,0366 0,9905 0,19 0,30
Gly 0,04 a 5,00 y=10,1404x — 0,0987 0,9949 0,03 0,04
Val 0,04 a 5,00 y=20,1929x — 0,1505 0,98483 0,03 0,04
Leu 0,02 a 1,00 y=20,1647x + 0,0627 0,9964 0,008 0,02
Ile 0,02 21,00 y=10,8979x + 0,3277 0,9991 0,01 0,02
Thr 0,16 a 5,00 y=0,0437x —0,0144 0,9985 0,10 0,16
Ser 0,05 a 50,00 y=0,0703x — 0,0553 0,9931 0,03 0,06
Phe 0,004 a 5,000 y=1,2392x - 0,1293 0,9961 0,002 0,004
Pro 0,03 a 5,00 y=0,3018x — 0,2554 0,9910 0,02 0,03
Asn 0,19 a 5,00 y=10,0622x — 0,0417 0,9937 0,13 0,19
Asp 0,07 a 5,00 y=0,0664x — 0,0004 0,9800 0,03 0,07
Met 0,02 a 1,00 y=10,0086x —0,0116 0,9807 0,009 0,02
Glu 0,22 a 50,00 y=0,0400x — 0,0237 0,9989 0,15 0,28
Lys 0,19 a 50,00 y=0,0424x — 0,0636 0,9397 0,11 0,22
Tyr 0,004 a 10,000 y=10,5925x +0,0313 0,9902 0,002 0,004
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4.5 Analise de amostras reais

Foram analisados extratos de leveduras em quatro condigdes: leveduras sem

exposicdo ao BaP (controle), leveduras expostas ao BaP 25,0 pmol L e leveduras expostas a

acetona (solvente do BaP). Os resultados da analise por GC/MS desses extratos diluidos em

agua, num fator de 10, sem correcdo da diluicao, estao ilustrados na Tabela 7.

Tabela 7. Concentracdes de aminoacidos (+ desvio padrdo, n = 3) derivatizados por propil

cloroformato/propanol, extraidos por mNTCs e analisados por GC/MS nos extratos S. cerevisiae.

Concentragdes de amino4cidos (mg L")

Faixa linear de

Células expostas ao BaP

Aminoacido trabalho Células com acetona 5.0 1 Células controle
R ,0 umol L
(mgL™)

Ala 0,41 a 25,00 34,56 + 10,85 33,86 £ 27,69 43,23 + 12,07
Gly 0,04 a 5,00 2,22 £ 0,14 1,51 + 0,24 2,97 £ 0,05
Val 0,04 a 5,00 3,27 £ 0,08 2,84 £ 1,67 6,83 £ 2,12
Ile 0,02 a 1,00 <LOQ <LOQ <LOQ
Ser 0,05 a 50,00 8,05 + 0,09 3,32 +£ 0,37 12,16 £ 0,16
Phe 0,004 a 5,000 0,28 + 0,01 0,23 + 0,03 0,43 + 0,00
Pro 0,03 a 5,00 3,06 + 0,05 1,91 £ 0,43 2,81 +£ 0,09
Asn 0,19 a 5,00 3,45 £ 0,04 2,68 £ 0,18 3,61 £ 0,01
Asp 0,07 a 5,00 0,48 + 0,14 1,21 £ 0,45 0,30 + 0,06
Met 0,02 a1,00 0,61 + 0,05 0,21 + 0,02 0,249 + 0,003
Glu 0,22 a 50,00 20,20 + 2,92 12,22 + 0,35 21,17 £ 0,17
Lys 0,19 a 50,00 7,34 + 0,24 7,03 + 0,68 7,46 £ 0,28
Tyr 0,004 a 10,000 0,328 + 0,001 0,966 + 0,146 0,419 + 0,004
Leu 0,02 a 1,00 0,70 + 0,04 0,34 + 0,11 0,90 + 0,03
Thr 0,16 a 5,00 3,93 + 0,46 3,12 +£ 0,51 3,97 £ 0,56

Como esta mostrado, alguns aminoacidos (Ala, Val e Ile) ndo se encaixaram dentro

da faixa linear das suas respectivas curvas de calibragdo. Desse modo, esses analitos foram

excluidos da analise quantitativa. Novas faixas de trabalho serdo avaliadas para estes AA.

