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RESUMO

A proposta deste trabalho contemplou a investigacao de condi¢cdes de Microextracédo
em Fase Sdlida (SPME) empregando o Planejamento do tipo Plackett-Burman no
preparo de amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes diagnosticados com
Esclerose Multipla (MtS) para analise em espectrometro de massas de alta resolucéo.
Pelos testes realizados preliminarmente, péde-se constatar a heterocetasticidade dos
dados e que os coeficientes de variagdo obtidos para as quatro faixas de m/z
selecionadas para trabalho (m/z 50-600, 300-800, 700-2000 e 1000-2000) sao
comparaveis e variaram de 17 a 36%, tais testes também mostraram que as condicdes
centrais dos niveis dos fatores triados foram visualmente comparaveis com os perfis
espectrais obtidos pelo método de referéncia (Bligh e Dyer). A realizacdo do
Planejamento do tipo Plackett-Burman assistido pela funcdo de desejabilidade para
maximizacao da variavel resposta (nUmero de ions) mostraram que nao é possivel
obter um modelo global que contemple as quatro faixas simultaneamente, a partir dos
niveis testados, gerando uma condicdo de compromisso para a extracao utilizando
SPME: 5 min de extracdo e 5 min de dessorcdo a 30°C sem agitacdo em 150 uL de
metanol. Foi utilizado um threshold de 30% em relag&o ao sinal mais intenso em cada
espectro obtido nas amostras de pacientes com MtS e pacientes do grupo de controle,
tendo em vista as janelas de aquisicdo de dados nas faixas de 50-600 m/z, 300-800
m/z, 700-2000 m/z e 1000-2000 m/z, resultando em espectros com ions em ordem de
grandeza entre 10° e 10’. A andlise de componentes principais aponta a influéncia de
uma diversidade de relagcbes m/z sobre a auto-organizacdo dos dados, que permite
inferir a auséncia de marcadores especificos. A PCA resultou em 8 componentes
principais sem um delineamento definitivo de agrupamentos, mas com quatro
amostras com perfil completamente distinto das demais. Foi utilizado o software
MZMine 3 para previsdo de possiveis ions de estruturas lipidicas empregando dados
MS!, indicando a maior potencialidade do software principalmente com dados MS? e
acoplamento de técnicas de separacdo a espectrometria de massas para analises

lipiddmicas futuras.

Palavras-chave: lipiddmica; esclerose mdltipla; microextracdo em fase solida;

planejamento experimental; espectrometria de massas.



ABSTRACT

The purpose of this work included investigating Solid Phase Microextraction (SPME)
conditions using Plackett-Burman planning in the preparation of cerebrospinal fluid
samples from patients diagnosed with Multiple Sclerosis (MtS) for analysis in a high-
resolution mass spectrometer. Through the tests carried out preliminarily, it was
possible to verify the heterosketasticity of the data and that the coefficients of variation
obtained for the four m/z ranges selected for work (m/z 50-600, 300-800, 700-2000
and 1000-2000 ) are comparable and ranged from 17 to 36%, such tests also showed
that the central conditions of the levels of the screened factors were visually
comparable with the spectral profiles obtained by the reference method (Bligh and
Dyer). Carrying out Plackett-Burman planning assisted by the desirability function to
maximize the response variable (number of ions) showed that it is not possible to
obtain a global model that contemplates the four bands simultaneously, from the levels
tested, generating a condition of commitment for extraction using SPME: 5 min of
extraction and 5 min of desorption at 30°C without stirring in 150 uL of methanol. A
threshold of 30% was used in relation to the most intense signal in each spectrum
obtained in samples from patients with MtS and patients from the control group, taking
into account the data acquisition windows in the ranges of 50-600 m/z, 300 -800 m/z,
700-2000 m/z and 1000-2000 m/z, resulting in spectra with ions in order of magnitude
between 105 and 107. Principal component analysis points out the influence of a
diversity of m/z ratios on the self-organization of data, which allows inferring the
absence of specific markers. The PCA resulted in 8 main components without a
definitive delineation of clusters, but with four samples with a completely different
profile from the others. The MZMine 3 software was used to predict possible ions of
lipid structures using MS? data, indicating the greater potential of the software mainly
with MS? data and coupling separation techniques to mass spectrometry for future

lipidomic analyses.

Keywords: lipidomics; multiple sclerosis; solid phase microextraction; experimental

design experiments; mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Analitica Moderna € reconhecidamente responsavel pela
informacédo quimica, a qual relaciona aspectos tedricos e praticos nas mais diversas
investigacdes experimentais. Seu objetivo € fornecer informacdes sobre o material ou
sistema estudado, distinguindo entre informacdes globais e parciais por meio de
ferramentas, instrumentos, estratégias, metodoldgicas e materiais, dimensdes estas
interconectadas na implementacgdo dos processos analiticos.!

No que tange as diversas técnicas analiticas empregadas nas investigacdes
experimentais, cita-se a Espectrometria de Massas (do inglés Mass Spectrometry,
MS) a qual ocupa um lugar central e estratégico enquanto ferramenta na determinagéo
da presenca concentracdo e hipoteses estruturais de espécies quimicas. Avancos
notorios foram alcancados em diversas areas da ciéncia decorrentes do
desenvolvimento de instrumentacdo das técnicas espectrométricas e,
consequentemente, obtencdo de dados de alta acuracia, sendo um fator facilitador e
promotor de andlises quimicas mais rapidas de diversas classes de substancias.® ?

O desenvolvimento da MS teve contribui¢des significativas dos trabalhos de
J.J. Thomson (prémio Nobel em Fisica, 1906), para a compreensdo de grandezas
como a relagdo carga do elétron e massa atbmica da espécie quimica (e/m), a qual
foi substituida posteriormente pela relacdo entre massa atbmica e a carga do ion em
guestdo (m/z), parametro presente nos dias atuais para compreensdo dos espectros
gerados pelas técnicas espectrométricas.?

Embora a MS tenha nascido no cerne de pesquisas da Fisica, ela é abracada
pelas diversas areas quimicas a partir dos anos 1960 do século XX, demarcando, a
partir de entdo, uma nova possibilidade de abordagem analitica na resolugéo e
exploracdo de composicdes de amostras em matrizes complexas até elucidacao
estrutural de biomoléculas e atribuicdo de suas fungdes em sistemas bioldgicos.?

A MS tem, constantemente, diversos avancgos instrumentais em seus
analisadores de massas, permitindo investigagcdo de amostras complexas como em
analises de natureza protedbmica e metaboldmica para as quais SA0 necessarios
instrumentos robustos, de alta confiabilidade e de baixo custo de operagédo. Diante

disso, h& o surgimento do analisador Orbitrap, o qual associado com uma fonte de



ionizacdo branda, foi responsavel por gerar uma variedade de ions e dados para
caracterizar os sistemas estudados.* °

As tecnologias de investigagcdo em amostras complexas e de vastas classes de
substancias, ordinariamente classificadas como Omics, ou Ciéncias Omicas, surgem
em um contexto de grandes avancos nas investigacdes clinicas e bioldgicas,
resultando em pesquisas sobre compartimentos celulares e biomoléculas complexas
a fim de coletar dados e, possivelmente, compreender as estruturas moleculares, sua
localizagdo no ambiente quimico e atrelar sua funcdo aos fenémenos bioquimicos. ©

A primeira ciéncia dita “Gmica” € a Genémica, termo alcunhado pelo geneticista
aleméo Hans Winkler em 1920 sendo atribuido como inicio da era Omics. Em 1986,
apo0s aumento significativo na producdo de conhecimento pelas mais diversas
pesquisas realizadas em ambito mundial, o termo Genbmica € utilizado pelo
geneticista norte-americano Tom Roderick para incluir uma abordagem complexa e
integrativa de todos 0s genes em contraste aos estudos anteriores sobre as atividades
de genes isolados. Um dos grandes responsaveis pelo aumento das pesquisas
Omicas foi o desenvolvimento da MS que por meio dos avangos tecnoldgicos em
técnicas e equipamentos de alta acuracia e de alto poder de resolu¢do permitindo a
realizacdo de andlises de diversos compostos, dentre os quais ganham destaque
neste trabalho as biomoléculas relacionadas a abordagens lipidémicas, que englobam
lipidios e sistemas conjugados (presenca de lipidios associados a agucares ou
proteinas).”: 8

Tendo em vista o desenvolvimento instrumental da MS, alguns sistemas
hifenados, ou seja, combinacdo de equipamentos e técnicas analiticas, ganharam
destaque no cenario cientifico como por exemplo, o desenvolvimento da
Cromatografia Gasosa (do inglés Gas Chromatography, GC) e Cromatografia Liquida
(do inglés High-performance Liquid Chromatography, HPLC) acopladas aos
espectrometros de massas (por ionizagao por impacto de elétrons (do inglés electron
ionization, El) ou ioniza¢do quimica (do inglés chemical ionization, CI).

Entretanto, algumas restricbes sdo bem conhecidas na investigacao lipidomica
ou de outras ciéncias 6micas via técnicas cromatograficas como por exemplo, altas
demandas de tempo no preparo de amostras, exemplificado na Cromatografia Gasosa
na necessidade de processos reacionais derivativos para alterar propriedades fisico-

guimica dos compostos de interesse para que sejam mais volateis e assim seja



possivel a realizagdo da analise, enquanto que na Cromatografia Liquida, ha uma
necessidade emergente de aperfeicoamento da interface entre o cromatografo liquido
e o espectrometro de massas devido as incompatibilidades instrumentais. °

Em uma abordagem lipiddmica, a espectrometria de massas pode ser hifenada
por técnicas de separa¢do como cromatografia ou eletroforese ou realizada por meio
da insercdo direta de extratos lipidicos no espectrémetro de massas, um método
conhecido como Shotgun Lipidomics (SL), ou ainda por meio da insercéo direta de
amostras no espectrometro de massas denominada de Espectrometria de Massas por
Infusdo Direta (do inglés Direct Infusion Mass Spectrometry, DIMS).10 1112 Essg
abordagem, facilitada pela ionizacdo por eletrospray, é particularmente eficaz para
lipidios com grupos polares em sua estrutura. A SL, conduzida em plataformas MS ou
MS/MS (Espectrometria de Massas em Tandem) e utilizando instrumentagéo de alta
precisdo, como Q-TOF (analisador quadrupolo tandem TOF — do inglés Time of Flight)
ou Orbitrap, destaca-se por proporcionar uma rapida identificacéo e quantificacéo de
diversas classes de lipidios.*3

