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METABOLOMICS: DEFINITIONS, STATE-OF-THE-ART AND REPRESENTATIVE APPLICATIONS. Metabolomics is an
emerging and promising omics approach used to understand biological mechanisms. By untargeted and targeted metabolomics
analyses, metabolites are determined in biological samples (fluids, cells, tissues, etc.) by comparison of control groups with altered
groups, undergoing different therapies, submitted to differing stress levels, dietary modulation, or promoted by a disease, or specific
condition, etc., using sophisticated analytical techniques, and advanced data treatment and statistical analyses. In this review, the
concepts involved in metabolomics studies were presented, describing in details all steps involved in the metabolomics workflow,

for untargeted and targeted strategies. Finally, the potential of metabolomics is illustrated by applications in representative areas:

clinical, environmental, food and nutrition, forensic toxicology, microbiology, parasitology, plants, and sports. Relevant reviews were
compiled to characterize each of these areas, and a corresponding application of untargeted and targeted metabolomics were described.
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INTRODUCAO

As ciéncias 6micas buscam o entendimento do funcionamento
celular dos organismos e suas alteracdes bioldgicas. Fazem parte deste
conjunto de ciéncias, a gendmica (estudo da alteracdo dos genes), a
transcriptdmica (estudo das alteracdes dos transcritos), a protedmica
(estudo das alteracdes das proteinas), e a metabolomica (estudo das
alteracdes dos metabdlitos). Metabdlitos sdo produtos intermedidrios
ou finais do metabolismo em uma amostra bioldgica.' O conjunto de
todos os metabdlitos de baixa massa molecular (até 1500 Da), presen-
tes ou alterados em um sistema bioldgico, € chamado de metaboloma
(do inglés, metabolome).> A pesquisa relacionada a metabdlitos vem
sendo desenvolvida ha décadas, mas em 1999, Nicholson et al. de-
finiram a metabondmica (do inglés, metabonomics), como sendo a
medida quantitativa da resposta metabdlica de um sistema biolégico
ap6s estimulos fisiopatoldgicos ou modificagdes genéticas.? J4 o termo
metabolomica (do inglés, metabolomics) foi introduzido em 2001,
por Oliver Fiehn, como sendo a andlise abrangente e quantitativa do
metaboloma de um sistema bioldgico.*

Além disso, a literatura nos apresenta outras denominagdes
envolvendo esse campo da ciéncia, tais como: perfil metabdlico (do
inglés, metabolic profiling), descrito como sendo a andlise de meta-
bdlitos previamente selecionados de rotas bioquimicas especificas,’
a impressao digital metabdlica (do inglés, metabolic fingerprinting),
que € definida como sendo “uma classificagdo de amostras de acordo
com sua origem ou sua relevincia bioldgica”,* e, por tltimo, andlise
footprinting (ainda sem tradug@o para o portugués), para se referir aos
metabdlitos excretados por uma célula em condi¢des controladas.®

Observa-se, portanto, uma divergéncia em relagio as terminolo-
gias aplicadas as andlises metaboldmicas/metabonémicas, mas o que
estas defini¢cdes possuem em comum € que a resposta medida a nivel
molecular € obtida a partir de uma visdo integrada da bioquimica em
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organismos complexos.” Assim sendo, serd adotado neste trabalho
de revisdo duas abordagens para classificar as andlises metabo-
l6micas: metabolomica alvo (do inglés, targeted metabolomics),
definida como a andlise quantitativa de um ou mais metabdlitos
pré-selecionados de determinada classe quimica, ou que estejam
associados a rotas metabdlicas especificas, e metabolomica global
(do inglés, untargeted metabolomics), que esta baseada na andlise
qualitativa do maior nimero de metabdlitos possivel, pertencentes a
diversas classes quimicas, contidas no sistema biolégico em estudo.
Cabe ressaltar que essas abordagens sempre se referem a medidas
comparativas entre grupos de amostras. A comparacdo do meta-
boloma de um grupo sujeito a alteragcdes ambientais ou genéticas,
alimentares, de tratamento terapéutico, etc. (grupo teste), com um
grupo de individuos ndo alterados (grupo controle) pode fornecer
informacdes importantes no que diz respeito ao entendimento do
fenétipo de um organismo, desempenhando um papel fundamental
na biologia de sistemas.® A metabolomica vem sendo aplicada em
diferentes dreas do conhecimento, como andlises clinicas, alimentos
e nutricdo, esportes, ambiental, toxicologia forense, ou andlise de
organismos patolégicos (parasitas, bactérias, fungos), entre outras.
Uma revisdo detalhada de todas as defini¢des e o fluxograma de
trabalho das andlises metabolomicas global e alvo foram apresenta-
dos em um capitulo de livro, recentemente publicado pelo grupo de
pesquisa.’ O intuito deste artigo de revisdo € apresentar em linhas
gerais o fluxograma de trabalho da metaboldmica, com énfase em
algumas particularidades e, por fim, destacar artigos de revisdo e
aplicagdes em andlises global e alvo das grandes dreas estudadas
sob o ponto de vista da metaboldmica.

Fluxograma de Trabalho

Para se desenvolver estudos metabolomicos, global e alvo,
recomenda-se seguir uma série de etapas, que estdo apresentadas
resumidamente na Figura 1, e que serdo discutidas com mais detalhes
nas proximas segoes.
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Figura 1. Esquema resumido do fluxograma de trabalho envolvido na andlise metabolomica apds defini¢do do problema biologico

Com o aumento dos estudos utilizando abordagens metabo-
lomicas, a Sociedade de Metabolomica (do inglés, Metabolomics
Society) criou em 2005, o Metabolomics Standards Initiative (MSI)
(http://www.metabolomics-msi.org/), que define uma padronizacéo
no procedimento adotado nos estudos e publica¢des de trabalhos em
metaboldmica, com o objetivo de fornecer uma descri¢@o clara do
sistema bioldgico estudado e todos os componentes do estudo, bem
como permitir que os dados sejam efetivamente aplicados, compar-
tilhados e reutilizados.

Para desenvolver um estudo metaboldmico, um problema biol6gi-
co a ser estudado deve ser previamente definido, através da elaboracao
de uma ou mais perguntas a serem elucidadas ao final do estudo.
Outro ponto importante € o tipo de abordagem metaboldmica que
serd empregada (global ou alvo), pois a partir dessa escolha € que se
definem as etapas do planejamento experimental e andlise, uma vez
que estas decisdes estdo inter-relacionadas, e a condugdo de todo o
experimento metabolomico ird afetar diretamente o resultado final.'>!"!

O planejamento experimental, segunda etapa do fluxograma de
trabalho, envolve a escolha do tipo de amostra (tipo de fluido biol6-
gico, células, tecido, etc.), a definicdo do nimero de amostras que
serdo avaliadas em cada grupo estudado, e como essas amostras serdo
coletadas e armazenadas, antes de nova manipulagao.

Um passo importante, geralmente realizado durante a coleta
das amostras, € chamado de guenching metabdlico, que se refere a
interrup¢ao imediata da atividade enzimatica, através da adig¢do de
solventes organicos resfriados, ou do congelamento imediato das
amostras com uso de gelo seco ou nitrogénio liquido. As amostras
coletadas devem ser devidamente armazenadas, para evitar degra-
dagdo ou ativacdo de enzimas; isso pode ser alcancado estocando-se
as amostras a baixas temperaturas (-80 °C é usualmente preferida).'?