Como mostram os resultados, o perfil de concentragdes de aminodcidos nas

amostras ¢ muito variado, isso dificultou a otimizacdo de fatores de diluicdo das amostras e

faixas de concentracdo abrangentes. Além disso, o limite de detec¢ao instrumental também se
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mostrou como um fator limitante para que alguns AA pudessem ter na curva de calibracao
concentragdes inferiores a 0,01 mg L'. Na Tabela 8 sdo mostrados os resultados de

concentragdo para os aminoacidos quantificados, corrigida a diluigdo.

Tabela 8. Concentragdes de aminoacidos (n = 3) derivatizados por propil cloroformato/propanol,

extraidos por mNTCs e quantificados por GC/MS em extratos de S. cerevisiae (com correcdo de

diluicdes).
., .. Células com acetona Células expostas 2_110 BaP Células controle
Aminoacido (mg L) 25,0 pmol L (mg L)
(mg L")
Gly 22,16+1,41 15,11+£2,38 29,69+0,46
Ser 80,49+0,93 33,17+3,67 121,61+1,57
Phe 2,80+0,08 2,30+0,31 4,34+0,03
Pro 30,59+0,48 19,14+4,28 28,06+0,92
Asn 34,53+0,43 26,83+1,85 36,15+0,13
Asp 4,83+1,37 12,08+4,45 3,04+0,62
Met 6,11+0,55 2,14+0,24 2,49+0,03
Glu 201,96+29,16 122,23+3,46 211,66+1,68
Lys 75,04+2,68 71,66+7,63 76,47+3,13
Tyr 3,28+0,01 9,66+1,46 4,19+0,04
Leu 6,97+0,36 3,38+1,10 9,05+0,30
Thr 39,25+4,65 31,224+5,05 39,72+£5,56

O aminodcido Sar ndo foi detectado no conjunto de aminoacidos, o que pode ser
explicado pela sua rapida degradacdo em Gly pela enzima sarcosina desidrogenase, ja relatada

na literatura [112], ou por perdas desse aminoacido durante o preparo de amostras.

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado, verificando-se que os dados de concentracao
seguiam uma distribui¢do normal. Em seguida foi feito o teste de Cochran, o qual mostrou que
os dados eram homocedasticos. Todos os testes foram feitos no intervalo de confianca de 95%.
Sendo os dados normais e homocedasticos, ANOVA one-way pdde ser aplicada para verificar
se a concentracdo de aminoacidos estava estatisticamente diferente nas leveduras expostas e
ndo expostas ao BaP e a acetona. Os resultados mostraram que apenas Thr ndo apresentou

concentracdo com diferenca significativa entre as amostras de levedura.

Em seguida, foi aplicado o teste post-hoc de Bonferroni, de comparagdo multipla

de pares de médias, a esses mesmos dados de concentracdo para identificar quais variaveis
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influenciaram na diferenca estatistica observada na ANOVA. Os resultados estao apresentados

na Tabela 9.

Tabela 9. Teste de Bonferroni aplicado a concentragdes de AA (n = 3) que apresentaram resultados

estatisticamente diferentes no teste ANOVA (p = 0,05).

Significancia das interagdes

AA BaP x acetona Controle x acetona Controle x BaP
Gly 1 1 1
Ser 1 1 1
Phe 0 1 1
Pro 1 0 1
Asn 1 0 1
Asp 0 0 1
Met 1 1 0
Glu 1 0 1
Tyr 1 0 1
Leu 1 1 1

Significancia 1 = niveis diferenciaram amostras
Significancia 0 = niveis ndo diferenciaram amostras

Significancia igual a 0 indica que ndo hé diferenga estatistica entre as médias dos
niveis comparados, enquanto 1 significa que ha diferenca. Portanto, para Gly, por exemplo, o
resultado mostra que os trés conjuntos de c€lulas estudados, “células + BaP”; “células + acetona”

e “células controle”, sdo significativamente diferentes com 95% de confianca.