Tendo em vista a necessidade de modificacdo da amostra para posterior
andlise, tem-se a Microextracdo em Fase Sélida como uma técnica de extracao,
limpeza da amostra e armazenamento dos espécies de interesse. A Microextracao
em Fase Sodlida (do inglés Solid Phase Microextraction, SPME) foi desenvolvida nos
anos 90 em direcdo a demanda da comunidade cientifica por técnicas e métodos que
empregassem menores volumes possiveis de solventes organicos nos laboratorios e
rotinas analiticas, menor manipulagdo da amostra pelo analista, além de um aumento
na seletividade dos compostos a serem extraidos. Com a possibilidade de mudancas
das fases extratoras poliméricas que recobrem a fibra de silica fundida, as analises
de biomoléculas tornaram-se operacionalmente simplificadas frente as técnicas
classicas de extracdo, no caso de lipidios como por exemplo Extragéo Liquido-Liquido
(do inglés Liquid-Liquid Extraction, LLE), bem como mantem uma relacdo de
proporcionalidade entre a concentracdo dos analitos em solucdo e os analitos
extraidos, sendo possiveis processos de quantificagdo por meio curvas de calibracao
envolvendo adicdo de padrdes internos. 13 141516

Ainda deve-se destacar que as investigacdes experimentais devem caminhar
em direcdo a dados confiaveis, buscando uma quantidade de experimentos adequada

a investigacdo proposta tendo em vista os fatores que influenciam o sistema em



estudo, sendo necessario um planejamento experimental antes do inicio das analises
e uma abordagem quimiométrica dos dados obtidos, sendo ela uma poderosa
ferramenta em analises lipidémicas untargeted. Um planejamento experimental que
pode ser citado aqui é do tipo Plackett-Burman o qual permite a identificacdo de
elementos cruciais que impactam um resultado particular em experimentos. Esse
planejamento se mostra eficaz na otimizacdo de processos como a extracdo de
lipidios, a selecdo de técnicas analiticas e o ajuste de variaveis experimentais. Isso é
alcancado por meio da utilizacdo de uma matriz experimental estrategicamente
organizada, que permite a avaliacdo do impacto de cada fator envolvido, a0 mesmo
tempo que minimiza a quantidade de experimentos necessarios a serem realizados.”:
18; 19; 20; 21

As amostras de natureza biolégica como sangue, saliva, urina, pele, porcdes
de tecidos biologicos, células, fluidos e secre¢cdes corporais, e liquido
cefalorraquidiano, ou fluido cérebro-espinhal (do inglés cerebrospinal fluid, CSF) sé&o
objetos de estudos clinicos pautados em investigac6es biomoleculares em doencas
como cancer, diabetes, doencas cardiacas doencas autoimunes e doencas do
sistema nervoso sdo de amplo interesse no cendrio nacional e internacional uma vez
gue sdo doengas que tem sua etiologia ainda nao estabelecida ou devidamente
reconhecida pela comunidade cientifica, sendo empregados por vezes diagndsticos
demorados por meio de equipes multidisciplinares, nado dispondo de teste clinico ou
imagético especifico.?? 23 24; 2526

Nesta proposta de trabalho os esforcos foram orientados em direcdo a
empregar o planejamento do tipo Plackett-Burman para triagem de fatores que
influenciam na extracdo de lipidios utilizando SPME em amostras de CSF de

pacientes com esclerose mdltipla (do inglés Multiple Sclerosis, MtS)2.

1 Os termos referentes & Espectrometria de Massas e Esclerose Mdltipla em inglés ambos s&o grafados
pela sigla MS. Para efeitos de diferenciacdo no texto, foi adotado a sigla MS para Espectrometria de
Massas e MtS para Esclerose Mdltipla.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LIPIDOMICA

A Lipidébmica pode ser estabelecida enquanto um dominio dentro da
Metabolémica e uma potencial a chave para compreensdo do papel estrutural e
funcional que os lipidios desempenham no ambiente biologico, tendo enfoque em
matrizes de origem animal e vegetal contemplando plasma ou soro, tecidos, células e
urina.2% 26

Entretanto, ha divergéncias na literatura quanto ao uso de definicdes para
delimitar os dominios moleculares da Lipiddmica ou de um grupo restrito de lipidios
alvo de investigacdo cientifica, fato que revela a necessidade e esforco de uma
classificacdo sistematica para uso do meio cientifico.?? 27 28 29

As primeiras definicbes sobre a natureza de um composto lipidico eram
baseadas em propriedades fisico-quimicas como a solubilidade em solventes polares
e apolares. No entanto essa definicdo era falha em razdo das possibilidades de
compostos com estruturas moleculares diversas, nao ficando restritos ao um carater
polar e solivel em solventes organicos como caracteristica limitante. Portanto, deve-
se abandonar essa abordagem superficial sobre a natureza dos lipidios e utilizar
ferramentas e conceitos atdmico-moleculares para que haja a devida categorizacéo
dessas espécies.*°

Desses esforgos, surge em 2005 o LIPID MAPS, o qual estabelece um sistema
classificatorio baseado na “constru¢ao em blocos” (FAHY et al., 2011, tradugéo do
autor) em unidades comuns ou seja, em reacdes para a formacao dessas moléculas,
incorrendo em um prolongamento cadeia carbonica e complexidade de arranjo das
cadeias carbonicas, processos descritos por meio de modelos de reagbes de
condensacéo de Claisen de carbocations de isopreno (prendis, esterdis, etc.) ou de
condensacdao de carbanions de tio ésteres (acidos graxos, policetideos, etc.).3!

Neste trabalho opta-se pelo uso de uma definicdo ampla sobre a classe de
lipidios, e que neste momento permita a discussao aqui apresentada, a partir da qual
tem-se que os ‘lipidios s&o acidos graxos, seus derivados, e substancias

biossinteticamente correlatas ou funcionalmente a esses compostos”.®



Tendo em vista a necessidade de compreensao estrutural dos lipidios, mesmo
gue em uma classificacdo primaria, € possivel agrupar essas classes de compostos
em 8 grupos distintos, organizados conforme o total de espécies disponiveis nas

bases de dados de investigacéo lipiddomica na Tabela 1.

Tabela 1 - Numero de estruturas por categoria lipidica

Gerados

Categoria Abreviacao Apurados computacionalmente Todos
Acidos Graxos AG 8816 1898 10714
Acilglicerois GL 355 7379 7734
Glicerofosfolipidios GP 1768 8328 10096
Esfingolipidios SP 1821 3168 4989
Esterdis ST 3853 0 3853
Prenois PR 2457 0 2457
Glicolipidios SL 51 1294 1345
Policetideos PK 7164 0 7164
TOTAL 26285 22067 48352

Fonte: <https://www.lipidmaps.org/>. Acesso em: 12/01/2024.

No ambiente bioldgico, os lipidios desempenham papéis essenciais para a
estruturacdo e manutencao da vida. Alguns desses papéis podem ser elencados 3% 32;

1. Reserva energética enquanto “combustivel celular”;

2. Abrangéncia de combinacdes nas formacdes de compostos cujas propriedades

biofisicas desempenham func¢des especificas;

3. Estruturacdo da membrana plasmatica e de contencéo das organelas celulares
desempenhando um papel de controlador de processos difusivos;
Depodsito de mensageiros secundarios latentes para vias de biossinalizagao;
Determinantes primarios nas atividades proteicas transmembranares;
Substratos para acilacdes de proteinas;

Precursores hormonais;

© N o g &

Regulacéo de vias metabdlicas;

Diante dessa diversidade de funcdes, torna-se compreensivel o grande nimero de
investigacdes cientificas na busca de identificar, quantificar os lipidios e buscar a
compreensao das fungbes destes no meio biologico e, se possivel, correlacionar as

situacbes nao-homeostaticas, configuradas pelo desenvolvimento de doencas e
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guadros disfuncionais de determinadas organelas ou células, objetos de interesse dos

dominios biomédicos.

2.2 LIPIDIOS E NEUROLOGIA

Em amplo aspecto, tem-se o Sistemas Nervosos Central e Periférico (do inglés
Central Nervous System, CNS; Peripheral Nervous System, PNS — compreendendo o
cérebro e medula espinhal, ramificacdes da medula espinhal, respectivamente ) como
ambientes teciduais ricos em lipidios (em torno de 50% em termos composicionais),
caracterizada diversidade de estruturas moleculares e funcdes neurais.3% 37

A complexidade estrutural dos lipidios reflete a suas diversas funcionalidades
fisiologicas no ambiente biolégico, sendo apontados como ferramentas estratégicas
na compreensao de doencas e metabolismo celular de classes lipidios. No estudo da
fisiologia do SNCP e dos 6rgdos componentes, a compreensao quimica e estrutural
dos lipidios dessas regides permite a investigacdo de processos sinapticos,
desequilibrios do metabolismo de lipidios e possiveis relagbes com as doencas

supressoras da atividade neural ou progresséo do quadro de degeneracgdo neural. 3%
35; 36; 37

2.3 AVANCOS NA LIPIDOMICA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As técnicas de ionizacao de moléculas em MS., foram importantes evolucfes
ao longo do desenvolvimento instrumental e corroboraram para uma melhora no
potencial analitico da MS. Nos anos 1940, tem-se 0 uso de lonizacao por Elétrons,
enguanto nos anos 1950 tém-se a difusédo de lonizacao Induzida por Colisédo (do inglés
Collision-induced dissociation, CID), situa¢cbes que envolviam um ambiente de alto
vacuo. 93839

No final da década de 1970, houve um amplo desenvolvimento da Lipidémica
em funcdo do desenvolvimento de sistemas hifenados como a Cromatografia Liquida
e Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas, para separagao e
guantificacao e/ou identificacdo de espécies, respectivamente, contribuindo para um
aumento de acuréacia dos dados obtidos em fung¢édo do uso de uma técnica eficiente

de separacdo de compostos, implicando em uma alta sensibilidade e seletividade.
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Uma investigacdo quimica também contemplada pelas analises lipiddmicas reside na
exploracdo de sistemas de Infusdo Direta nos espectrédmetros de massas, buscando
resultados exatos e precisos sem manipulacdo excessiva das amostras e sem 0 uso
de uma técnica de separacéo.s? 40

Ainda nos anos 1970, tem-se o desenvolvimento da lonizagdo a Presséo
Ambiente, que inovava instrumentalmente em termos de possibilitar uma melhor
interface entre a Cromatografia Liquida e a MS, bem como analise de lipidios
intocados ou com pouca fragmentacdo molecular, compostos de média massa
molecular e de média a alta polaridade. 4

Nos anos 80, a lonizacdo por Bombardeamento Réapido de Atomos (do inglés
Fast Bombardment Atoms, FAB), utilizava um feixe de atomos em situacédo de alta
energia para promover a fragmentagdo molecular dos compostos analisados,
promovendo uma melhora na compreenséo da quimica de ions de lipidios.*?