O preparo de amostra para andlise metabolomica, terceira etapa
do fluxograma de trabalho, é uma das etapas mais importantes e
que demanda maior tempo de trabalho. Isso se deve a complexidade
das amostras bioldgicas, sua heterogeneidade e grande faixa de
concentra¢do dos metabdlitos presentes.'? Sua execucdo depende da
abordagem metaboldmica escolhida, tipo de amostra e técnicas de
analise que serdo de interesse no estudo.

Para metabolomica global, um preparo de amostras minimo e
nao-seletivo €, em geral, preferido. Para amostras liquidas, precipi-
tagdo de proteinas e remogdo de sais através da adicdo de solventes

organicos sdo comumente empregadas. Adicionalmente, uma filtragdo
ou dilui¢do também sdo executadas. Por outro lado, a extragdo de
amostras semi-solidas ou solidas, como células e tecidos, devido a
sua maior rigidez, necessitam de aparatos mecanicos, como moinhos,
ultrassom e misturadores, em conjunto com solventes organicos,
para romper a parede celular ou o tecido e extrair os metabdlitos de
forma eficiente.'

Nas analises alvo, o procedimento € seletivo a um composto ou
classe de compostos, envolvendo extragdes do tipo liquido-liquido
(LLE, do inglés, liquid-liquid extraction), sélido-liquido (SLE, do
inglés, solid-liquid extraction), ou em fase sélida (SPE, do inglés,
solid-phase extraction), objetivando a concentra¢do dos analitos,
remoc@o de interferentes e selecdo das espécies de interesse."

Como mencionado anteriormente, o preparo de amostra deve
ser compativel com a técnica de andlise empregada. Para tanto,
quando a eletroforese capilar € aplicada, por exemplo, as amostras
preferencialmente devem estar em fase aquosa, sendo necessdria a
evaporacao completa dos solventes organicos e posterior ressuspen-
sdo do residuo em dgua.'* Para andlises por cromatografia gasosa
as reacdes de derivatizacdo, que convertem os analitos em espécies
voldteis nas temperaturas de trabalho, sdo frequentemente emprega-
das."” Por fim, experimentos conduzidos por ressonincia magnética
nuclear necessitam de dilui¢do dos extratos em solventes deuterados.

Sequencialmente ao preparo de amostras, amostras controle
de qualidade (QC, do inglés, quality control), que sdo a mistura de
volumes iguais de todas as amostras envolvidas no estudo (todos os
grupos avaliados), devem ser preparadas. O objetivo dos QCs € avaliar
o desempenho e a estabilidade instrumental durante a aquisicdo de
dados, uma vez que a amostra QC € avaliada em intervalos pré-esta-
belecidos, sendo sua leitura intercalada a das amostras, durante toda
a sequéncia analitica.'®"’

Cobrir todo o metaboloma de um organismo biolégico niao € uma
tarefa facil, uma vez que existe uma grande diversidade quimica de
metabdlitos, com concentracdes variadas. Nao € possivel, portanto,
encontrar uma Unica técnica analitica capaz de fazé-lo.'® Assim, a
aquisi¢@o dos dados dos estudos metabolomicos, vem sendo reali-
zada com o uso de multiplataformas de andlise, que proporcionam
maior cobertura em termos de substancias quimicas detectadas e,
consequentemente, proporcionam um maior entendimento bioldgico
do organismo estudado.'®"?
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Ferramentas poderosas de andlise como a ressonincia magnéti-
ca nuclear (NMR, do inglés, nuclear magnetic ressonance)®?' e a
espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry),” que
fornecem informagdes estruturais de diversas classes quimicas, sdo
as técnicas analiticas mais empregadas nos estudos metabolomicos.
Menos frequentemente, podem ser encontradas aplicag¢des utilizando
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR, do inglés, Fourier
transform infrared spectroscopy), que demonstra grande potencial
por ser uma técnica de elucidagdo estrutural de baixo custo, simples
e ndo destrutiva.”

A NMR € uma técnica simples, robusta e abrangente, que
requer pouca ou nenhuma manipulacido de amostra, podendo ser
analisadas amostras bioldgicas intactas (solidos e semi-sdlidos).***
Tem a vantagem de precisar de pouca quantidade de amostra e ndo
destruir a mesma apdés andlise, apesar de contamind-la com solven-
tes deuterados. Em contrapartida, apresenta baixa sensibilidade e
seletividade, apresentando regides espectrais com sobreposi¢do de
sinais, comprometendo a interpretacido dos resultados; além disso,
sd0 necessdrios equipamentos de alta resolugdo.”!*

A MS € a técnica de analise mais usada na metaboldmica, uma
vez que proporciona andlises rdpidas, com alta sensibilidade e
seletividade.® Pode ser usada através da infusdo direta dos extratos
(DIMS, do inglés, direct infusion mass spectrometry), que muitas
vezes dificulta a andlise por problemas de supressdo de ionizagdo,
ou ainda pode ser utilizada através da ionizacdo e dessor¢do a laser
assistida por matriz (MALDI-MS, do inglés, matrix-assisted laser
desorption ionization mass spectrometry), esta ltima bastante apli-
cada especialmente na andlise de compartimentos celulares.?”*® Os
constantes problemas de supressao de ionizac¢ao dos sinais obtidos
nas andlises por DIMS, decorrente de matrizes complexas, sdo
contornados através do acoplamento desta com técnicas analiticas
de separacdo, como a cromatografia gasosa (GC, do inglés, gas
chromatography), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC,
do inglés, liquid chromatography) e a eletroforese capilar (CE, do
inglés, capillary electrophoresis).® Além disso, a informagdo de
tempo de retencgdo, ou migracdo do metabdlito previamente sepa-
rado, auxilia na comprovagdo de identificagdo do metabdlito, com
uso de padrdes analiticos auténticos.

A GC-MS € uma das técnicas de andlise mais empregadas em
estudos metabolomicos,?32 e apresenta alta robustez e repetibilidade.
A andlise de compostos voldteis por headspace vem sendo também
empregada para acessar a por¢io voldtil do metaboloma.?! Entretanto,
grande parte dos metabdlitos que compdem o metaboloma requerem
derivatizaco, para que se tornem volateis a baixas temperaturas.'* A
derivatizagio € um procedimento tedioso, que pode introduzir erros
por perdas por volatizacdo durante o processo, e limita o nimero de
amostras a serem trabalhadas em conjunto. Todavia, o uso de GC-
MS em metabolomica apresenta uma grande vantagem, resultante da
construcio de bibliotecas de espectros, conferindo alta credibilidade
na identifica¢do dos metabdlitos, que combina a informacéo de tempo
de retencdo e o padrdo de fragmentagdo obtido, em decorréncia da
ionizacdo por elétrons.

Atualmente, a LC-MS vem sendo cada vez mais aplicada nos
estudos envolvendo andlises metaboldmicas.'®% E uma técnica
analitica que apresenta alta robustez, sensibilidade e seletividade,
além de ser de facil operagdo.”” LC-MS € considerada uma técnica
abrangente no que se refere a classe de compostos a serem analisadas,
devido a grande variedade de fases estaciondrias disponiveis, além
dos diferentes modos de separacdo, como a eluicdo em fase reversa
(fundamentalmente parti¢cao), com ou sem pareamento idnico, inte-
racdo hidrofilica, e troca i0nica.

