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Metabolomica e Espectrometria de Massas

O Metaboloma é a composicdo de todas as pequenas moléculas presentes em
um organismo. A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visao geral
compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um
organismo é denominada Metabolémica (HALL, 2006).

Metabolémica é um termo recente, introduzido nos anos 2.000 por Dr. Oliver
Fiehn e colaboradores (FIEHN et al., 2000), e que vem sendo muito utilizado
nesta era “OMICs”, de genbmica, transcriptémica, protedmica, dentre outras
(Figura 1). Os experimentos de metabolémica fornecem resultados Unicos para
melhorar a compreenséao das informacdes bioldgicas relacionadas ao metaboloma
e mais comumente a genémica funcional. O tamanho do metaboloma varia muito,
pois depende do organismo estudado Saccharomyces cerevisiae, por exemplo,
contém aproximadamente 600 metabdlitos, identificados até o momento,
enquanto as plantas tém, aproximadamente, 200.000 metabdlitos primarios e
secundarios (DUNN; ELLIS, 2005).

Os metabdlitos constituem um conjunto diverso de arranjos atémicos quando
comparados com proteoma e transcriptoma e isto proporciona uma ampla
variagao nas propriedades fisicas e quimicas. O grau de diversidade é indicado
pelas anélises de metabdlitos organicos com baixo peso molecular, polares e
volateis, como etanol e isopreno, até andlises de metabdlitos com maiores pesos
moleculares, polares (carboidratos) e ndo polares (terpendides e lipideos) (DUNN;
ELLIS, 2005). Para caracterizar e quantificar estes compostos é necessario

a utilizacdo de metodologias e equipamentos especificos, de acordo com as
caracteristicas de cada classe. Portanto, a metabolémica engloba diversas
tecnologias analiticas, que necessitam ser cuidadosamente selecionadas, de
acordo com os metabdlitos e a via metabdlica de interesse, ou com a questao
bioldgica a ser respondida.
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Figura 1. Esquema das plataformas “OMICs” e correlacdo com biologia sistémica.
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A metaboldmica foi desenvolvida na década de

80, e os trabalhos iniciais reportam o uso de
espectrometria de massas com ionizacao branda
(Soft lonization Mass Spectrometry — SIMS)
(VANDERGREEF, 1986), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(TANAKA; HINE, 1982) e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR) (NICHOLSON
et al., 1983). Atualmente, a metabolémica

possui potencial de expansao mundial devido a
importancia, aplicabilidade e respostas obtidas pelos
experimentos. Diferentemente do transcriptoma e
proteoma, a identificacdo molecular dos metabdlitos
nao pode ser deduzida a partir da informacao
gendmica (LEl et al., 2011). Entao, a identificacao
e guantificacdo dos metabdlitos necessitam de uma
instrumentacao sofisticada, como espectrometria
de massas (MS), espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR) e fluorescéncia induzida
por laser (LIF). A selecao otimizada dos metabdlitos
depende dos objetivos do estudo e é normalmente
0 ajuste entre sensibilidade, seletividade e rapidez.
A NMR é altamente seletivo, ndo destrutiva, porém
possui baixa sensibilidade (LINDON; NICHOLSON,
2008); ja o LIF é a mais sensivel das técnicas, mas
nao possui seletividade quimica, o que é essencial
para a identificacdo estrutural. Em contraste, MS
oferece uma boa combinacao de seletividade e
sensibilidade (LEI et al., 2011).

Estratégias por espectrometria de massas (MS)
vém sendo consideradas componente critico em
metaboloémica e tem sido as mais comumente
utilizadas (BEDAIR; SUMNER, 2008; LEI et al.,
2011). Isso porque as técnicas de metabolémica
baseadas em MS oferecem excelente combinacao
de sensibilidade e seletividade, e sdo, portanto,
uma plataforma indispensavel em biologia (LEI et
al., 2011). Além disso, devido ao desenvolvimento
de equipamentos altamente sensiveis, seletivos

e com alta precisao, as técnicas analiticas
empregadas em metab6lomica tem se diversificado
consideravelmente, podendo-se citar desde andlises
por cromatografia liquida de ultra-alta pressao a
andlises diretas (ABDELNUR et al., 2008) e imagem
quimica por espectrometria de massas (Imaging MS)
(YANG et al., 2009; LI et al., 2008; ABDELNUR,
2010, 2011).