No fim da década de 80 tem inicio a aplica¢cdes lipidémicas envolvendo o uso
da lonizacao e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz (do inglés Matrix-assisted Laser
Desorption lonization, MALDI), utilizando o analisador de massas Tempo de Voo (do
inglés Time Of Flight, TOF). A vantagem dessa técnica espectrométrica é o alto
processamento de amostras e obtencé&o de dados (em torno de 1 minuto por amostra),
além da possibilidade de analise em amostras liquidas ou sélidas e obtencdo de
espectros de massa ou aplicacdo em imageamento da porcao biologica (cortes
histol6gicos). 4% 4445  Para andlise de lipidios, utiliza-se uma matriz que absorva
comprimentos de onda na faixa do ultravioleta, geralmente o acido 2,5-dihidréxido
benzoéico (do inglés dihydroxydebenzoic acid, DHB), a qual absorve e transfere
energia para o analito a ser dessorvido e ionizado e previne a formacao de agregados
moleculares de lipidios.46: 47: 48: 49

Outra contribuicAo em termos instrumentais € o desenvolvimento da lonizacao
em Pressao Atmosférica, que engloba processos de ionizagdo por lonizagdo Quimica
(do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) dos compostos
(fragmentacdo com uso de gas inerte), Fotoionizacao (do inglés Atmospheric Pressure
Photoionization, APPI) necessitando de uma menor fonte de calor para dessolvatagao
(uso de comprimentos de onda) oferecendo baixos limites de detec¢éo analitica sendo

de 2 a 4 vezes mais sensivel e lonizacéo por Eletropulverizacéo.®



A lonizacao por Eletropulverizacdo (do inglés Electrospray lonization, ESI) foi
desenvolvida por Fenn e colaboradores a qual € baseada na formac&o de um spray
por acdo de um gas, propelindo a amostra em uma regido de aplicacdo de potencial
elétrico (cerca de 3 a 4kV entre o sistema de injecdo e a entrada do espectrometro de
massas), incorrendo na formacéo de ions moleculares de alta abundancia. %51 A
lonizacdo por Eletropulverizacdo (ESI) é uma forma de transferéncia de espécies
moleculares em solucéo para a fase gasosa na forma de ions. Como ferramenta, na
Espectrometria de Massas a ESI tem contribuido significativamente na andlise
espécies de alta massa molar, incluindo a possibilidade de analises de tecidos ou

células de forma direta a partir de amostras néo tratada.3% 52 53

2.4 MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

A Microextracdo em Fase Solida (do inglés Solid Phase Microextraction,
SPME), surge em um contexto de diminuicdo em volume ou extincdo de uso de
solventes organicos em analises quimicas, caracterizando um marco tecnolégico no
preparo de amostras e tendo aplicagbes diversas nas mais variadas areas e
interesses como alimentos, meio ambiente, pesquisas clinicas, forenses e
bioanaliticas, seja em abordagens exploratérias com espécies alvo ou ndo. 15 5455

A SPME é um aprimoramento da Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés
Solid Phase Extraction), compartilhando o mesmo principio fisico, baseado nos
coeficientes de distribuicdo de um ou mais compostos entre uma fase solvente e uma
extratora nas quais ocorrem processos sortivos ou equilibrios de solubilidade
(particdo) dos analitos, que se distribuem entre essas fases, de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas (solubilidade, tipo de interacdo intermolecular, tamanho,
etc.).

O sistema da SPME é exemplificado abaixo na Figura 1, tendo como
caracteristica a constituicdo de uma fibra de silica fundida e a possivel presenca de
fases poliméricas ligadas quimicamente a silica. A Figura 1 ilustra um modelo
comercial de SPME (Supelco Inc®), no qual tem-se o holder que é um sistema
projetado permitir o ajuste da profundidade alcancada pela agulha ao perfurar o septo
do recipiente que guarda a amostra e posterior exposi¢ao da fibra e do material

sortivo, ocorrendo de forma direta, por headspace (introducdo de um sistema SPME
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na atmosfera acima da amostra, tendo potencial aplicacdo na extragcdo de compostos
volateis ou semi-volateis®®) ou por fibra protegida por membrana. O uso de SPME
ainda representa um novo horizonte em preparo de amostras diante da possibilidade
de analise in vivo de forma bem menos invasiva (diante das dimensfes do aparato)

frente a técnicas classicas de extracdo de espécies em biofluidos.15 16:57; 58 59

Figura 1 - Modelo comercial de sistema SPME

— HOLDER

AGULHA PARA PERFURAR O SEPTO
FIBRA DE SILICA FUNDIDA

- FASE EXTRATORA RECOBRINDO A FIBRA

Fonte: Autoria propria.

A diversidade de aplicacdes e pesquisas envolvendo a SPME est4 intimamente
relacionada as possibilidades de sistemas envolvendo fases poliméricas distintas que
implicam em mudancas nos coeficientes de distribuicdo dos analitos na fase extratora,
parametros fisico-quimicos comuns ja empregados rotineiramente em estudos
cromatograficos.®* Na Tabela 2 abaixo, tem-se algumas fases poliméricas

comercialmente disponiveis, conforme o levantamento de Dean.**
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Tabela 2 - Fases poliméricas comerciais para SPME

Tamanho das particulas Material Fase ligante
07 mm Polidimetilsiloxano Ligada
30 mm Polidimetilsiloxano nao ligada
100 mm Polidimetilsiloxano nao ligada
85 mm Poliacrilato parcialmente reticulado
60 mm Polidimetilsiloxano / parcialmente reticulado

divinibenzeno
Polidimetilsiloxano /

65 mm divinibenzeno parcialmente reticulado
75 mm Polidimetilsiloxano / Carboxen parcialmente reticulado
65 mm Carbowax / divinilbenzeno parcialmente reticulado
50 mm Carbowax / divinilbenzeno parcialmente reticulado

Fonte: Adaptado de Dean.*

Na perspectiva de adequacgdo da fase polimérica a extragdo de uma espécie,
tem-se a fase C18 (octadecilsilano) como sistema biocompativel, ou seja, apresenta
potencial na analise de biomoléculas de carater acentuadamente apolar. Essa
caracteristica permite a exploracdo analitica de lipidios presentes em biofluidos e
outras matrizes de origem bioldgica, envolvendo pouca manipulagdo das amostras,
ganhando notoriedade nas diferentes matrizes biolégicas como urina, sangue, tecidos

e culturas bacterianas.® %>

2.5 ESCLEROSE MULTIPLA

A Esclerose Mdltipla (MtS) consiste em doenca afeta a medula espinhal,
tronco cerebral, cerebelo, cérebro e nervos Opticos (exceto, nervos periféricos), em
nivel patolégico a doenca é caracterizada pela presenca pequenas lesdes devido a
demielinacdo em massa branca e cinza no Sistema Nervoso Central (CSN), essas
lesbes sdo denominadas esclerores (do inglés sclerosis) as quais além de variados
sintomas indicam sinais de disfuncéo de ordem neuroldgica. Cabe ressaltar que esse
tipo de lesédo pode ser levar a um diagnostico divergente, dado que outras doencas
também induzem a formacdo de lesGes nessas areas cerebrais isquemia, lupus
sistémico eritematoso (do inglés systemic lupus erythematosus, SLE), sindrome de
Behcet, etc., implicando em uma grande dificuldade de diferenciacéo entra elas e a
MtS. caso essa técnica seja o Unico parametro a ser analisado.® Muitos pacientes

apresentam como quadro sintomatico caracterizado relapsing-remitting (RR), ou seja,
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um quadro com sintomas imprevisiveis que podem aparecer ou desaparecer
brevemente ou entéo, ter os sintomas atenuados por um periodo.®°

Tendo em vista o desenvolvimento metodologico e tecnoldgico para a devida
caraterizagdo dessa enfermidade, deve ser exaltada a intrinseca necessidade de
estudo lipidémico de amostras biolégicas de origem humana. Diante de padrbes
composicionais em amostras obtidas a partir de pacientes com MtS e grupos de
controle de individuos saudaveis, lonescu et al. (2011) e Broza et al. (2017) sugerem
um novo caminho para obtencdo de amostragem biol6gica por meio de técnicas
menos invasivos como por exemplo a partir do ar expirado por pacientes |,
apresentando, assim, novas possibilidades para evitar métodos invasivos e menos
danosos (em casos de complicagdes infecciosas) como a punc¢ao de CSF, logo que o
fluido mantem relagéo direta com os 6rgaos alvo e caracteristicas semelhantes em
termos da presenca de espécies moleculares em comum, tornando-o0 uma amostra de
alto poder informativo sobre processos patoldgicos. 24 61: 6263

Diante das possibilidades analiticas advindas do avanco em preparo de
amostras Espectrometria de Massas € plausivel esperar por informacgdes valiosas de
perfis espectrométricos para entendimento composicional de amostras, e neste caso,
a atencdo estd centralizada em aspectos relacionados a amostras de liquor de
pacientes diagnosticados com MtS. Faz-se, portanto, necessarias novas analises e
trabalhos comparativos que possam colaborar de forma ainda mais significativa no
aprimoramento de técnicas analiticas em pesquisas que visam a fixacdo de um
protocolo clinico efetivo para o diagnostico da MtS diante de uma falta de consenso
cientifico sobre um possivel biomarcador ou uma assinatura molecular caracteristica
para essa enfermidade.

Em termos de producéo cientifica e relevancia da tematica, em uma busca
preliminar foram encontrados 3.400 artigos no periodo compreendido entre 2014 e
2023, revelando que a o assunto é atual e constitui a pauta de pesquisas no meio
cientifico. Nessa procura foram encontrados o total de 75 artigos nas plataformas
online de pesquisa Scopus, Web of Science e PubMed, baseada em artigos
relacionados a Esclerose Mdltipla e avangos em espectroscopia de massas.

A relevancia dessa tematica é observada quando é levada em consideracéo a
dispersédo dos casos no cenério mundial, sobretudo em populagdes do hemisfério

Norte, conforme expresso na Figura 2.
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Figura 2 - Casos de MtS no cenario mundial em cada 100.000 habitantes
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Fonte: Adaptado da Organizacdo Mundial da Saude, OMS (2001).%°

A estimativa, segundo a OMS (2008), é 30 casos a cada 100.000 habitantes, a
gual pode variar em funcao da localizacdo desses casos gerando uma variacéo de 5-
80 casos. No Brasil, no periodo de 2008 a 2019, das 29.088 internacdes relacionadas,
85,9% delas estavam relacionadas a pessoas na faixa etaria de 20-59 anos, na qual
a regido Sudeste do pais foi responséavel por 59,7% dessas internacoes. %

Poddighe et al. (2017) trazem contribui¢cdes significativas com este trabalho
devido a caracterizacdo metabolémica por GC-MS em plasma apdés o devido
tratamento e derivatizacdo da amostra, incorrendo na discussdo de duas rotas
biossintéticas: formagcédo da aspargina e da citrolina. Outro apontamento importante
neste trabalho é a relacéo entre o aumento da concentracdo de glutamina, glutamato
e MtS, conforme também foi abordado de Srinivasan et al. (2005), e a escolha desse
método contribui para a analise de uma grande gama de metabdlitos que podem ser
detectados. %101

Outro trabalho que corrobora para a elaboragdo deste texto advém de
Domingues et al. (2017), no qual ha um levantamento bibliografico sobre potenciais
biomarcadores que foram classificados em trés eixos: biomarcadores do liquor de
atividade da doenca (citocinas, quimiocinas, fetuina A); biomarcadores do liquor de
progresséao clinica (ligante de quimiocina 13, proteina glial fibrilar, proteina basica de
mielina acida e biomarcadores do liquor de resposta terapéutica (fetuina A,

osteopontina e ligante de quimiocina 13). Esse levantamento torna-se importante
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diante da apresentacdo de novas possibilidades de constituicdo de potenciais
biomarcadores frente a necessidade de uso dessa ferramenta no diagnostico médico
para a tomada de deciséo terapéutica.5®

Em analises utilizando HPLC-MS, o trabalho de Caruso et al. (2014) traz
valiosas informagBes sobre concentragfes variaveis de esterdides neuroativos em
homens apontando os metabdlitos PROG (progesterona) e T (testosterona) em
amostras de liquor, sendo acentuada essa variagdo em pacientes homens em um

quadro sintomatico RR.5¢

2.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS E ESCLEROSE MULTIPLA

A espectrometria de massas € uma técnica analitica poderosa que tem sido
utilizada em estudos para investigar a esclerose multipla (MtS), uma doenca cronica
e autoimune do sistema nervoso central. A MtS € caracterizada pela inflamacéo e
degeneracdo da mielina, uma substancia que reveste os neurdnios e € fundamental
para a transmissao dos impulsos nervosos.