A CE-MS vem sendo usada como técnica complementar a LC-
MS e GC-MS,** pois promove a separa¢do de compostos idnicos
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polares. Possui alta resolucdo e curtos tempos de andlise. Além
disso, utiliza volumes de injecdo da ordem de nL, sendo vantajoso
quando se trabalha com fluidos bioldgicos coletados em pequenas
quantidades, como urina de rato e saliva de animais, por exemplo.
Contudo, apresenta problemas de repetibilidade e sensibilidade, este
dltimo devido a diluigao das amostras pelo uso de liquido auxiliar no
acoplamento com MS. Novas tecnologias de interfaceamento CE-MS,
desenvolvidas sem uso de liquido auxiliar (do inglés, sheathless),
estdo sendo desenvolvidas, promovendo melhora de até duas ordens
de grandeza nos limites de detec¢@o de algumas andlises.*!

Os dados gerados pelas andlises metabolomicas sao abundantes
e complexos e, por isso, ferramentas adequadas de tratamento de
dados devem ser empregadas no processamento destes, para evitar
erros e manter a integridade das variacoes bioldgicas inspecionadas.*?

Para andlise metaboldmica global, aplicam-se etapas de alinha-
mento, agrupamento, corre¢do do tempo de retengdo e de linha de
base, deconvolucio espectral, e normalizag¢do. Existem atualmente,
diversos softwares livres e licenciados para tratamento de dados
metaboldmicos.#* Misra e van der Hooft (2016) descrevem uma
série desses softwares de tratamento de dados, e bases de dados para
correlagdes de massas e rotas metabélicas.* Um trabalho interessante
de Sugimoto et al. (2012) compara diversos softwares para andlise
metaboldomica de dados obtidos por MS.*

Para andlise metabolomica alvo, o resultado da andlise se dd em
termos da quantificagdo dos metabdlitos pré-selecionados.*** Para
aumentar a precisdo das quantificagdes, padrdes internos e padrdes
marcados isotopicamente sdo comumente utilizados.*!

A andlise estatistica € usada para extrair a informacao relevante
dos dados, através de métodos de andlise multivariada e univaria-
da. Nas andlises multivariadas, a classificagdo e discriminacio de
entidades ou metabdlitos responsdveis por diferenciar os grupos de
amostras sdo realizadas através da avaliacdo do conjunto da matriz de
dados extraidos na etapa de trabalho anterior. Sdo aplicados métodos
ndo supervisionados, como andlise de componentes principais (PCA,
do inglés, principal component analysis), e métodos supervisiona-
dos, como andlise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA, do inglés, partial least squares discriminant analysis), e
projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés,
orthogonal partial least squares discriminant analysis). Ja nas ana-
lises univariadas, as variaveis de estudo (entidades ou metabdlitos)
sdo avaliadas separadamente e, ao contrario dos métodos multiva-
riados, sdo desprezadas as relagdes entre elas. Testes estatisticos
como ANOVA, teste t de Student, ou de Mann-Whitney U, sdo
frequentemente utilizados.*

A identificacdo dos metabdlitos, apenas para estudos globais, €
realizada utilizando-se bibliotecas de espectros construidas no préprio
laboratdrio de andlise, ou pelo uso de bibliotecas comerciais, como
a NIST (do inglés, National Institute of Standards and Technology).
Para determinacdo putativa dos metabdlitos, buscas em bases de
dados publicas online, como HMDB (do inglés, Human Metabolome
Database),” Metlin,” MassBank,* etc. sdo frequentemente reali-
zadas. A confirmacdo da identificacdo desses metabdlitos putativos
pode ser posteriormente realizada através de andlise metaboldmica
em fluxo, utilizando compostos marcados isotopicamente, ou ainda
andlise NMR-2D ou MS/MS para elucidacdo estrutural, além de
adigdo por spiking de padrdes analiticos as amostras.

A interpretacdo bioldgica visa buscar as respostas para as questdes
levantadas no inicio do fluxograma de trabalho, ou possibilita gerar
uma nova hipétese. Essa interpretagao € realizada através da correla-
¢do dos metabdlitos alterados com rotas metabdlicas,> utilizando-se
bibliotecas como KEGG (do inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes),” MetaCyc,”” MetaboLights, entre outras. Para confirmar
a interpretagdo dos efeitos bioquimicos, uma validacio bioldgica €
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recomendada,’®® na qual novos experimentos sdo elaborados com
novas amostras e estas sdo submetidas a andlise metabolomica.
Adicionalmente, metaboldmica alvo, com a quantificagdo dos me-
tabdlitos discriminantes avaliados pela abordagem global, também
pode ser realizada.

AREAS DE APLICACOES DA METABOLOMICA

A seguir sdo apresentadas algumas compilacdes de artigos de
revisdo das maiores dreas de aplica¢do em metabolomica, com breve
descri¢d@o de dois trabalhos (global e alvo), desenvolvidos por grupos
de pesquisa de referéncia nas areas em destaque, a fim de se conhecer
quais tipos de estudos estdo sendo executados na atualidade.

Ambiental

Estudos nos quais a metabolomica € aplicada a organismos obti-
dos diretamente de seu ambiente natural, ou criados em laboratério
e submetidos a experimentos desenhados para reproduzir situacdes
de ambientes naturais, sdo caracterizados como metaboldmica am-
biental.®' Esta defini¢do foi apresentada em 2007, por cientistas da
MSI, que recomendaram maneiras para reportar metadados de expe-
rimentos na drea.®’ A metaboldmica ambiental envolve o estudo das
repostas metabdlicas de organismos a fatores biéticos (competigéo,
mutualismo, relagdo parasita-hospedeiro, planta-herbivoro, entre
outros), e abidticos (temperatura, umidade, disponibilidade de nu-
trientes, exposicdo a poluentes, etc.).®>¢” A aplica¢do da metabolomica
na drea ambiental € muito ampla e envolve o estudo de organismos
aqudticos,””"° de plantas,”* e como estes respondem ao estresse oxi-
dativo,” estresse abidtico,”>” fatores bidticos,’” ou fatores bibticos
e abidticos simultaneamente.”” Também sdo encontrados trabalhos
de exposi¢do de organismos a poluentes,” estudos de toxicidade
aplicados a agricultura,”® modo de agéo de pesticidas,”®' toxici-
dade e fun¢do de metais em sistemas bioldgicos (também chamado
de metallomics),**% biodisponibilidade de contaminantes no solo,’
biorremediacéo,'®#¢ entre outros.