Através da combinagao dos resultados dos dois testes (ANOVA e Bonferroni), foi
observado que os aminoacidos Gly, Ser, Phe, Pro, Asn, Asp, Met, Glu, Tyr e Leu foram capazes
de diferenciar estatisticamente, em um intervalo de confianca de 95%, leveduras expostas e ndo

expostas a BaP e acetona.
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4.6 Interpretacdes bioquimicas

A Figura 16 mostra os valores de concentracdes de AA que apresentaram diferenca

estatistica significativa entre os niveis “células + BaP”, “células + acetona” e “células controle”

nas amostras de S. cerevisiae.

240
225 ,
210 - I células controle
]gg: células + BaP
165 - células + acetona
150 -
135 -
120 -
105 -
90 -
75
60 -

E3
30 A =]
15 1
Gly Se

A\
A\

Concentracdo (mg L™)
A\

r Phe Pro Asn Asp Met Glu Tyr Leu
Aminoécido

Figura 16. Aminoacidos derivatizados que apresentaram diferenca estatistica entre os grupos de
amostras “células + BaP”, “células + acetona” e “células controle”, segundo ANOVA, com intervalo de

confianca de 95%, n = 3.

As amostras de células crescidas na presenga de acetona apresentaram maiores
valores de concentragdo para a maioria dos aminodcidos (Gly, Ser, Pro, Asn, Met, Glu e Leu)
em relacdo as células expostas ao BaP, indicando que a acetona provocou aumento na
biossintese desses AA. Isso pode ser explicado pela metabolizagao de acetona por S. cerevisiae,
jareportada por Dyrda et al. [113]. Embora ainda seja necessario investigar, a biotransformagao

de acetona pelas leveduras pode gerar acetato. Células de S. cerevisiae t€m o ciclo do glioxilato
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operante (Figura 17) [114], o que pode explicar a maior produ¢do de aminoacidos na presenca
de acetona. A possivel metabolizagao do solvente pelas leveduras aumenta a biossintese de
acetato que, ap6s esgotada a glicose do meio, na presenca de ATP e CoA, produz acetil-CoA.
Através da enzima isocitrato liase, glioxilato ¢ formado a partir de acido isocitrico. Glioxilato,
por sua vez, na presenca de Acetil-CoA e da enzima malato sintase, forma malato (que ¢
convertido em fosforilpiruvato, fornecendo aminoacidos e varios outros constituintes celulares
através da via glicolitica) e oxaloacetato (que continua alimentando o ciclo de Krebs, mantendo

a biossintese de aminoacidos a partir dos intermediarios desse ciclo) [115].

Acetato
Citrato
Oxaloacetato
+1/20, cis-aconitato
Acetato
Malato
Isocitrato
Glioxilato

Succinato

Figura 17. Ciclo do glioxilato.

Com exceg¢do de Asp e Tyr, todos os outros AA apresentaram maiores valores de
concentragdo nas células controle do que em células expostas ao BaP. Met ndo teve
significancia no teste de Bonferroni para o par de niveis controle x BaP (Tabela 9), o que mostra
que Met ndo mostrou diferenca estatistica para esses niveis. Portanto, pode-se sugerir que Met
apresentou comportamento bioquimico estatisticamente igual tanto nas células controle quanto
nas células expostas ao BaP. Apesar de BaP estar relacionado com a formagdo de adutos de
DNA e de afetar o balango redox das células, a completa correlagdo desses processos com o

cancer ainda requer maior compreensao do ponto de vista metabolico. Embora em células de S.
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cerevisiae BaP seja cerca de 50 a 100 vezes menos toxico do que em células de mamiferos, o
composto apresenta os mesmos efeitos em células de leveduras: danos ao DNA e perturbagao
da cadeia transportadora de elétrons [116]. No entanto, ainda ndao existem estudos que
interpretem as modificagdes nas vias metabolicas de AA causadas pela exposigdo das leveduras
ao BaP. Para propor interpretagdes bioquimicas que expliquem o efeito de diminuicao da
concentracdo da maioria dos AA nas células controle, igualdade para Met e aumento para Asp
e Tyr, serd necessario correlacionar as vias anabdlicas/catabolicas de AA ja elucidadas [3] com
conclusdes obtidas a partir da gendmica e transcriptomica da exposicao de S. cerevisiae ao

BaP [116].