A espectrometria de massas tem sido aplicada em diferentes areas de pesquisa
relacionadas a MtS, incluindo a identificacdo de biomarcadores para diagndstico
precoce e monitoramento da progressao da doenca, a caracterizacdo de mecanismos
patolégicos subjacentes e a avaliacdo de novas terapias.

Um exemplo de aplicacao da espectrometria de massas na pesquisa em MtS é
a analise de proteinas do liquido cérebro-espinhal (CSF) de pacientes com EM. O
CSF é um fluido encontrado no sistema nervoso central que pode fornecer
informacdes valiosas sobre a atividade da doenca. Através da espectrometria de
massas, € possivel identificar proteinas especificas que sao diferencialmente
expressas em pacientes com MtS em comparagdo com individuos saudaveis. Essas
proteinas podem ser usadas como biomarcadores para diagndstico e monitoramento
da doenca.

Além disso, a espectrometria de massas tem sido utilizada para investigar a
presenca e o papel de lipidios na patogénese da MtS. A mielina € rica em lipidios e
sua degeneracdo é uma caracteristica central da doenca. Através da andlise de

lipidios em amostras de CSF ou tecido nervoso, é possivel identificar lipidios
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especificos que estdo associados com a MtS. Esses lipidios podem ser potenciais
alvos terapéuticos para o tratamento da doenca.

Em resumo, a espectrometria de massas € uma técnica analitica Gtil para a
pesquisa em esclerose multipla. Pode ser aplicada em diferentes &reas, incluindo a
identificacdo de biomarcadores para diagnostico e monitoramento da doenca, a
caracterizacdo de mecanismos patologicos e a avaliacao de novas terapias. A analise
de proteinas e lipidios do CSF é um exemplo de aplicacdo da espectrometria de

massas na pesquisa em MtS.

2.7 PLANEJAMENTO DO TIPO PLACKETT-BURMAN E LIPIDOMICA

O planejamento Plackett-Burman é uma técnica de planejamento experimental
gue é amplamente utilizada em quimica analitica para otimizar métodos de
espectrometria de massas. Essa técnica € usada para identificar quais fatores sao
mais importantes para a analise e como eles afetam os resultados obtidos.

O planejamento Plackett-Burman envolve a realizagdo de uma série de
experimentos, cada um dos quais varia um fator especifico. O numero de
experimentos necesséarios é determinado pelo numero de fatores que se deseja
investigar. Os resultados de cada experimento sdo analisados estatisticamente para
identificar quais fatores tém maior impacto na analise.

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que é utilizada para
identificar e quantificar compostos quimicos em amostras complexas. Ela pode ser
aplicada em diversas areas, como protedbmica, metabolémica e lipidéomica. A
espectrometria de massas é frequentemente combinada com outras técnicas
analiticas, como cromatografia liquida ou gasosa, para aumentar a sensibilidade e a
seletividade da andlise.

Ao utilizar o planejamento Plackett-Burman para otimizar métodos de
espectrometria de massas, € possivel identificar quais fatores sdo mais importantes
para a analise, como a escolha do solvente, volumes de amostra, tempos de sor¢cao
e dessorcao de moléculas em sistemas extratores, acompanhados ou ndo de agitacao
e as condicdes de temperatura durante o preparo de amostras. Essa abordagem
permite que sejam realizados experimentos de forma mais eficiente e com menor

custo, jA que ndo € necessario testar todos os fatores em todos os experimentos.
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Logo, o planejamento Plackett-Burman é uma técnica Gtil para otimizar métodos
de espectrometria de massas. Ele permite identificar quais fatores sdo mais
importantes para a analise, reduzindo o nimero de experimentos necessarios e,
consequentemente, 0s custos. A espectrometria de massas é uma técnica analitica
poderosa que pode ser aplicada em diversas areas, e sua combinacdo com o
planejamento Plackett-Burman pode ser Util para a identificacdo de biomarcadores, a

caracterizacdo de mecanismos patologicos e a avaliacdo de novas terapias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Empregar o Planejamento Experimental do tipo Plackett-Burman em preparo

de amostras de CSF para analises instrumentais para abordagem lipidémica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Explorar o uso datécnica de Microextracdo em Fase Solida (SPME) no preparo
de amostras.

e Comparar perfis lipidicos obtidos por Espectrometria de Massas em amostras
de liquor de pacientes diagnosticados com MtS.

e Avaliar e otimizar parametros de extracdo (tempo de extracdo, tempo de
dessorcdo mistura de solventes - isopropanol e metanol -, fator de diluicdo,
agitacao e temperatura) na busca de resultados em com de maior recuperacao

dos analitos na matriz.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E MATERIAIS

Metanol (LC-MS) (Sigma-Aldrich, Alemanha), acido férmico (LC-MS) (Sigma-Aldrich,
Alemanha), Isopropanol (LC-MS) (Sigma-Aldrich, Alemanha), 10 Fibras de SPME C18
(Supelco, - Sigma-Aldrich, Alemanha) e vials de vidro incolor, 9mm, volume 2 mL com
tampa e septo.

3.2 AMOSTRAS DE CSF DE PACIENTES COM ESCLEROSE MULTIPLA E
PACIENTES COM QUADRO CLINICO DIVERSO (GRUPO DE CONTROLE)

A obtencdo de amostras de liquor foi possivel devida a parceria do
Laboratério de Bioanalitica, Microfabricacdo e Separacdes (BiomicS), representado
pelo orientador Prof. Dr. Emanuel Carrilho, com o colaborador e corientador deste
trabalho Prof. Dr. Nilson Antonio de Assuncao (Universidade Federal de Sao Paulo,
UNIFESP) amostras obtidas pelo projeto “Analise protedmica e metabolémica de
liqguido cefalorraquidiano em pacientes com suspeita de esclerose multipla e bandas
oligoclonais positiva” do pesquisador Fernando Brunale (instituicdo proponente:
UNIFESP/EPM) atrelado ao Projeto CEP/UNIFESP n: 0402/2018 e por meio do
parecer do Comité de Etica n°® 2.632.044, o qual segue anexo a este texto.

As amostras foram preparadas no laboratorio do Prof. Dr. Nilson Antonio de
Assuncao alocado na Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), campus
Diadema, sob supervisdo deste docente, uma vez que as espécies de interesse serao
extraidas via LLE. e SPME, constituindo extratos de biomoléculas, os quais foram
direcionados para serem analisados no IQSC-USP, e as amostras permaneceram
sob a tutela da instituicdo proponente do Comité de Etica enunciado anteriormente.

No total, foram 33 amostras de CSF com diagnostico de MtS e 24 amostras de
CSF para controle de pacientes que inicialmente suspeitava-se de MtS, mas esta
suspeita foi descartada. Os pacientes com MtS foram divididos em trés grupos: até
45 anos do sexo masculino, até 45 anos do sexo feminino, acima de 45 anos do sexo

masculino e feminino. Todos os controles formaram somente um grupo.

18



Tabela 3 - Informacgdes sobre os participantes da pesquisa (pacientes com MtS e

controles)
Cbodigo Sexo Idade (anos) Data da coleta MtS Outras doencas N° participantes
Gl F Até 45 12/07/2018 a4 08/11/2018 Sim Nao 13
G2 M Até 45 17/07/2018 a 05/11/2018 Sim Nao 12
G3 MeF Acima de 45 13/09/2018 & 29/10/2018  Sim Nao 8
G4 MeF Acima de 20 13/07/2018 &4 27/10/2018 Nao Sim 24

Fonte: Autoria propria.

3.2 TRATAMENTO DE AMOSTRAS

3.2.1 Preparo de amostras por Extracdo Liquido-Liquido

Neste procedimento de extracdo de compostos utilizando a LLE. foi empregado
o protocolo de Bligh e Dyer como estratégia amplamente adotada no que se refere a
extracdo de compostos lipidicos em matrizes animais ou de vegetais por uma mistura
de cloroférmio e metanol (1:2, v/v) , quando néo adotado, sdo empregados variacdes
de reagentes e proporcdes mas que mantem similaridade de polaridade com a classe
de biomoléculas de interesse, como no método de Folch que utiliza uma mistura
binaria de cloroférmio e metanol (2:1, v/v).57 68 69 Neste tratamento de amostras é
necessaria a precipitacdo proteica para posterior injecdo das amostras no
equipamento espectrométrico, a fim de evitar interferéncia na analise ou precipitacao
de proteinas no capilar de injecao.

1. Resfriar o volume de metanol a -20°C (4 vezes o volume da amostra).

Introduzir 10 mL amostra em um tubo do tipo Eppendorf®.
Adicionar o volume de metanol no tubo contendo amostra.
Agitar o tubo e deixar em descanso por 60 min a -20°C.
Centrifugar a amostra por 10 min em 13.000-15.000 x g.
Separar o sobrenadante da fase proteica.

Deixar o metanol evaporar do precipitado por 30 min em temperatura ambiente.

© N o g~ WD

Reconstituir as amostras em tampéao adequado (caso haja interesse na analise
da fase proteica).
9. Extracdo utilizando o método de Bligh e Dyer a partir da coleta de 20 mL de
sobrenadante e 20 mL da solug&o de metanol e cloroférmio (2:1), com posterior
adicao de 10 mL de solucdo aquosa saturada de NacCl.
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10. Coleta da fase inferior contendo cloroférmio e compostos de carater apolar.
11. Secar as amostras por uma hora em temperatura ambiente sob fluxo de No2.
12. Reconstitui as amostras em 100 mL de metanol puro.