Estudos apontam a presenga de farmacos em diferentes concen-
tracdes em dguas de rios, em estacdes de tratamento de dguas, de
estuarios, entre outros. Porém, nao esta bem estabelecido na literatura
se a presenga de formacos em baixa concentraciio na natureza pode
representar um risco para organismos microbianos. Nesse ambito,
Goodacre e colaboradores realizaram um estudo exploratério em
culturas de Pseudomonas putida para avaliar os efeitos da exposicio
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de seis farmacos no metabolismo desse organismo, empregando FT-
IR e GC-MS. Alteragdes significativas no metabolismo de P. putida
foram observadas para os medicamentos propranolol, diclofenaco,
ibuprofeno e acetaminofeno. Como o propranolol apresentou maior
quantidade de metabdlitos alterados (43 no total), uma andlise de
correlagdo foi realizada, que indicou que as alteracdes desses me-
tabdlitos estdo relacionadas a energia (Figura 2A). Os resultados
globais desse estudo sugerem que bombas de efluxo dependentes de
energia sdo empregadas na remocao de compostos toxicos das células.
Além disso, os lipidios da membrana estdo alterados, numa tentativa
de manter a integridade celular. A aplicagd@o da metaboldmica neste
tipo de trabalho promove melhor entendimento dos mecanismos de
respostas ao estresse abitico de importantes microorganismos para
o meio ambiente.®’

O pesticida fenotrotion é empregado como um inseticida de
amplo espectro e possui efeitos muito nocivos para o ambiente
aqudtico. Para compreender a toxicidade desse pesticida a nivel
molecular, Viant e colaboradores empregaram duas abordagens
metaboldmicas, global e alvo, para estudar peixes das espécies
Rutilus rutilus. A hipétese de que vias metabdlicas da acetilcolina
e dos esteroides poderiam estar alteradas pela resposta téxica do
organismo a acdo do pesticida foi avaliada por metabolomica alvo.
Para essa abordagem, empregou-se DIMS, para quantificar acetil-
colina e colina em amostras de cérebro, e LC-MS para determinar
esteroides nas gdnadas masculinas, além de um radioimunoensaio
para quantificar 11-ketotestosterona (11-KT) no plasma. A meta-
bolomica global foi realizada em amostras de gonadas masculinas
e figado, empregando-se NMR e DIMS. O principal mecanismo de
toxicidade do pesticida foi confirmado pela alteracio de acetilcolina
no cérebro dos peixes expostos ao pesticida. Porém, esperava-se
niveis baixos de acetilcolina, o que sugere que a exposi¢do cronica
ao pesticida pode levar a um certo grau de adaptagdo. Além disso,
a andlise metabolomica alvo dos esteroides apontou baixos niveis
de cortisona e uma tendéncia de aumento de 11-hidroxiandroste-
nediona nas gdnadas masculinas, além de niveis baixos de 11-KT
no plasma dos peixes. Esses resultados indicam uma alteracido no
metabolismo de esteroides (Figura 2B). A metabolomica global
revelou uma altera¢do no metabolismo da fenilalanina, que ainda
nao havia sido reportada. Com base nos resultados inesperados em
relacdo a previsdes de toxicidade aguda obtidos nesse estudo, os
autores sugeriram que a exposi¢@o cronica ao pesticida provocou
uma adaptacdo fenotipica nos peixes, o que deve ser levado em
conta em estudos similares de exposi¢éo cronica.®®
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Figura 2. Exemplos de estudo em metabolomica ambiental. A) Andlise de correlagdo de 43 metabalitos significativos de células de Pseudomonas putida expos-

tas a propranolol. Reproduzido da referéncia 87 com permissdo da The Royal Society of Chemistry. B) Alteragcoes metabdlicas na esteroidogénese de Rutilus

rutilus causadas pelo pesticida fenotrotion. Reproduzido da referéncia 88 com permissdo da ACS
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Clinica

A metaboldmica tem proporcionado um aumento na compreen-
sdo, em nivel molecular, de diversas patologias. Inimeras sdo as
dreas de aplicagdes clinicas e o niimero de publicac¢des relacionado
ao tema cresce a cada dia, especialmente no que tange a detecgdo de
biomarcadores,* o desenvolvimento de novos tratamentos,”'*> diag-
ndstico,” etc. Neste topico sdo destacados alguns trabalhos de revisao
de temas relevantes, como por exemplo na drea oncoldgica,”®® na
qual estudos tém demonstrado alteragdes no metabolismo, fornecendo
subsidios para o diagndstico e monitoramento das doengas, como no
caso do cancer de préstata,” gastrico,” colorretal®® e de mama.* Outra
doenca cronica que vem sendo extensamente estudada € a diabetes
tipo 2,'9-192 que tem o niimero de casos aumentado ao longo dos anos,
demandando a busca por biomarcadores que possam diagnosticar pre-
cocemente esta patologia. A drea clinica também tem se beneficiado
de investigagdes focadas em doencas cardiovasculares,'®1% uma das
maiores causas de morte no mundo,'® e na identificacdo de alteragdes
no metabolismo causadas pela doenca de Alzheimer.!® Entre outras
dreas promissoras destacam-se trabalhos relacionados a tuberculo-
se,!%7 doengas renais,'®1% esclerose miltipla'!’ e doenga celiaca.'!!

Com uma abordagem de andlise global, amostras bacterianas do
intestino e do plasma de pacientes infectados pelo HIV (do inglés,
human immunodeficiency virus) que passaram por terapia antirretrovi-
ral foram analisadas por Serrano-Villar et al. J4 € conhecida a relacdo
entre a infec¢do por HIV e a composi¢do da microbiota intestinal,
porém, a investigagdo em nivel molecular tem sido pouco explorada.
Utilizando as técnicas de LC-MS e CE-MS, foram examinados grupos
de pacientes infectados pelo HIV, inlcuindo pacientes sem tratamento
prévio (VU), respondedor imunoldégico (IR) e ndo respondedor imu-
nolégico (INR), e um conjunto de individuos controle ndo infectados
por HIV. Foram identificados metabdlitos discriminantes entre os
grupos, como pode ser observado no diagrama de Venn da Figura
3A. Este estudo permitiu mostrar que a infec¢ao pelo HIV pode estar
associada a mudangas no conjunto ativo de bactérias intestinais.''?
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Para o entendimento da proliferacdo de células cancerigenas,
Rabinowitz e colaboradores investigaram, por meio de abordagem
metabolomica alvo, possiveis fontes da biossintese de acetil-CoA.
Em condigdes ricas em oxigénio, a acetil-CoA deriva da glicose.
Porém, nas células cancerigenas hipdxicas, a contribui¢do da glicose
diminui. Para investigar a origem da biossintese nestas condi¢des a
quantificagdo de acetil-CoA foi realizada através da andlise por M'S
e tracadores marcados com C-13, em células cancerigenas (HeLA
e A549) e sauddveis (MDA MD468). Os resultados mostraram que
a fonte de produgao de acetil-CoA foi o acetato (Figura 3B) e per-
mitiram identificar a enzima responsdvel por sua assimilacdo. Este
estudo possibilitou vislumbrar inibidores desta enzima para impedir
o crescimento tumoral.'