Resumidamente, a espectrometria de massas (MS)
é uma técnica que detecta a razdo massa sobre

a carga (m/z) de ions, os quais sdo provenientes

de uma fonte de ionizacao. Esta fonte gera ions

na fase gasosa, a partir de moléculas neutras ou
de moléculas carregadas. Com o decorrer dos
anos, a espectrometria de massas vem obtendo
grandes avancos, nos campos instrumentais e de
aplicacdo. Um grande marco na evolucado da MS foi
o desenvolvimento de novas fontes de ionizacao,
como ESI (Electrospray lonization) e MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization), que nao
necessitam de vacuo para gerar os ions, como o

El (ionizacao por elétron) e Cl (ionizacdo quimica),
sendo métodos de ionizacdo a temperatura
ambiente (ABDELNUR, 2011). Essa descoberta
rendeu o Prémio Nobel em Quimica aos cientistas
John Fenn e Koichi Tanaka em 2002 (FENN et

al., 1989; TANAKA et al., 1988; MARKIDES;
GRASLUND, 2002).

A partir do desenvolvimento destes novos métodos
de ionizacdo a temperatura ambiente, uma ampla
faixa de compostos quimicos passou a ser analisada
por espectrometria de massas, desde pequenas
moléculas polares até macromoléculas. Até entao,
somente compostos pequenos, volateis e estaveis
a temperatura ambiente eram analisados por um
espectrometro de massas. Este desenvolvimento
possibilitou o acoplamento de MS com outros
sistemas de separacdao, como cromatografia liquida,
como ESI e APCI (Atmospheric-Pressure Chemical
lonization), e impulsionou o uso de MS para a
deteccao de diversas moléculas.

Existem duas estratégias baseadas em MS para
metabolémica: anélise direta por MS e analise por
MS acoplado a técnicas de separacao, como, por
exemplo, cromatografia e eletroforese capilar,
para andlises de metaboloma quimicamente
complexo (BEDAIR; SUMMER, 2008; LEI, 2011).
As andlises diretas ndo necessitam de separacao
cromatografica e podem ser realizadas por infusao
direta por ESI, MALDI, e por técnicas recentes

de pressao atmosférica como DESI (Desorption
Electrospray lonization), ESSI (Electro-Sonic Spray
lonization), EASI (Easy Ambient Sonic-Spray
lonization), e mais recentemente por Imaging MS.
As andlises que necessitam de pré-separacao sao
realizadas por GC-MS (Gas Chromatography — Mass
Spectrometry), LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) e CE-MS (Capillary
electrophoresis - Mass Spectrometry) (Figura 2).
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Figura 2. Diferentes técnicas baseadas em espectrometria de
massas utilizadas em Metabolémica: andlises direta por MS e

anélises por MS com separacédo prévia.

A melhor estratégia é definida a partir do tipo e
complexidade da amostra.

A Metabolémica também pode ser divida em duas
categorias: “Targeted” (DUDLEY et al., 2010) e
“Untargeted” (DE VOS et al., 2007), ou “Non-
Targeted” (LIN et al., 2011); sendo que na primeira
a anadlise é direcionada para moléculas alvos, que
ja sao previamente conhecidas, enquanto que na
segunda se faz um perfil (“profiling”) total dos
metabdlitos presentes no sistema. Por fim, existe
ainda, a Metabolémica Quantitativa, em que

os metabdlitos sdo detectados e quantificados,
sendo o método mais utilizado na “Targeted
Metabolomics”; e a Metabolémica Qualitativa,

em que um perfil dos mesmos é detectado, sendo
este o método mais utilizado na “Untargeted
Metabolomics” (Figura 3). Cada uma destas
estratégias tem sua importancia e deve ser
cuidadosamente escolhida antes da realizacao de
um experimento, para que nao ocorram erros de
andlise de interpretacao.

E evidente que a metabolémica, apesar de uma éarea
nova, possui grande impacto futuro, principalmente,
no entendimento global de um sistema bioldgico.
As aplicacdes da metabolémica tem se expandido
amplamente, assim como as técnicas gendmicas,
protedbmicas e transcriptémicas fizeram nos

ultimos anos. A utilizacdo dessas técnicas tem
impulsionado a andlise de vias metabdlicas de
diferentes organismos.
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Figura 3. Estratégias utilizadas em Metabol6mica: andlise direcio-

nada (targeted metabolomic) e anélise ndo direcionada (untarge-

ted metabolomic).
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