13. Proceder com as andlises instrumentais.

3.3.2 Preparo de amostras das amostras e Microextracdo em Fase Solida (SPME)

Adotou-se o uso de sistema SPME enquanto alternativa a LLE. devido ao apelo
gue esta técnica de preparo de amostras como baixa demanda de solventes organicos
e fator de concentracdo dos analitos na fase extratora.'® 5% 70 Dessa forma, foi
necessario o condicionamento das fibras previamente a extracdo, conforme descrito
abaixo:

1. Condicionamento das fibras em mistura agua-metanol (1:1) (v/v) por uma

hora, conforme orientacao do fabricante.

2. Adicao de 100 uL de amostra em um insert dentro de um vial de 2 mL.

Foram testadas inicialmente algumas condices multivariadas, implicando no
preparo das amostras sob essas condi¢cdes, as quais estdo apresentadas na se¢ao
4.2 TRIAGEM DE NIVEIS deste texto, resultando em volumes finais de 100 e 150 mL

de solugao.

3.3 CONDICAO DE ANALISE INSTRUMENTAL DO ESPECTROMETRO DE
MASSAS

As insercdes dos extratos das amostras de CSF foram realizadas utilizando o
sistema de cromatografia liguida HPLC Accela (automatizacdo de inser¢cées sem o
uso de coluna cromatogréfica) equipado com Accela PDA, bomba 1250 acoplado ao
espectrometro de massas Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, Bremen). A
condicéo da fonte de ionizag&o por Eletrospray aquecida (HESI), estava ajustada com
voltagem no spray de 3,5 kV e temperatura da fonte de 50° C.

O tempo total de andlise foi de 7 minutos para cada amostra, nas quais foi
utilizado metanol com 0,1% de &cido formico como solvente carreador da amostra ao

espectrometro de massas. O volume injetado foi de 10uL em uma taxa de 50 uL/ min.
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Com janelas de aquisicao de dados de 50 a 600 m/z, 300 a 800 m/z, 700 a 2000 m/z
e 1000 a 2000 m/z. O software utilizado para aquisicdo dos dados foi o LTQTune

(Thermo Fischer Scientfic, Bremen).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO PRELIMINAR DOS ESPECTROS OBTIDOS POR FULL SCAN
PARA AMOSTRAS EXTRAIDAS

A proposta experimental contemplou a obtencéo preliminar de espectros de
massas de lipidios obtidos por extracao liquido-liquido, no modo positivo de ionizacéo,
enguanto norte para os primeiros passos do Planejamento Experimental.

Na Figura 3, sdo apresentados 4 espectros de massas, nos quais é possivel
observar a grande diversidade de ions tendo em vista que sao esperados compostos
lipidicos devido ao preparo de amostras por LLE por método de Bligh e Dyer 7, com
predominio de ions nas faixas de maiores m/z em (a) e (b), 50 a 800 m/z, com ions
em menor diversidade em razdo massa/carga e alta intensidade de sinal analitico.
Enquanto nos espectros (c) e (d) ha um predominio de ions em variedade de m/z,
porém com intensidade de sinal analitico de ordem menor.

Na Figura 4, sdo apresentados 0s primeiros espectros obtidos por uma
condicdo central de extragdo diante dos fatores e niveis propostos utilizando SPME:
tempo de extracdo: 30 min.; tempo de dessor¢cao: 30 min.; diluicho em 100uL de
mistura de solventes isopropanol e metanol na proporcéo de 1:1; temperatura: 30° C;
com agitacdo. Deve-se observar que ha uma grande diversidade de ions em termos
de m/z e com intensidades de sinais analiticos menores em uma ordem de grandeza
gquando comparados com o0s espectros da Figura 3, revelando um perfil espectral

similar em técnicas de preparo de amostras distintas.
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Deve-se destacar que 0s espectros obtidos na Figura 3 ressaltam uma maior

intensidade no sinal obtido na andlise diante de uma extracdo exaustiva como é o caso da

LLE quando comparada a extracao de equilibrio obtida na SPME diante de uma restricdo na

guantidade de fase extratora presente na fibra compodsita. Entretanto, a técnica de extragcéo

tem grande potencial em rotinas analiticas uma vez que requer pouca manipulacdo da

amostra, além de possibilitar maior frequéncia analitica e baixo consumo de solventes.
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4.2 TRIAGEM DE NIVEIS DAS VARIAVEIS EM ESTUDO

Foi realizado inicialmente uma busca na literatura para indicar possiveis
condicbes para a extracdo de lipidios. Devido a dificuldade de encontrar tais
informacdes, alguns parametros, tais como tempo de extracao, tempo de dessorcéo,
mistura solvente extrator, fator de diluicdo, agitacdo e temperatura, para posterior
realizacdo de um Planejamento Fatorial do tipo Plackett-Burman para estimar os
efeitos de maior ordem desses fatores, além de corroborar para um menor niumero de
experimentos diante da pouca disponibilidade de amostras bioldgicas que seriam
utilizadas em um Planejamento Fatorial Completo.17 20: 7172

Os tempos de extracéo e dessorcao foram escolhidos com base no trabalho
de Garwolinska et al.>® para a triagem de niveis. A mistura de solvente foi proposta
em funcdo da mudanca de polaridade do meio extrator na etapa de dessorcdo das
espécies das fibras de SPME, podendo ser um fator importante no delineamento de
uma melhor condicdo de extracdo. Na Figura 5 é possivel observar a significativa
diferenca em abrangéncia na extracdo de classes de lipidios quando utilizadas

misturas de solventes de polaridades distintas.%8

Figura 5 - Extracdo de classes de lipidios em diferentes solventes
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Para uma triagem primaria de niveis para as variaveis escolhidas, foi utilizada
uma abordagem univariada de carater exploratorio, visando apenas uma observacao
preliminar do comportamento do sistema frente a esses parametros. A Tabela 4
mostra a proposta de niveis para a triagem inicial para os 6 fatores e 0s niveis
adotados (-1, 0 e 1).

Tabela 4 - Fatores estudados no planejamento inicial.

Variavel Descricdo da variavel (Fatores) bali\lxl\(;e(l-l) cerl:ltI:/a(TI(O) N'V(f_ll?lto
V1 Tempo de Extrag&o (min) 5 32,5 60
V2 Tempo de Dessor¢éo (min) 5 32,5 60
V3 Solvente Extrator (metanol : isopropanol) 1:19 11 19:1
V4 Fator de Diluicao (UL de solugao) 50 75 100
V5 Agitacao (rpm) 0 200 400
V6 Temperatura (°C) 30 45 60

Fonte: Autoria proépria.

Na Tabela 5 estédo expostas as respostas em funcao dos fatores a serem triados
e das faixas de razdo massa/carga (m/z) escolhidas. A contagem de ions foi feita a
partir de um threshold o qual estabelecia que seria considerado um sinal analitico para
dado ion é aquele maior que 3% do sinal mais intenso do espectro obtido de conforme
adotado por Neves et al.”® Para fins de evitar efeitos de erros sistematicos sobre as

conclusdes desses resultados, os experimentos foram realizados em ordem aleatoria.

Tabela 5 - Experimentos exploratérios de triagem de nivel para as quatro faixas de m/z
(Continua)

m/z 50-600

Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 N°deions N°deions N°deions N°médio de ions

5 1 0 0 0 0 O 10 7 26 14
1 -1 0 0 0 0 O 23 18 16 19
3 0O -1 0 0 0 O 13 16 26 18
6 0 1 0 0 0 O 9 38 42 30
10 0O 0 -1 0 0 O 50 52 50 51
2 0O 01 0 O O 123 68 112 101
9 0O 0 601 0 O 26 71 67 55
7 0O 0 0 -1 0 O 57 52 35 48
12 0O 0 0 01 O 6 19 8 11
8 0O 0 0 0 -1 O 26 46 54 42
11 0O 0 0 0 0 -1 43 35 27 35
4 0O 0 0 0 0 1 31 21 32 28
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Tabela 5 - Experimentos exploratérios de triagem de nivel para as quatro faixas de m/z

(Continuacao)

Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 N°deions N°deions N°deions N°médio de ions

5 1 0 0 0 0 O 32 29 106 56
1 -1 0 0 0 0 O 102 38 26 55
3 0O 1 0 0 0 O 31 27 97 52
S 6 0O 1 0 0 0 O 143 115 129 129
Y 10 0O 0 -2 0 0 O 105 130 122 119
§ 2 0O 01 0 0 O 205 144 150 166
N 9 0O 0 01 0 O 142 151 112 135
= 7 O 0 0 -1 0 O 133 129 100 121
12 0O 0 0 01 O 33 40 33 35
8 0O 0 0 0 -1 0O 180 163 157 167
11 O 0 0 0 0 -1 30 62 23 38
4 0O 0 0 0 0 1 25 18 38 27
Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 N°deions N°deions N°deions N°meédio de ions
5 1 0 0 0 0 O 615 400 493 503
1 -1 0 0 0 0 O 508 503 448 486
o 3 0O 1 0 0 0 O 489 497 418 468
S 6 0O 1 0 0 0 O 403 353 407 388
g 10 0O 0 -1 0 0 O 323 279 371 324
S 2 0O 01 0 0 O 516 466 555 512
: 9 0O 0 01 0 O 409 357 362 376
I= 7 0O 0 0 -1 0 O 479 353 275 369
12 0O 0 0 O 1 O 568 422 366 452
8 0O 0 0 0 -1 0 358 384 330 357
11 0O 0 0 0O 0 -1 122 253 356 244
4 0O 0 0 0 0 1 519 373 402 431
Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 N°deions N°deions N°deions N°médio de ions
5 1 0 0 0 0 O 457 280 159 299
1 -1 0 0 0 0 O 475 396 357 409
3 0O 1 0 0 0 O 353 365 427 382
3 6 0 1 0 0 0 O 370 341 461 391
§ 10 0O 0 -2 0 0 O 323 286 327 312
S 2 0O 01 0 0 O 383 384 413 393
: 9 0O 0 01 0 O 333 327 326 329
= 7 O 0 0 -1 0 O 442 200 457 366
12 0O 0 0 01 O 386 446 386 406
8 0O 0 0 0 -1 0O 236 343 309 296
11 0O 0 0 0 0 -1 221 n/a 289 255
4 0O 0 0 0 0 1 360 494 277 377

Fonte: Autoria propria.
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J& a Figura 6 mostra a distribuicdo dos dados exibidos na Tabela 6. Na qual
observa-se que o numero médio de ions aumenta indo da menor para a maior faixa
de relacdo m/z. Esse resultado é esperado, uma vez que o aumento de faixa de m/z
sugere lipidios com maiores massas moleculares, que por sua vez, podem apresentar
mais dominios apolares. 3% 74 Assim, como a fase extratora da SPME é uma fase
apolar, € mais provavel que ela extraia um maior nimero de compostos relativamente

mais apolares, durante a etapa competitiva de particdo das fases.