Esporte

Exercicios fisicos sdo capazes de oferecer prote¢do cardiovas-
cular, revelar disfung¢des ocultas em 6rgdos, além de auxiliar no
tratamento e prevencao de diversas doengas cronicas, como sindromes
metabdlicas, diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares. O conheci-
mento de mudangas metabdlicas induzidas pela pratica de esportes
ou exercicios fisicos pode auxiliar no esclarecimento dos fatores que
influenciam tais processos.'* A metabolémica se apresenta como
uma ferramenta inovadora para elucidar os complexos mecanismos
associados a prética de exercicios fisicos, relevantes para a saide
humana. Por muito tempo, essa abordagem foi especialmente aplicada
a andlise de controle do abuso de drogas proibidas no esporte, sendo
muito utilizada para testes anti-doping em humanos,'>!'¥ nas quais
amostras de urina e plasma de atletas sdo analisadas; entretanto, um
biofluido alternativo, o suor, tem sido proposto como um novo tipo
de amostra para realizacdo desses testes.!!” Progressos nas técnicas de
deteccdo e métodos de andlise tém sido apresentados com o objetivo
de se buscar biomarcadores de doping.'**!?! Adicionalmente, a meta-
bolémica também € aplicada no controle de abuso de medicamentos
em animais, especialmente em cavalos de corrida no hipismo.'?*!1%
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Figura 3. Exemplos de estudo em metabolomica clinica. A) Entidades discriminantes entre os diferentes grupos de individuos para estudo da agdo de an-
tirretrovirais em pacientes com HIV, em amostras de bactérias intestinais analisadas por (a) LC-MS modo positivo, (b) LC-MS modo negativo, e (c) CE-MS
modo positivo; e amostras de plasma, analisadas por (d) LC-MS modo positivo, e (e) LC-MS modo negativo. Reproduzido da referéncia 112 com permissdo da
Elsevier. B) Porcentagem aumentada de acetil-CoA marcado com C13 na avaliagdo da proliferacdo de células cancerigenas. (1) célula normal em condi¢do
de hipoxia e rica em oxigénio (normoxia), com adigdo em concentragoes crescentes de acetato marcado em meio contendo glicose e glutamina marcada; (2)
quantificagdo de acetato em meio de cultura sem soro e em soro dialisado (controle); (3) células cancerigenas em condicdo de hipoxia, com adicdo em con-
centragoes crescentes de acetato marcado. Reproduzido da referéncia 113 com permissdo da BioMed Central
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Outros tipos de estudos da drea reportam a avalia¢do de performance
de exercicios fisicos,'** além do entendimento das alteragdes metabo-
licas resultantes da realizagd@o de atividades fisicas e seus impactos
na satide, especialmente na prevencéo de doengas.'”!12 O efeito da
prética de exercicios € tépico de uma série de estudos, como altera-
¢des no metabolismo e envelhecimento,'*'* efeito no crescimento
infantil'®* e ainda, prevengdo de doencas em mulheres gravidas e
seus fetos.'3"132 Bassini e Cameron introduziram, em 2014, o termo
sportomics como sendo a “investiga¢do das alteracdes metabdlicas
em individuos durante a prdtica de esportes e exercicios fisicos”,
que visa auxiliar no entendimento do metabolismo na prética de
esportes e aprimoramento da ciéncia do esporte, na busca de melhor
performance, treinamento e recuperagio.'®

Apesar de ser uma aplicacdo relativamente recente, estudos
envolvendo metaboldmica e exercicios fisicos podem ser facilmente
encontrados na literatura, como por exemplo o trabalho de Britz-
McKibbin e colaboradores, que explora a resposta metabdlica adap-
tativa em plasma de mulheres com sobrepeso/obesas (BMI > 25),
submetidas a 6 semanas de exercicios de alta intensidade. Neste
trabalho, as andlises foram realizadas por CE-MS, com injecdo
sequencial das amostras em tnica corrida analitica (Figura 4A). Os
resultados revelaram que adaptacdes a pratica do exercicio fisico
estavam relacionadas com o aumento de L-carnitina no plasma,
devido a melhora na capacidade oxidativa do musculo, induzida pelo
exercicio fisico, enquanto que o status inferior de tiol plasmético
redox circulante estava associado a uma maior capacidade antio-
xidante intracelular. Adicionalmente, alteragcdes nas concentragdes
plasmaticas de O-acetil-L-carnitina e hipoxantina apds pratica de
exercicio correspondiam a um menor estresse energético e maior
capacidade de acetilagdo para as mulheres treinadas. Os estudos
demonstram que a busca por marcadores de capacidade de resposta
ao exercicio € importante para auxiliar na prevencdo de doencas
cronicas e na manutengdo da sadde.'™*

Outro estudo recente, utilizando abordagem metabolomica
alvo foi publicado por Chan et al., cujo objetivo era estabelecer
um novo modelo para a deteccéo de possiveis abusos de esteroides
inibidores da aromatase, em cavalos usados no hipismo. Esteroides
endégenos livres e conjugados foram quantificados em urina por
GC-MS/MS. Através de andlise estatistica multivariada (Figura
4B), os autores reportaram que 7, dos 21 esteroides avaliados,
foram detectados como possiveis biomarcadores para discriminar
o grupo que recebeu as doses de esteroides do grupo controle.
Adicionalmente, esse estudo revelou que através da abordagem
proposta os inibidores 6-OXO (4-androsteno-3,6,17-triona) e ATD
(1,4,6-androstatrieno-3,17-diona) podem ser detectados em urina
por um tempo mais longo, em comparagao ao método convencional
de detecg¢do direta jd adotado para determinacdo de doping. Por fim,
esses resultados demonstraram que a determinacio de biomarca-
dores por metaboldmica € uma ferramenta eficiente e vidvel para a
detecgdo de abusos de diferentes drogas de mesma classe quimica,
em diversas modalidades do hipismo.'*

Foodomics e Nutricao

Com o crescente nimero de trabalhos na drea de alimentos sob
a perspectiva das ciéncias Omicas (transcriptomica, protedmica e
metaboldmica), e com o intuito de relacionar os alimentos e seus com-
ponentes alimentares, a dieta e o individuo, a satide e as doencas, um
novo conceito foi inserido na comunidade cientifica, a foodomics, que
¢ definida como uma nova abordagem que relaciona as tecnologias
Omicas avancadas com a drea de alimentos e nutri¢iio, com o intuito
de melhorar o bem-estar, a satide e seguranca dos consumidores,
integrando pesquisadores de diversas dreas do conhecimento. 337 E
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possivel encontrar uma série de trabalhos de revisdo na literatura sob
perspectiva da metabolomica em ciéncia de alimentos e nutri¢do, seja
com énfase nas técnicas de andlise empregada e suas diversas aplica-
¢des, 38140 ou com descrigéo em tratamento de dados,'*!1*> sugerindo
o grande potencial desta abordagem na andlise de alimentos.'** Sendo
o intuito da foodomics integrar todas as grandes dreas emergentes em
alimentos,'* diversas aplica¢oes da drea vem sendo compiladas, tais
como: autenticagio de alimentos,'**!* toxinas e seguranca de alimen-
tos,'**1¥ dieta e nutrigéo,'**1>> quimica verde,'> produtos alimenticios
diversos’* e oriundos de plantas,'*> dentre outras.

Dentro da ciéncia de alimentos, uma aten¢do mais detalhada €
dada a pesquisa em nutri¢do, visando correlacionar dieta, estilo de
vida e saide, com genes, proteinas e metabdlitos. Nesse contexto,
surgem novas dreas do conhecimento que foram nomeadas de nutri-
genética, nutrigendmica, nutriprotedmica e nutrimetabolomica, res-
pectivamente.'*® A aplica¢do dessas novas dreas pode ser comprovada
pela extensa compilagdo de trabalhos encontrados na literatura.'s7-1¢2
A nutrimetabolomica, que se refere a aplicacdo da metabolémica na
area de nutrigdo, permite a caracteriza¢do de fendtipos individuais,
por meio da medida de centenas ou milhares de metabdlitos, ap6s a
exposicdo a uma dieta especifica, por exemplo. De um modo geral, a
nutrimetabolomica estd focada na descoberta de biomarcadores por
meio da avaliacdo do efeito de uma dieta,'** estudos de intervengéo de
dieta em uma rota metabdlica,'**1® e estudo da relagio dieta-doenga'>’
ou, mais recentemente, na busca de uma dieta personalizada.'1¢7