Ha estudos que apontam alteragdes de aminodacidos livres em plasma de pacientes
com cancer: Gly, Ser, Phe, Pro, Asn, Leu, Met, Tyr e Phe (cancer de pulmao) [95,117,118];
Phe, Asn, Met, Tyr e Leu (cancer de intestino e colorretal); Gly, Ser, Phe, Pro, Met, Tyr (cancer
de mama); Leu (cancer de prostata) [117]. E também ha estudos comprovando a correlagao
entre BaP e neoplasias pulmonares [119,120]. O atual trabalho mostrou, pelo teste de
Bonferroni, que para Met ndo ha diferenca estatistica entre células expostas e ndo expostas ao
BaP. Todos os demais AA, em conformidade com a literatura, diferenciaram estatisticamente
células de leveduras expostas e ndo expostas ao BaP e, portanto, s3o potenciais candidatos a

biomarcadores de cancer.

4.7 Estudos de metabolomica envolvendo benzo[a]pireno

Os estudos de metaboldmica da exposi¢cdo ao BaP relatados na literatura buscaram
compreender principalmente alteragdes nas vias de metabolizagdo de aminoacidos, agucares e
lipideos. Por meio das modificagdes metabolicas, esses estudos possibilitaram melhor
compreensdo dos mecanismos de toxicidade do BaP e apontaram candidatos a biomarcadores

de exposi¢do, conforme descrito a seguir.

Recentemente, foi investigada a capacidade de degradagdao de BaP e outros HPAs
por micro-organismos presentes em solos corrigidos com biocarvao. Através da andlise de
metabolitos no solo, foi possivel concluir que o efeito conjunto de biocarvao e raizes de plantas
pode atuar no metabolismo dos micro-organismos e sua capacidade de degradar HPAs [121].

Também ja foi descrito que o estresse causado por HPAs afeta a diversidade dos micro-
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organismos do solo Rhizobacter, Sphingobium, Mycobacterium, Massilia, Bacillus e
Pseudarthrobacter, os quais podem ser usados como indicadores de contaminacao por HPAs
[122].

A toxicidade de BaP em células de bexiga foi reportada por Verma et al. [123],
através de um estudo de metabolomica global, no qual foram identificados mais de 200
metabolitos. Foi observado que um intermediario de biossintese e degradagao do aminoacido
prolina, o P5C (acido 1-pirrolina-5-carboxilico), apresentou alteracdo significativa em todas as
condi¢des de exposicao. PSC ¢ conhecido como regulador na manutengdo dos estados redox da
célula e esta envolvido na biossintese de nucleotideos, através da produgao de fosforil-ribosil-
pirosfosfato (PP-ribose-P). Em tumores, a sintese de aminodcidos ndo essenciais ¢ comum e,
através desse estudo, os autores puderam apontar um intermediario da via de metabolizagdo da
prolina como candidato a biomarcador de toxicidade do BaP. Zhang et al. [124] estudaram o
efeito de BaP (um dos contaminantes mais abundantes em particulas de PM25°) no metabolismo
de células alveolares humanas (A549) e constataram que o contaminante induziu inflamagao
nas células, ativando o metabolismo de fosfolipideos, esfingolipideos e acidos graxos livres.
Foi observado aumento da atividade da fosfolipase A2 (PLA2), sugerindo que essa enzima pode
ser um alvo de drogas que atuem em lesdes pulmonares induzidas pela exposicdo a PMas.
Alteracdes metabolicas causadas pelo BaP em material fecal também ja foram estudadas com
o objetivo de entender a influéncia do contaminante no desenvolvimento de cancer de intestino,
pelo fato de BaP estar presente em alimentos contaminados. Através de um estudo de
metabolomica de compostos volateis (volatoma), Defois et al. [125] demonstraram que BaP
alterou o volatoma microbiano de maneira dependente da dose de exposicao. Outros estudos
também avaliaram correlagdes entre BaP e cancer de bexiga [126,127], cancer de pulmao [128—
130] e alteragdes no metabolismo dos sistemas respiratorio, nervoso € hepatico humanos
[16,131].