Figura 6 - Distribuicdo das médias das respostas para os experimentos de triagem de niveis
para as faixas: (&) m/z 50 — 600 (b) m/z 300 — 800 (c) m/z 700 — 2000 (d) m/z 1000 — 2000
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, a Figura 6 também permite, por inspecédo visual, observar que 0s
dados de contagem de ions séo heterocedasticos (h& variancia dos dados muda ao
longo das respostas, Tabela 6, na qual é mostrado o teste F — estatistica de Fisher —

utilizado para comparar variancias e que confirma este dado). Ja a Tabela 7 mostra
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os coeficientes de variacéo (CV, razdo entre o desvio padréo e a média expresso em
porcentagem) para cada experimento dentro das quatro faixas. Nota-se que a menor
faixa de m/z apresenta os maiores valores de CV, ao passo que a faixa m/z 700 —

2000, a faixa mais larga, apresenta em média os menores valores de CV.

Tabela 6 - Teste F para as quatro faixas de m/z estudadas?

Faixadem/z g % Heterocedasticidade
exp__ Frap
50 - 600 31 8 Sim
300 - 800 11 3 Sim
700 - 2000 4 1 Sim
1000 -2000 40 10 Sim

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 7 - Coeficientes de variacdo dos experimentos realizados

Coeficiente de Variagdo

EXpermento 7 50-600 m/z300-800 miz 700 - 2000 m/z 1000 - 2000

1 19 74 7 15
2 29 20 9 4
3 37 76 9 10
4 22 38 18 29
5 71 78 21 50
6 61 11 8 16
7 24 15 28 39
8 34 7 8 18
9 46 15 8 1
10 2 11 14 7
11 23 54 48 59
12 64 11 23 9
CV médio 36 34 17 22

Fonte: Autoria propria.

2 Nota: F,.p= valor da estatistica de Fisher obtido experimentalmente como a razdo da maior
e da menor variancia obtido para cada faixa; F;u,= 4,0 — que é o valor Tabelado da
estatisticamente de Fisher, com intervalo de confianca de 95%, e 2 e 11 graus de liberdade
(12 experimentos em triplicata), note que para que a as variancias sejam estatisticamente
iguais € preciso que Fy,< Fiqp, OU SEjA g‘ﬂ <1.

t

ab
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4.3 PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN

A matriz do planejamento Plackett-Burman € mostrada na Tabela 8. Esse tipo
de planejamento é um caso particular de planejamento fatorial fracionario empregado
guando se tem muitos fatores para triar. Caso fosse realizado um planejamento
fatorial completo para os seis fatores e réplicas em todos os pontos (2°*1) teriam que
ser realizados 128 extracdes analisadas em quatro faixas, totalizando 512 injecoes.
Logo, a matriz de Plackett-Burman para seis fatores contém 12 ensaios, que foram
realizadas em triplicata e analisadas nas quatro faixas, totalizando 144 injecdes, ou
seja aproximadamente 3,6 vezes menos experimentos que o planejamento

completo.*®

Tabela 8 - Matriz Plackett-Burman para os seis fatores

Tempo de Tempo de

Experimento Extracdo Dessorcao '\ljlrogg_rclgsz D'IU'EaO Agitacao Tempoeratura
(min) (min) eOH: (L) (°C)
1 60 5 0,95:0,05 100 Nao 30
2 60 60 0,05:0,95 150 Nao 30
3 5 60 0,95:0,05 100 Sim 30
4 60 5 0,95:0,05 150 Nao 60
5 60 60 0,05:0,95 150 Sim 30
6 60 60 0,95:0,05 100 Sim 60
7 5 60 0,95:0,05 150 Nao 60
8 5 5 0,95:0,05 150 Sim 30
9 5 5 0,05:0,95 150 Sim 60
10 60 5 0,05:0,95 100 Sim 60
11 5 60 0,05:0,95 100 Nao 60
12 5 5 0,05:0,55 100 Nao 30

Fonte: Autoria prépria.

O objetivo desse planejamento € determinar quais os fatores sao realmente
estatisticamente relevantes para a otimizacdo (levando-se em conta um intervalo de
confianca de 95% e os niveis selecionados), com isso também direcionar-se para a
regido Otima de trabalho, na qual pode-se realizar um planejamento com mais que
dois niveis (capaz de modelar curvaturas na superficie de resposta) de forma a
determinar as condi¢des oOtimas de trabalho. Os resultados para cada faixa serao

discutidos separadamente:
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4.3.1 Faixa m/z 50 — 600

A Tabela 9 mostra os resultados para os doze experimentos, realizados em

triplicata e em ordem aleatéria para essa faixa.

Tabela 9 - Resultados do planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 50 — 600

Experimento N°de ions N°deions N°deions n(;’ m,Ed'O Desvlo Coeflc_lenfe

e ions Padrdo de Variacéo
1 114 105 88 102 9 9
2 69 82 117 89 18 21
3 87 87 113 96 13 14
4 63 139 139 114 15 13
5 116 96 65 92 17 18
6 123 97 96 105 5 5
7 167 121 133 140 10 7
8 84 162 93 113 36 31
9 22 46 74 47 16 33
10 104 102 104 103 1 1
11 67 17 12 32 10 33
12 32 68 52 51 10 19

Fonte: Autoria propria.

Empregando os softwares Chemoface 1.64 2! e STATISTICA 3.5 (Statsoft)

foram realizados os céalculos dos efeitos (Tabela 10). A Figura 7 mostra o grafico de

Pareto para esses resultados, nota-se que apenas os fatores que cruzam a linha

vermelha séo estatisticamente significativos, com 95% de intervalo de confianca.

Tabela 10 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman
para a faixa m/z 50 - 600

Fator Efeito Erro  t-valor p-valor Significancia
Tempo de extracdo (min) 21,2222 8,6898 2,4422 0,0223 Sim
Tempo de dessor¢ao (min) 41111 8,6898 4731 0,6404 Nao

Solvente de dessorcao _ .

(MeOH:IPA) & 42,5556 8,6898 4,8972 15,3952 x 107° Sim
Fator de diluicdo (ml) 17,7778 8,6898 2,0458 0,0519 N&o
Agitacéo 4,7778 8,6898 0,5498 0,5875 N&o
Temperatura (°C) -0,2222 8,6898 -0,0256 0,9798 N&o

Fonte: Autoria propria.
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Figura 7 - Gréafico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z

(3)Solvente de dessorcdo (MeOH:IPA)

(1) Tempo de Extracdo (min) -

(4) Fator de diluicdo (mL) +

(5) Agitacao

(2) Tempo de de Dessorcdo (min)

(6) Temperatura (°C) -

Fonte: Autoria propria.

50 - 600

DV: m/z 50-600

-4ISD

214
79
0,482
0,415
-0,022
| p :IU,DS |

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Pelos dados da Tabela 10 e Figura 7, nota-se que apenas a composi¢céo do

solvente extrator e o tempo de extracdo foram estatisticamente significativos, para os

niveis testados e 95% de confianca, além disso, seu efeito sobre a média do nUmero

de ions foi positivo, em ambos os fatores, ou seja, aumentar o teor de isopropanol na

fase extratora e o tempo de extracdo, aumenta o numero de ions detectados.
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4.3.2 Faixa m/z 300-800

A Tabela 11 mostra os resultados para os doze experimentos, realizados em

triplicata e em ordem aleatéria para essa faixa.

Tabela 11 - Resultados do planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 300 — 800

Experimento N° de NO de NO de n° médio Desv~io Coefic_ien}e
fons fons fons deions Padrdo de Variacéo
1 39 51 45 45 6 13
2 64 79 60 68 10 15
3 62 58 81 67 12 18
4 26 62 125 71 50 71
5 39 52 69 53 15 28
6 45 106 31 61 40 66
7 95 67 133 98 33 34
8 115 105 95 105 10 10
9 42 38 37 39 3 7
10 46 39 46 44 4 9
11 88 8 23 40 43 107
12 64 41 36 47 15 32

Fonte: Autoria propria.

Empregando novamente os softwares Chemoface 1.64 e STATISTICA 3.5
(Statsoft) foram realizados os céalculos dos efeitos (Tabela 12). A Figura 8 mostra o

gréafico de Pareto para esses resultados.

Tabela 12 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman
para a faixa m/z 300 - 800

Fator Efeito Erro t-valor b Significancia
valor
Tempo de extracado -9,1111 8,535 -1,0675 0,2964 Nao
Tempo de dessor¢ao 6 8,535 0,703 0,4888 N&o
Solvente de dessorcao .
(MeOH:IPA) ¢ 26,1111 8,535 3,0594 0,0054 Sim
Fator de diluicéo 21,8889 8,535 2,5647 0,017 Sim
Agitacio -1,1842 x 10" 8,535 -1,3875 x 1076 1 N&o
Temperatura -5,4444 8,535 -0,6379 0,5296 Nao

Fonte: Autoria propria.
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Figura 8 — Grafico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z

(3) Solvente de dessorcao (MeOH:IPA)

(4) Fator de diluicdo (mL) -

(1) Tempo de Extracdo (min) |

{2) Tempo de de Dessorcdo (min)

(6) Temperatura (°C)

(5) Agitacdo +

Fonte: Autoria propria.

300 - 800

DV: m/z 300-800

1,05

0,690

0,000

0,626

3,00

2,52

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Pelos dados da Tabela 12 e Figura 8, nota-se que apenas a composi¢céo do

solvente extrator e o fator de diluicdo foram estatisticamente significativos, para os

niveis testados e 95% de confianca, além disso, seu efeito sobre a média do niumero

de ions foi positivo, em ambos os fatores, ou seja, aumentar o teor de isopropanol na

fase extratora e o tempo de extracdo, aumenta o numero de ions detectados. Para

essa faixa, o tempo de extracdo néo € significativa, como para a anterior.
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4.3.3 Faixa m/z 700 — 2000

A Tabela 13 mostra os resultados para os doze experimentos, realizados em

triplicata e em ordem aleatéria para essa faixa.

Tabela 13 — Resultados do planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 700 — 2000

Experimento NO de NO de NO de n° médio Desv~io Coefic_ienEe

ions ions fons de ions Padrdo de Variacéo
1 272 291 276 280 10 4
2 150 260 285 232 72 31
3 281 271 257 270 12 4
4 303 263 255 274 26 9
5 150 203 145 166 32 19
6 255 264 317 279 34 12
7 394 264 266 308 74 24
8 312 286 286 295 15 5
9 282 315 258 285 29 10
10 359 197 171 242 102 42
11 303 354 403 353 50 14
12 346 362 361 356 9 3

Fonte: Autoria propria.

Empregando novamente os softwares Chemoface 1.64 e STATISTICA 3.5
(Statsoft) foram realizados os calculos dos efeitos (Tabela 14). A Figura 9 mostra o

gréafico de Pareto para esses resultados.