Em se tratando do estudo da relacio dieta-doenca, um trabalho
interessante dos beneficios da dieta a base de extrato de alecrim contra
cancer de célon pode ser destacado, no qual foram aplicadas trés
abordagens Omicas (transcriptdomica, protedmica e metabolomica),
com mais de uma plataforma de andlise para a metabolomica global
(CE-MS, RPLC-MS e HILIC-MS). A Figura 5 apresenta um esquema
com os resultados dos metabdlitos, proteinas e genes alterados nas
células de cancer ap6s tratamento com o extrato de alecrim. Neste
estudo, mais de 1300 genes, 17 proteinas e 30 metabdlitos foram iden-
tificados, estes foram correlacionados a diferentes rotas metabdlicas,
sendo as principais responsdveis pelo desenvolvimento, manutencao
e morte celular. Os autores afirmam que ainda hd muito para inves-
tigar sobre os mecanismos envolvidos para os compostos alterados
quando se faz uso do alecrim, entretanto, este trabalho auxilia no
melhoramento do conhecimento dos efeitos quimiopreventivos dos
polifendis presentes no alimento, destacando a importancia da dieta
no combate e prevencdo de doencas.'s®

Em se tratando de intervencio de dieta, Brennan e colabora-
dores avaliaram o efeito da ingestdo de vitamina D em sindrome
metabdlica através de andlise global e alvo, em amostras de urina e
sangue (soro e plasma). A determinagio dos metabdlitos foi realizada
por 'H-NMR e os marcadores bioquimicos foram medidos por kits
comerciais. A avaliacdo dos resultados de metabolomica alvo foi
realizada por andlise de agrupamento por k-means, baseada em 14
marcadores bioquimicos de sindrome metabdlica e na concentragiao
de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D). Os resultados mostraram que
houve um aumento da 25(OH)D nos individuos que receberam a
suplementacdo da vitamina D, indicando menor risco de ocorréncia
de sindrome metabdlica. A andlise global dos metabdlitos alterados
mostrou que lactato, colina e lipoproteinas de baixa densidade (VLDL
+ LDL) s@o os metabdlitos mais discriminantes entre grupos com
e sem suplementacdo da vitamina D. Esses resultados suportam a
hipétese de que o efeito da vitamina D € modulado, em parte, pelo
metabolismo de lipidios. Os autores concluem que a vitamina D € um
fenétipo responsivo, com grande potencial em estudos nutricionais,
e que estudos complementares, incluindo outros fatores genéticos e
fenétipos, devem ser executados para a compreensdo da capacidade
de resposta de dietas especificas.'®’
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Figura 4. Exemplos de estudo em metabolomica no esporte. A) Apresentagdo de esquema de inje¢do sequencial de sete amostras em CE-MS para andlise em
tinica medida de separagdo e respectivos eletroferogramas extraidos de L-cartinina (vermelho) e padrdo interno (azul) do estudo metabolomico da andlise de
plasma de mulheres submetidas a exercicios fisicos de alta intensidade. Reproduzido da referéncia 134 com permissdo da John Wiley and Sons. B) Resultados
de (A) VIP score e (B) S-plot construido de modelos OPLS-DA, com destaque nos sete esteroides considerados potenciais biomarcadores para andlise anti-

-doping em cavalos de corrida. Reproduzido da referéncia 135 com permissdo da ACS
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duzido da referéncia 168 com permissdo da Elsevier
Microbiologia

A microbiologia € a ciéncia que estuda os organismos microsco-
picos, como fungos, bactérias e virus. Estudos da evolugao, fisiologia
e bioquimica desses organismos estdo intimamente relacionados aos
sistemas bioldgicos e assim, a metabolomica, juntamente com as
outras ciéncias Omicas, tem um papel fundamental na compreensio
dos fendmenos biolégicos ocorridos na microbiologia.'” A metabo-
l6mica tem sido aplicada a organismos microbianos, especialmente
estudos relacionados ao metabolismo da microbiota intestinal'7"'> ¢
interacdes organismo-hospedeiro,!”!"'*17 bem como marcadores de
exposi¢do a estresse ou alteragdes ambientais.!””" 1% Também sdo en-
contrados estudos de metabolismo secundario de microorganismos'®!
para produgdo de farmacos, biocombustiveis, agroquimicos etc. O
metabolismo de diversos organismos microbianos,”*!®? incluindo bac-
térias Mycobacterium tuberculosis'®>'% e Staphylococcus aureus,'*
além do conhecimento das novas vias metabdlicas de Escherichia
coli™®® também tem sido revisados. Dentre as aplicagdes industriais,
destacam-se a drea de fermentagio de alimentos'®’ e busca por alimen-
tos funcionais, como os probiéticos.!**% Um segmento novo e que
vem sendo explorado na industria e estudado pelas ciéncias 6micas
é o processo de biolixiviacdo, que consiste na conversio de metais,
frutos de rejeitos industriais, catalisada por microorganismos.'*® Na
drea médica o foco € voltado para pesquisas sobre diagndstico de in-
fecgdes, ™11 resisténcia ou desenvolvimento de novos firmacos,'?>1%
producio de vacinas'®>!% e antibi6ticos'* a partir de microorganismos.

Para entendimento do metabolismo e crescimento de bactérias
Staphylococcus aureus, Sun et al. utilizaram metabolomica global
através de andlises por NMR para avaliar o efeito do oxigénio
no crescimento bacteriano. Os experimentos foram executados
em cultivos de S. aureus sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas.
Também foram comparados o crescimento em cultura controle (meio
suplementado com glicose). Cerca de 50 compostos foram identifi-
cados, a separagdo entre os grupos de cultura aerébica e anaerdbica
podem ser observadas no modelo PCA da Figura 6A, assim como
os metabolitos responsdveis por essa separacdo. Os metabolitos
mais discriminantes entre os perfis foram isobutirato, isovalerato
e succinato, em condicdes aerdbicas, e lactato, etanol e ornitina,
em condicdes anaerébicas. Os autores observaram que a presenga
de oxigénio € de fato muito importante para o crescimento dos
microorganismos, e que alteram significativamente o metaboloma
do S. aureus. Estes resultados podem auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias para lidar com contaminagdes e infec¢des pelo
microorganismo.'%

Um estudo metabolomico alvo por LC-MS baseado em me-
tabolomica em fluxo foi aplicado a amostras de Mycobacterium
tuberculosis durante hipdxia, para avaliar as adaptacdes metabdlicas,
especificamente no ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA). Diferentes
porcentagens de oxigénio foram avaliadas durante a replicacdo das
bactérias. A andlise em fluxo, utilizando acetato isotopicamente
marcado com C-13, demonstrou diferencas em derivados de dcidos
organicos, intermedidrios do TCA, como apresentado na Figura 6B.
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Figura 6. Exemplos de estudo em metabolémica em microbiologia. A) Grdfico de scores e loading de modelo PCA dos metabdlitos responsdveis pela discri-

minag¢do das condigoes de crescimento de S. aureus, grupos aerobico e anaerobico. Reproduzido da referéncia 196 com permissdo da NRC Research Press.

B) Remodelamento associado a hipoxia da atividade do ciclo TCA de Mycobacterium tuberculosis. Altura das barras indica a concentragdo do metabdlito e a

coloragdo, a extensdo da marcagdo isotopica proveniente do acetato. Reproduzido da referéncia 197 com permissdao da PNAS

Os autores observaram que os teores de o-cetoglutarato diminuiu,
enquanto que succinato, malato e aspartato aumentaram. Essas altera-
¢des indicam uma ativa¢do na enzima isocitrato liase, a qual ja se tem
relatos de estar relacionada a sobrevivéncia de microorganismos. Por
fim, concluem que as alteracdes demonstram que a M. tuberculosis se
adapta facilmente a hipdxia, através de uma alteragdo em seu metabo-
lismo bioenergético. Esse mecanismo pode ser facilmente extrapolado
para outros microorganismos ou c€lulas (tumorais e hospedeiras),
auxiliando no entendimento de adaptagdes em diferentes condi¢des
e concentragdes de oxigénio.'”’