Chen et al. [132] avaliaram o metabolismo de ostras da espécie Pinctada martensii
expostas ao BaP (poluente amplamente presente no ambiente marinho). Foi constatado que BaP
na concentracdo de 10 pg L' causou alteragdes no metabolismo energético, na regulacdo
osmoética e na resposta imune dos micro-organismos. Foi possivel estabelecer alguns

metabolitos candidatos a biomarcadores de exposicao, tais como arginina, treonina, glutamina,

® Material particulado com didmetro aerodindmico inferior a 2,5 um.
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leucina, isoleucina, valina, fosfocolina, malonato, acetoacetato e glicose — os quais podem
ajudar a entender melhor os mecanismos de toxicidade do BaP.

A Tabela 10 resume a metodologia envolvida na determinagdo dos metabolitos
estudados nos trabalhos descritos acima e de outros estudos relevantes envolvendo BaP e
metaboldmica. Embora estudos de gendmica da exposi¢ao de S. cerevisiae ao BaP ja foram
relatados [52,116], ainda nao ha estudos que avaliaram as alteragdes metabolicas em S.
cerevisiae causadas pela exposi¢cdo ao BaP, o que torna o atual trabalho inédito e relevante

nessa abordagem.
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Tabela 10. Principais trabalhos de metabolomica da exposi¢ao de organismos ao BaP e suas metodologias.

Organismo Metabolitos Condi(;(?ef de Quenching/t?x'tragéo de Rgaggnte TéCI,li.ca Referéncia
exposicao metabolitos derivatizante analitica
Bacteroidetes.p, Carboidratos, acidos Plantas cultivadas Metanol/agua (3:1 v/v) Cloridrato de GC/TOF- Xiaona Li ef al.
Alphaproteobacteria.c, benzoicos, acidos em solo contendo metoxiamina em MS [121]
Chloroflexi.p, organicos, acidos biocarvao e piridina/BSTFA-
Patescibacteria.p, graxos saturados, contaminado com TMCS
Actinobacteria.p, Ver aminodcidos (238) BaP 5,0 mg kg'!;
rucomicrobia.p 100 dias de cultivo
Células epiteliais primarias  Metabolitos de Células Metil tert-butil Cloridrato de GC/MS Verma et al. [123]
de bexiga (isolados de aminoacidos, lipideos,  contaminadas com éter/metanol (10:3, v/v);  metoxiamina em
porcos recém abatidos) glutationa e de BaP (0,5,5¢ metil fert-butil piridina/MSTFA
degradagdo de 10 pmol LY por 6,  éter/metanol/agua
nitrogénio (mais de 24 ¢ 48 h. (10:3:2,5 v/v)
200)
Linhagem de células 79 metabolitos de Células expostas a Mistura - UPLC- Zhang et al. [124]
alveolares humanas do tipo  lipideos BaP 4 pmol L' (6 h)  Cloroférmio/metanol MS/MS
II, A549 (2:1 v/v) gelada;
cloroférmio/metanol
(1:1 v/v)
Microbiota fecal de Mais de 200 compostos Material fecal - - SPME- Defois et al. [125]
humanos organicos volateis incubado com BaP GC/MS
0,005, 0,05 ¢
0,5 mg mL! (37 °C,
24 h)
Ostras Pinctada martensii  Aminoacidos, Ostras expostas ao Metanol/cloroférmio/agua - NMR Chen et al. [132]

adultas e saudaveis

fosfocolina, malonato,
acetoacetato e glicose

BaP (1 e 10 pg L),
agua do mar com
acetona

(5:2:1 v/v); tampao
fosfato
(NaH2PO4/Na;HPO4 em
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continua¢do

Mexilhoes verdes P. viridis

Células de queratindcito
humano, linhagens HaCaT
WT e HaCaT AHR-KD

Acidos orgénicos,
aminoacidos, osmolitos
organicos e substancias
de armazenamento de
energia

Aminas biogéncias,
aminoacidos,
acilcarnitinas,
esfingomielinas e
fosfatidilcolinas

(0,001 % v/v) e 4gua
do mar pura

Mexilhdes expostos
ao BaP 10 pg L™!
por 7 dias;
hepatopancreas
foram extraidos
apo6s o periodo de
exposicao