Tabela 14 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman para a
faixa m/z 700 - 2000

Fator Efeito Erro t-valor p-valor Significancia

Tempo de extracdo -65,8333 16,036 -4,1055 4,0351 x 10™ Sim

Tempo de dessor¢ao -20,7222 16,036 -1,2923 0,2086 Nao
Solvente de dessor¢éo ~

(MeOH:IPA) 11,6111 16,036 0,7241 0,476 N&o

Fator de diluicdo -36,8333 16,036 -2,2970 0,0306 Sim

Agitacao -44,3889 16,036 -2,7682 0,0107 Sim

Temperatura 23,8333 16,036 1,4863 0,1502 N&o

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 - Gréafico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 700 -
2000

DV: m/z 700 - 2000

(1) Tempo de Extracdo (min) | -—4,21
(5) Agitacdo -2.84
(4) Fator de diluicdo (mL) -2,.36
(6) Temperatura (°C) 1,53
{2) Tempo de de Dessorcdo (min) -1,33
(3) Solvente de dessorcao (MeOH:IPA) - 0,743
""""""""" p005

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autoria propria.

Pelos dados da Tabela 14 e Figura 9, nota-se que apenas a composicdo do
solvente extrator e o fator de diluicho e a agitacdo foram estatisticamente
significativos, para os niveis testados e 95% de confianc¢a, além disso, seu efeito sobre
a média do numero de ions foi negativo, nesses fatores, ou seja, diminuir o teor de
isopropanol na fase extratora, o tempo de extracao e ndo agitar aumenta o numero de
ions detectados. Para essa faixa, o tempo de extracdo nao € significativo nos niveis

testados, como foi para a primeira faixa.
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4.3.4 Faixa m/z 1000 — 2000

A Tabela 15 mostra os resultados para os doze experimentos, realizados em

triplicata e em ordem aleatéria para essa faixa.

Tabela 15 - Resultados do planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 1000 — 2000

Experimento N° de NO de NO de ne médio Desv~io Coefic_ienEe

fons fons ions de ions Padrdo de Variacéo
1 208 198 227 211 15 7
2 202 232 319 251 61 24
3 201 199 197 199 2 1
4 315 195 204 238 67 28
5 223 249 158 210 47 22
6 177 205 227 203 25 12
7 278 338 210 275 64 23
8 259 290 246 265 23 9
9 332 256 289 292 38 13
10 212 233 209 218 13 6
11 210 302 322 278 60 21
12 213 296 244 251 42 17

Fonte: Autoria prépria.

Empregando novamente os softwares Chemoface 1.64 e STATISTICA 3.5
(Statsoft) foram realizados os calculos dos efeitos (Tabela 16). A Figura 10 mostra o

grafico de Pareto para esses resultados.

Tabela 16 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman para a
faixa m/z 1000 - 2000

Fator Efeito Erro t-valor p-valor Significancia
Tempo de extracdo -38,2778 14,52 -2,6363 0,0145 Sim
Tempo de dessor¢ao -9,8333 14,52 -0,6772 0,5047 Nao

Solvente de dessor¢éao _ _ x

(MeOH:IPA) 18,1667 14,52 1,2512 0,2229 Nao
Fator de diluicdo 28,6111 14,52 1,9705 0,0604 Sim
Agitacéo -19,5000 14,52 -1,3430 0,1918 Nao
Temperatura 19,6111 14,52 1,3507 0,1894 N&ao

Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 - Gréfico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a faixa m/z 1000 -

2000

DV: m/z 1000 - 2000

{(1)Tempo de Extracdo (min) I-2,?9486
(4) Fator de diluicdo (mL) | 2089048
(6) Temperatura (°C) 1,4318911
(5) Agitacdo -1,4238
(3) Salvente de dessaorcao (MeOH:IPA) | -1,32644
(2) Tempo de de Dessorcao (min) -, 717984
p :I 0,05

Estimativa de Efeito padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autoria propria.

Pelos dados da Tabela 16 e Figura 10, nota-se que apenas o tempo de extragao

e o fator de diluicdo foram estatisticamente significativos, para os niveis testados e

95% de confianga, além disso, seu efeito sobre a média do numero de ions foi positivo

para o tempo de extracdo e negativo para o fator de diluicdo, ou seja, aumentar o

tempo de extragdo e diminuir o fator de diluicdo aumenta o niumero de ions detectados.

Para essa faixa, composicdo do solvente extrator ndo € significativo nos niveis

testados, como para todas as demais faixas e nem o séo a agitacdo como foi para a

terceira faixa.
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4.3.5 Andlise dos dados da matriz Plackett-Burman

Assim, levando-se em conta os resultados para essas quatro faixas, tem-se que
o tempo de dessorcao e a temperatura ndo foram estatisticamente significativos, com
95% de confianca, para os niveis testados e, portanto, seréo fixados no nivel baixo
para os experimentos futuros. A agitagcéo foi relevante apenas uma faixa e teve um
efeito antagdnico, assim, a agitacao sera removida das demais etapas.

Dessa forma, a composicéo do solvente extrator, o fator de diluicdo e tempo de
extracdo sdo as variaveis que serdo efetivamente otimizadas. A composi¢do do
solvente extrator foi positiva para duas faixas e negativa para a de m/z 700 — 2000.
Dessa forma, em um caminho de Maxima Inclinagédo esse fator seré trabalhado com
passos no sentido positivo, e na etapa de determinacdo de um ponto 6timo, utilizar-
se-a uma funcdo de desejabilidade para determinar a melhor condicdo de
compromisso para todas as faixas. O fator de diluig&o foi positivo em duas faixas e
negativo para a de m/z 700 — 2000 assim uma abordagem analoga ao da composi¢cao
de solvente sera adotada, caminhando-se no sentido positivo de aumento do fator de
diluicdo. Quanto ao tempo de extracao, ele foi positivo em duas faixas e indiferente
em outras duas, e sera entéo direcionado no sentido positivo no caminho de maxima
inclinacao.

Dessa forma, ndo se observa um padrao nos diferentes perfis de efeitos dos
fatores, para esse intervalo de niveis com 95% de confianca. Torna-se bastante
complexo determinar, pelos perfis individuais de cada faixa, se ha uma condicdo de
compromisso que atenda a todas as faixas, e que permita determinar qual caminho
seguir para encontrar uma regido Otima para todas as faixas simultaneamente.
Buscando determinar essa condicdo comum, se ela existir, empregou-se a funcao
desejabilidade como resposta do Planejamento Plackett-Burman (Tabela 17). As
desejabilidades individuais, visando a maximizacdo da resposta € mostrado na
Equacédo 1, em que y € o valor da resposta de cada experimento (neste caso, a média
das triplicatas de cada ensaio), L € o menor valor observado, T é o valor desejado
(maior valor observado) e s € 0 peso atribuido aquela resposta. A desejabilidade
global é obtida da média geométrica das desejabilidades individuais, admitindo-se,
nesse caso, peso 1 para todas as faixas estudadas, a Tabela 18 traz os efeitos
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calculados por esse modelo e a Figura 11 mostra o respectivo grafico de Pareto,
obtidos com o software STATISTICA 3.5 (Statsoft).

0sey<lL

y—L
d: = s <y < 1
i (T—L) selL <y <T (1)

lsey>T

Tabela 17 - Namero médio de ions, desejabilidade individuais e desejabilidade global
calculados a partir dos resultados das quatro faixas estudadas no Planejamento de Plackett-

Burman
Numero médio de desejabilidades desejabilidade
Experimento jons individuais (di) global
-1 -2 -3 -4 -1 -2 3 -4 (D)
1 102 45 280 211 0,65 0,09 06 0,13 0,259
2 8 68 232 251 053 043 0,35 0,56 0,458
3 96 67 270 199 0,59 0,42 0,55 0 0
4 114 71 274 238 0,75 0,49 0,57 0,42 0,542
5 92 53 166 210 0,56 0,22 0 0,12 0
6 105 61 279 203 0,68 0,33 0,59 0,04 0,274
7 140 98 308 275 1 09 0,75 0,82 0,861
8 113 105 295 265 0,75 1 0,68 0,71 0,773
9 47 39 285 292 0,14 0 0,63 1 0
10 103 44 242 218 0,66 0,07 04 0,2 0,248
11 32 40 353 278 O 0,01 0,98 0,85 0
12 51 47 356 251 0,17 0,12 1 0,56 0,328

Fonte: Autoria propria.

Tabela 18 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman para a
desejabilidade global

Fator Efeito Erro t-valor p-valor Significancia
Tempo de ~0,029974  0,166994  -0,17949 0,8646 N&o
extra(;ao
Tempo de ~0,093077 0,166994  -0,55737  0,601306 N&o
dessorcao
Solvente de
dessorcao 0,279035  0,166994 1,67093 0,1556 N&o
(MeOH:IPA)
Fator de diluicédo 0,254038 0,166994 1,52124 0,188684 N&o
Agitacdo ~0,192268  0,166994  -1,52134  0,301654 N&o
Temperatura 0,017581 0,166994 0,10528 0,920248 N&o

Fonte: Autoria propria..
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Figura 11 - Gréfico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a desejabilidade

DV: Desejabilidade Global (D)

(3)Solvente de dessorcao (Metanol:isopropanol) t 1,67

(4) Fator de diluicdo (uL) 1,562

(5) Agitacéo -1.15

(2) Tempo de de Dessorcdo (min) | -0,557

(1) Tempo de Extracéo (min) | -0,180

(6) Temperatura (°C) | 0,105

p=0,05
Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autoria prépria.

Dessa forma, pela Tabela 18 e Figura 11, tem-se que nao é possivel determinar
uma condi¢cdo de compromisso que leve a otimizacdo dos parametros adotados, a
partir dos niveis pré-estabelecidos, para encontrar uma condi¢do Otima a todas as
faixas. No aspecto quimico, esse resultado é razoavel, pois muito provavelmente as
espécies encontradas na primeira faixa sdo muito distintas daquelas encontradas na
dltima, em termos de estrutura, polaridade e propriedades fisico-quimicas. Logo, a
otimizacdo de extragcdo deve se desdobrar em dois sentidos distintos, determinando
condicGes de compromisso que atendam as duas primeiras faixas e uma que atenda
as duas ultimas.