Parasitologia

Parasitas s@o organismos que necessitam de um hospedeiro
para se manterem vivos e em crescimento. Podem pertencer a
trés classes: protozodrios (seres unicelulares, como Leishmania,
Plasmddio, Giardia, etc.), helmintos (tipos de vermes, como
Fasciolas, Ascarideos, Esquistossomos, etc.) e ectoparasitas (pa-
rasitas externos, como piolho, carrapato, sanguessugas, etc.). As
infecgdes parasitdrias causam uma série de doengas em humanos,
especialmente nos que vivem em paises em desenvolvimento.'”
As ciéncias dmicas tém se mostrado bastante adequadas para es-
tudos da biologia parasitaria; tecnologias de andlise avancgadas e
tratamento de dados s@o frequentemente apresentados nos estudos
metaboldmicos de parasitas.'*? Em 2010, uma edi¢ao especial da
revista Parasitolgy (Insights into the metabolomes of parasites),*
contendo 14 publicacdes de especialistas na drea, foi dedicada a ar-
tigos de revisdo em metaboldmica parasitolégica. Além desta edi¢do
especial, frequentemente sdo encontradas compilagdes neste tema,
dedicadas a aplicac¢des na identificagdo de novas drogas-alvo,*2%3
estudos de mecanismo de agdo e resisténcia de intervengdes far-
macéuticas,?**?» e desenvolvimento de novas vacinas.’® Além
disso, sdo encontrados trabalhos que revisam o aprimoramento de
estratégias de diagndstico e tratamento de doengas parasitérias,?”’ o
conhecimento da interagio hospedeiro-parasita®®2'% e determinacéo
de biomarcadores.?''?'> Em uma busca rdpida nas bases de dados
de artigos cientificos nos deparamos com centenas de trabalhos
de revisdes em metabolomica aplicada as doengas causadas por
parasitas, como por exemplo, doencas negligenciadas,”'* ou especi-
ficamente destacando géneros parasitarios, como: Leishmania®'>2'¢
e Tripanossoma®’ ou ambas,”"® Plasmddio,*"***' Entamoeba,”***
Cryptosporidium,*** Nematodeos,?>?? entre outros.

Dentre os trabalhos envolvendo andlise metabolomica glo-
bal, destaca-se um desenvolvimento sistemdtico de extracdo de

metaboélitos em amostras de Fasciola hepatica, um parasita que
causa inflamacdo cronica no figado de seus hospedeiros (boi,
ovelha, porco e homem).?”” A otimizagdo da extragdo foi realizada
por desenho experimental de misturas de solventes (metanol, dgua
e cloroférmio), e envolveu o uso de multiplatatformas de andlise,
com LC-MS (fase reversa e de interagdo hidrofilica, modos positivo
e negativo), e CE-MS (modo positivo), para separagdo e deteccio
dos compostos extraidos diretamente do verme. Nestes estudos
foram detectados 142 metabdlitos oriundos de 14724 entidades
moleculares. A Figura 7A apresenta um diagrama de Venn com
a indicagdo dos 142 metabdlitos significativos detectados pelas 5
plataformas analiticas, comparando-as entre si e demonstrando a
capacidade de detecg@o de cada uma e seletividade das técnicas de
andlise utilizadas. Como observado na Figura 7A, ndo existe técnica
de andlise universal, uma vez que a andlise por cromatografia em
fase reversa facilita a separacdo de compostos com caracteristicas
mais apolares, como derivados de fosfolipidios, as colunas para
interagdo hidrofilica, favorecem a separacdo de compostos de
polaridade intermedidria, como aminodcidos e seus derivados, nu-
cleotideos, etc., e a eletroforese capilar € responsdvel pela separacéo
de compostos polares ionizdveis, e de cadeia curta, como colinas e
alguns aminodcidos, sendo, portanto, essas técnicas complementa-
res, acessando diferentes classes quimicas.??® A complementaridade
das plataformas analiticas em evidéncia proporciona uma maior
cobertura do metaboloma, aprimorando o entendimento biolégico
do sistema estudado.

A metabolOmica alvo para andlise de compostos organicos vo-
lateis foi aplicada com a finalidade de diagnéstico de leishmaniose
em cdes, no trabalho de Magalhaes Jr ef al. Trés grupos de amostras
de pelos de cdes saudaveis e infectados com Leishmania infantum
(apresentando ou ndo sinais clinicos) foram analisados por GC-MS e
revelaram diferentes perfis dos compostos detectados. Apds tratamen-
to e andlise estatistica multivariada dos dados normalizados, os auto-
res encontraram seis candidatos a biomarcadores (octanal, nonanal,
B-hidrixietil fenil éter, decanal, heptadecano e 2-etilhexil-salicilato),
identificados com asterisco na Figura 7B. Esses seis compostos fo-
ram considerados biomarcadores por caracterizarem a presenga ou
auséncia da doencga. A diferenca nos niveis desses biomarcadores foi
atribuida a interacdes metabdlicas entre o parasita e as células dos
cées, e poderia ainda indicar a intensidade da doenga.?” Um trabalho
como este confirma a importancia dos estudos de metabolomica na
parasitologia, pois através de uma andlise simples, com um método
de coleta de amostra néo invasivo, € possivel diagnosticar a doenga,
facilitando seu controle e prevengao.
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e infectados com L. infantum. Metabdlitos marcados com asterisco apresentam alta significancia estatistica (p-valor < 0,05) e sdo considerados biomarcadores.

Reproduzido da referéncia 229 com permissdo da Springer
Plantas

Devido a grande complexidade quimica das plantas, onde
estima-se a existéncia de mais de 200.000 metabdlitos,?*’ a andlise
metabolomica € uma abordagem que se mostra muito interessante,
pois além de auxiliar no entendimento do metabolismo desses seres
vivos, também pode trazer melhorias em termos de rendimento nos
cultivos.' O nimero de publicagdes e o interesse na drea € tdo gran-
de que, em 2013, um Handbook voltado para andlise metabolomica
em plantas foi publicado, no qual sdo destacados trabalhos interes-
santes apresentando protocolos e métodos de andlise, tratamento de
dados, e destaques para rotas metabdlicas.**> Em uma busca rapida
nas bases de dados de periddicos € possivel encontrar nos ultimos
dezessete anos mais de 100 artigos de revisdo na drea, em diversas
aplicagdes.?*? Dentre estas revisoes, destacam-se algumas com
enfoque em estudos de alteragoes ambientais”’” e genéticas, >4
resposta ao estresse,***2* satide e tratamento de doencas,***>*® ecolo-
gia e evolugdo," agricultura,**° bem como trabalhos dedicados &
metabolémica com uso de compostos isotdpicos,?!*? que auxiliam
na elucidagdo de rotas e melhoram a identificacio e quantificagio
de metabdlitos. Também sdo frequentemente encontrados estudos
envolvendo mais de uma abordagem Omica, como protedmica e
transcriptdmica.?3-%