Células foram
expostas a BaP (0,1
a 20 umol L) por
48 h

3-trimetilsilil-2,2,3,3-d4
propionato de sodio,
pH 7,0)

Metanol/cloroférmio -
(5:1 v/v); tampao fosfato
(pH 7,0)

Tampao formiato de Fenilisotiocianato
amonio (155 mmol L,

pH 7,4); nitrogénio

liquido

NMR Song et al. [133]

LC-MS/MS  Potratz ef al. [134]
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5 CONCLUSOES

Este trabalho relatou pela primeira vez a extracao de derivados alquilados de
aminoacidos utilizando nanotubos de carbono magnéticos funcionalizados. Dos quatro mNTCs
testados, foi constatado que o nanotubo hibrido A15E15 apresentou a melhor eficiéncia na
extracao dos derivados de aminoacidos. Empregando esse mNTC, foi possivel desenvolver um
procedimento que se mostrou mais eficiente na extracao dos derivados de AA do que a extragao
liquido-liquido tradicionalmente empregada. Nesse novo procedimento, a etapa de dessor¢ao
foi otimizada e ficou comprovado que a dessor¢do sem aquecimento e sob agitacdo foi mais
eficiente para a extracao da maioria dos derivados de AA.

A concentracdo ideal de BaP para exposicdo de células de S. cerevisiae foi
investigada por meio de curvas de crescimento celular na presenca de diferentes concentragdes
do contaminante, mostrando que a concentragio ideal de BaP foi de 25,0 umol L.

Aplicando o novo protocolo de extragao desenvolvido, foi possivel identificar por
GC/MS 16 aminoacidos em células de S. cerevisiae expostas e ndo expostas ao contaminante
ambiental BaP ¢ ao seu solvente acetona (Sar nao foi identificada) Dos aminoacidos
identificados, 15 foram adequadamente quantificados em todas as amostras de extratos de
leveduras. Trp ndo pode ser quantificado, indicando que sua curva de calibragdo precisa ser
repetida

O método cromatografico empregado na determinagdo dos aminodcidos foi
aperfei¢oado e validado por meio das figuras de mérito seletividade, linearidade e sensibilidade
(LOD e LOQ). O método se mostrou seletivo para todos os 16 aminoécidos determinados. O
intervalo linear apresentou ampla faixa de concentragdes, de 0,004 a 50,00 mg L' R?>0,9397.
Foram obtidos baixos valores de LOD, de 0,002 20,31 mg L™ e de LOQ, de 0,0042 0,41 mg L'!;
esses valores foram muito inferiores aos do método anterior (LOD = 0,04 a 1,60 mg L;
LOQ =0,08 a 2,76 mg L"), comprovando o aumento de sensibilidade conferido pela extracio
empregando mNTCs. As figuras de repetibilidade, precisdo intermedidria e recuperagdo nao
puderam ser feitas devido as restrigdes impostas pela COVID-19. Mas serdo futuramente
avaliadas.

Por fim, aplicando ANOVA e o teste de Bonferroni nas concentragdes dos
aminoacidos quantificados, foi possivel identificar nove AA (Gly, Ser, Phe, Pro, Asn, Asp, Glu,
Tyr e Leu) como capazes de diferenciar leveduras expostas e ndo expostas ao BaP,

considerando um intervalo de confianga de 95%. Esse resultado comprovou estudos anteriores
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que apontaram esses AA como potenciais candidatos a biomarcadores de diversos tipos de
carcinomas. No entanto, para confirmar se esses AA sao candidatos a biomarcadores universais
de cancer (visto que S. cerevisiae ¢ um modelo simplificado para testes in vitro da influéncia
de poluentes no metabolismo carcinogénico) sdo necessarios estudos com maior nimero de
amostras de levedura e variedade de condigdes de amostragem. Além disso, também ¢
necessaria a replicacdo das condi¢des deste estudo em células de mamiferos e linhagens
tumorais.

Este trabalho apresentou uma contribui¢ao para o desenvolvimento de ferramentas
analiticas para a pesquisa de biomarcadores de cancer e servird de base para estudos mais
abrangentes na busca de metabolitos que sejam capazes de diagnosticar neoplasias de forma

precoce, rapida, sensivel e seletiva.
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