Um trabalho interessante aplicado a alteracdes ambientais com
andlise metabolomica global em cultivos de tomate, beterraba, tremo-
¢o e pessegueiro, mantidos sob condigdes normais e sob deficiéncia de
ferro, foi apresentado por Rellan-Alvarez et al. A anilise de extratos
das folhas e seiva do caule (xilema) foi realizada por GC-TOF-MS,
possibilitando a deteccdo de mais de 200 metabdlitos para cada grupo
de amostras. Diversas classes de metabdlitos, como aminoacidos e
carboidratos, foram encontradas significativamente alteradas nas
comparacdes entre os grupos estudados. A Figura 8A apresenta
uma compilag¢do dos metabdlitos alterados, correlacionando-os com
suas respectivas rotas metabdlicas. Foi observado que nas amostras
de seiva (xilema) grande parte dos metabdlitos alterados estdo di-
minuidos, enquanto que nas amostras das folhas estdo aumentados
com a deficiéncia de ferro. Os autores concluiram que existe uma
correlagdo significativa entre aminodcidos e metabdlitos do ciclo
do 4cido citrico (TCA) na sobrevivéncia a curto prazo das plantas

analisadas em auséncia de ferro, o que pode afetar diretamente a
produtividade da cultura.>®

Um estudo recente do efeito da salinidade foi realizado por meio
da avaliag@o do teor de dez fitohormonios e seus metabdlitos em seis
variedades de raizes de cevada, submetidas ou ndo a estresse salino.
Para a quantificagdo dos metabdlitos alvos, um método foi desenvol-
vido e validado por LC-MS. O método de andlise se mostrou bastante
rapido, com a separacdo dos dez analitos em menos de 10 min e com
boa recuperacdo dos metabdlitos. Na comparag@o entre 0s grupos estu-
dados foram observadas diferentes alteracdes entre os fitohormdnios e
seus metabolitos (especialmente aminodcidos) (Figura 8B), indicando
que essas mudancas metabdlicas dependem da variedade da cevada.
Estes estudos apresentaram resultados que contribuem para um melhor
entendimento no que se refere a resposta ao estresse salino em plantas,
em nivel molecular, e como o estresse afeta a produc@o de fitohormo-
nios, o crescimento, o desenvolvimento e o metabolismo de plantas.?’

Toxicologia Forense

A toxicologia € uma ciéncia secular, que estuda os efeitos ad-
versos causados por substancias quimicas em organismos vivos. A
intoxicacdo € um fendmeno complexo de alteracdo da homeostasia
de um organismo, induzida por um xenobidtico (agente t6xico), e seu
grau depende de fatores como a toxicidade da substincia quimica
(xenobidtico), quantidade (concentragio ou dose), via (oral, dérmica,
pulmonar), frequéncia e duragdo da exposicdo, além de caracteristi-
cas individuais do organismo exposto (espécie, idade, sexo, estado
nutricional e de saide). Ainda que um xenobidtico exer¢a sua acio
téxica em um 6rgdo ou tecido especifico (que geralmente € o foco
principal dos estudos toxicoldgicos), deve-se considerar também
sua agdo secunddria no individuo intoxicado. A metabolomica tem
sido aplicada na toxicologia forense e trabalhos nessa drea t€ém sido
revisados frequentemente,?*2> mostrando que o estudo comparativo
do perfil metabdlico pode desempenhar um papel importante na des-
coberta e validacdo de novos biomarcadores, além de contribuir para
o entendimento e consequente interpretagdo dos mecanismos de acio
toxica de xenobidticos.”** A dependéncia de drogas como cocaina,
anfetaminas, opidides e etanol € um grave problema de satide publica
e, recentemente, estudos de metaboldmica vem sendo conduzidos para
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tentar explicar (ou complementar) o entendimento da toxicologia das
drogas de abuso,?**?%® na busca por biomarcadores para hepatotoxi-
cidade e nefrotoxicidade induzida pela a¢do de drogas®®?" e, ainda,
métodos de quantifica¢do de drogas e seus metabdlitos vém sendo
desenvolvidos para aplicacdo em diversas matrizes biolégicas.?’”! No
que tange as ciéncias forenses, a metabolomica tem sido utilizada
em diferentes aplicacdes, com andlise em diversos biofluidos como
urina, plasma, cabelo, unha, saliva, etc.,”’? além de investigacdes de
causas de morte?” ¢ intervalo pés-morte.?’*

A avalia¢@o da dependéncia de drogas por metabolomica global
em amostras de plasma e urina de ratos foi realizada por Zaitsu et al.
Os animais foram tratados com doses repetidas de morfina (4 mg/kg),
metanfetamina (2 mg/kg) e cocaina (10 mg/kg). Amostras de urina
foram coletadas antes do inicio da administragdo dos farmacos e no
12° dia apés o inicio do tratamento, quando também foram coletadas

B

uto et al. Quim. Nova

as amostras de plasma. As amostras foram analisadas por GC-MS e
os resultados da andlise multivariada ndo-supervisionada (PCA) estdo
apresentados na Figura 9A. Dessas andlises, os autores identificaram
57 metabdlitos nas amostras de plasma e 70 metabdlitos nas amostras
de urina, e puderam observar alteracdes significativas no metaboloma
dos animais tratados com morfina, porém, 0 mesmo nio ocorreu nos
animais tratados com as demais drogas de abuso estudadas, inferindo-
-se que a alteracido do metaboloma na dependéncia esta diretamente
relacionada ao mecanismos de a¢@o de cada substancia no centro de
recompensa no cérebro.?’

Outro trabalho interessante que envolve a andlise de drogas de
abuso foi publicado por Kaplan ef al. Neste trabalho, a espectrometria
de massas por mobilidade i0nica foi a técnica de andlise para estudar
o efeito da cocaina no metabolismo da glicose e de aminas biogé-
nicas, em regides especificas do cérebro de ratos. Utilizando uma
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abordagem metabolOmica alvo, os autores determinaram a presenca
de diversos neurotransmissores € seus metabdlitos, tais como nora-
drenalina, serotonina, dcido 5-hidroxi-indolacético, dopamina, e dcido
3,4-dihidroxifenilacético, no cértex frontal, estriado e tdlamo de ratos
controle e tratados com cocaina. A concentrag@o destas substancias foi
medida por adi¢do de padrdo e permitiu distinguir entre as diferentes
areas anatdmicas do cérebro, bem como observar que a concentragio
de alguns destes neurotransmissores (ou seus metabdlitos) € alterada
significativamente em animais que receberam cocaina, como exem-
plificado na Figura 9B. Na avaliacdo metabolomica global, os autores
identificaram mais de 200 entidades moleculares que permitiram a
disting@o entre grupos tratados e controle.?”

CONCLUSAO

Este artigo de revisdo teve como objetivo apresentar as defini¢des
que permeiam as andlises metaboldmicas realizadas nos estudos de
biologia de sistemas, bem como apresentar as etapas envolvidas em
investigagdes focadas em andlises global e alvo. As compilagdes de
trabalhos publicados em dreas representativas de interesse, feitas
nesta revisdo, mostram de forma inequivoca o estabelecimento da
metabolomica nos ultimos anos. O amadurecimento desta ciéncia
se deve ao crescimento na busca pela compreensao dos mecanismos
envolvidos nos sistemas bioldgicos, além dos avangos das técnicas
analiticas e o aprimoramento das ferramentas de tratamento de dados.
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