Repetindo-se o0s calculos de desejabilidade global como a média das
desejabilidades individuais para as duas primeiras faixas e depois para as duas
tltimas (Tabela 19), pode-se recalcular dois modelos que levam respectivamente a
Tabela 20 e a Figura 12, para o primeiro par de faixas, e a Tabela 21 e a Figura 13,

para o segundo par de faixas.
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Tabela 19 - Novas desejabilidades globais calculadas para os pares de faixas de m/z

Desejabilidades Desejabilidade Desejabilidades individuais Desejabilidade

Experimento individuais (di) global 1 (di) global 2
m/z 50-600 m/z 300-800 (D1) m/z 700-2000 m/z 1000-2000 (D2)
1 0,649 0,091 0,243 0,597 0,129 0,277
2 0,529 0,434 0,479 0,345 0,557 0,438
3 0,588 0,424 0,499 0,545 0 0
4 0,754 0,485 0,605 0,566 0,418 0,486
5 0,557 0,217 0,348 0 0,118 0
6 0,677 0,328 0,471 0,592 0,043 0,159
7 1 0,899 0,948 0,746 0,818 0,781
8 0,748 1 0,865 0,676 0,707 0,691
9 0,142 0 0 0,625 1 0,791
10 0,658 0,071 0,216 0,401 0,204 0,286
11 0 0,01 0 0,984 0,846 0,913
12 0,172 0,121 0,145 1 0,557 0,746

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 20 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman para a

desejabilidade global do primeiro par de faixas (m/z 50 — 600 e m/z 300 - 800)

Fator Efeito Erro t-valor p-valor Significancia
Tempode 415705 0128521 -0122908 0,006967 Nao
extragao
Tempode 4115568 0128521 0873535 0,422335 Nao
dessorcao
Solvente de
dessorcao 0407261 0,128521  3,168826  0,024848 Sim
(MeOH:IPA)
Fator de 0,278445 0,128521  2,166528  0,082504 NED
diluicdo
Agitacio -0,003443 0,128521 -0,026787 0,979666 NED
Temperatura  -0,056467 0,128521 -0,439361 0,678739 Nao

Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 - Gréfico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a desejabilidade
global do primeiro par de faixas (m/z 50 — 600 e m/z 300 - 800)

oV D1

(3) Solvente de dessorcdo (Metanolisopropanol) ¢

{4) Fator de diluicdo (uL) t .
(2) Tempo de de Dessorcdo (min) 0,874
(6) Temperatura (°C) -0,439
(1) Tempo de Extracdo (min) | 0,123
(5) Agitacdo -0.027
p=005
Estimativa de Efeito Padronizado (Valores
Absolutos)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 21 - Efeitos principais calculados a partir do planejamento Plackett-Burman para a
desejabilidade global do segundo par de faixas (m/z 700 — 2000 e m/z 1000 - 2000)

Fator Efeito Erro t-valor p-valor Significancia
Tempo de _ _ ,
extracio 0,379281  0,095299 3,97990 0,010532 Sim
Tempo de _ _ x
dessorcao 0,164327  0,095299 1,72433  0,14525 Nao
Solvente de ~
dessorcéo 0,129823  0,095299 1,36227 0,23127 Nao
Fator de 0134431  0,095299 141063  0,217432 N&o
diluicdo
Agitacao -0,285813 0,095299  -2,99912 0,03013 Sim
Temperatura 0,210404 0,095299 2,20782 0,078319 Nao

Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 - Grafico de Pareto para o Planejamento Plackett-Burman para a desejabilidade
global do segundo par de faixas (m/z 700 — 2000 e m/z 1000 - 2000)
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(1) Tempo de Extracdo (min) | --3.99 1

(5) Agitacdo t -3.00

{6) Temperatura (°C) } 221

(2) Tempo de de Dessorgdo (min) | -1,72

(4) Fator de diluicdo (ul) t 1,41

(3) Solvente de dessorcio (Metanolisopropanocl) | -1,36

p=0,05

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autoria propria.

Para o primeiro modelo de desejabilidade global (primeiras duas faixas de m/z),
a composicao do solvente é o Unico fator estatisticamente significativo, com 95% de
confiangca, para os niveis testados. O fator tempo de extracdo, que no modelo
individual é estatisticamente significativo, para a primeira faixa (m/z 50 - 600) deve ser
fixado no nivel alto, ja que perde a significancia no modelo global de compromisso,
mas tinha efeito positivo na primeira faixa. Ja o fator de diluicdo, que é
estatisticamente significativo, nos niveis testados, a 95% de confianga, para faixa m/z
300 — 800 (enquanto resposta individual), deve ser fixado no nivel baixo, uma vez que
nao € significativo para uma condicdo de compromisso. Assim, 0 mais adequado
para essa faixa de m/z (50 — 800) é fazer a otimizacdo univariada da composicéo de
solvente.

Para o segundo modelo de desejabilidade global (duas ultimas faixas), a

agitacao e o tempo de extragdo sao estatisticamente significativos (95% de confianca,
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para os niveis testados. A agitacdo deve ser removida pois atuou negativamente
sobre o modelo. O tempo de extracdo apresenta efeito negativo e sera diminuido em
abordagem univariada, para determinar a melhor condicdo de compromisso para as
duas ultimas faixas. Por fim, o fator de diluicdo, que era estatisticamente significativo
(95% de confiancga), para os niveis testados, para a faixa de m/z 1000 - 2000 deixa de
ser significativo, para a condicdo de compromisso, como era um efeito positivo, esse
fator € fixado em seu nivel alto para a faixa de trabalho de m/z 700 — 2000.

Portanto, pelos dois modelos globais, temos que as melhores condi¢cbes de
compromisso podem ser entendidas como um aumento do teor de metanol, menores
tempos de extracdo e dessor¢cdo, sem agitacdo e temperaturas mais amenas. Dessa
forma, adotou-se para as extracdes de pacientes: com 5 min de extracdo e 5 min de

dessorcado a 30°C sem agitacdo em 150 uL de metanol.
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4.4 ANALISE ESPECTROMETRICA DAS AMOSTRAS DE CSF DE PACIENTES
COM ESCLEROSE MULTIPLA E GRUPO DE CONTROLE

Os dados espectrométricos foram obtidos por meio do software Xcalibur
(Thermo) e MZmine 3, organizados em planilhas no Excel (Microsoft) e plotados os
espectros de massas no Origin 2021. Foi utilizado um threshold de 30% em relacéo
ao sinal mais intenso em cada espectro obtido, tendo em vista as janelas de aquisi¢céo
de dados nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-2000 m/z e 1000-2000 m/z,
resultando em espectros com ions em ordem de grandeza entre 10° e 107 a depender
da faixa de m/z em analise, para duplicata das amostras cada paciente investigado.

Na faixa de 50-600 m/z, foi possivel observar um maior sinal analitico para os
ions dessa faixa nas amostras de pacientes com MtS (linhas espectrais em preto)
frente aos ions gerados a partir de amostras de pacientes do grupo de controle com
guadro clinico diverso (linhas espectrais em vermelho) — pessoas sadias ou com
outras doencas neurolégicas —, com maior diversidade de ions e maior sinal
predominantemente no intervalo de 200 a 450 m/z com ordem de grandeza entre 10°

e 10° conforme apresentado no conjunto de espectros da Figura 14.
Figura 14 - Espectro de massas na faixa de 50-600 m/z a partir de amostras de
pacientes com MtS e pacientes com quadro clinico diverso
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Fonte: Autoria propria. 46



Na faixa de 300-800 m/z, foi possivel observar uma maior sobreposicéo sinal
analitico para os ions dessa faixa nas amostras de pacientes com MtS (linhas
espectrais em preto) frente aos ions gerados a partir de amostras de pacientes do
grupo de controle com quadro clinico diverso (linhas espectrais em vermelho) —
pessoas sadias ou com outras doencgas neurolégicas —, com maior diversidade de ions
e maior sinal predominantemente no intervalo de 350 a 470 m/z com ordem de
grandeza entre 10° e 107 conforme apresentado no conjunto de espectros da Figura

15.

Figura 15 - Espectro de massas na faixa de 300-800 m/z a partir de amostras de
pacientes com MtS e pacientes com quadro clinico diverso
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Fonte: Autoria propria.

Na faixa de 700-2000 m/z, foi possivel observar que os sinais dos ions obtidos
em amostras de pacientes com MtS (linhas espectrais em preto) sdo maiores frente
aos ions obtidos em amostras de pacientes com quadro clinico diverso - grupo de
controle -, (linhas espectrais em vermelho). Os sinais mais intensos para os pacientes
com MtS predominam no intervalo de 100 a 1400 m/z com ordem de grandeza de

108. Os sinais obtidos a partir de amostras do grupo de controle apresentam os sinais

47



mais intensos no intervalo de 700 a 900 m/z com ordem de grandeza de 10°,

conforme apresentado no conjunto de espectros da Figura 16.

Figura 16 - Espectro de massas na faixa de 700-2000 m/z a partir de amostras de
pacientes com MtS e pacientes com quadro clinico diverso
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Fonte: Autoria propria.

Na faixa de 1000-2000 m/z, foi possivel observar que os sinais dos ions obtidos
em amostras de pacientes com MtS (linhas espectrais em preto) sao maiores frente
aos ions obtidos em amostras de pacientes com quadro clinico diverso — grupo de
controle -, (linhas espectrais em vermelho). Os sinais mais intensos para 0s pacientes
com MtS predominam no intervalo de 1100 a 1400 m/z com ordem de grandeza de
10°6. Os sinais obtidos a partir de amostras do grupo de controle apresentam os sinais
mais intensos no intervalo de 1000 a 1150 m/z com ordem de grandeza de 10°,

conforme apresentado no conjunto de espectros da Figura 17.
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Figura 17 - Espectro de massas na faixa de 1000-2000 m/z a partir de amostras de
pacientes com MtS e pacientes com quadro clinico diverso
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Fonte: Autoria propria.

Para compreender os dados espectrais obtidos a partir das amostras de CSF,
€ necessario o emprego de técnicas estatisticas para melhor visualizacdo de
dimensionalidade dos dados, validacdo estatistica das informagfes referentes aos
dados gerados, além de possibilitar a reducdo do niamero de espécies investigadas,
ou mesmo, por diferenciacdo entre perfis de pacientes com determinada doenca e
pacientes sadios. Dessa forma, opta-se nessa investigacao em utilizar a Analise de
Componentes Principais (do inglés Principal Component Analysis, PCA) para verificar
a possibilidade de agrupamento dos dados espectrométricos das amostras de CSF
de pacientes com MtS e pacientes com quadro clinico diverso (saudaveis ou com
outras doencas neurologicas).
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4.5 PROCESSAMENTO DE DADOS E ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS
APLICADA A LIPIDOMICA

Nos dominios da Lipidémica, ou mesmo na andlise de outras espécies, a
Espectrometria de Massas gera grandes conjuntos de dados. Para compreender as
informacBes que esses dados guardam sao necessarios técnicas estatisticas cada
vez mais refinadas. Algumas plataformas online ou softwares tem como premissa
auxiliar os usuarios a processar seus dados experimentais.

Porém, esse processamento de dados pode tornar-se uma etapa muito dificil
para quem procedeu suas analises, especialmente, se houver experimentos de
natureza shotgun ou por infuséo direta (DIMS), ou seja, ndo possuem uma técnica de
separacdo como cromatografia ou eletroforese, como segunda dimenséo analitica,
acopladas aos espectrometros de massas. As plataformas e softwares como Lipid
Data Analyzer (LDA), LipidFinder, MS-DIAL, XCMS online e Lipostar 2.0, estdo em
constantes atualizacbes em suas bases de dados e modificagcdes nas interfaces
tendo em vista os usuarios desses servicos, porém elas ndo possibilitam o
processamento de dados que ndo estejam interligados as técnicas de separacdes.

Alguns softwares (gratuitos ou com licencas comerciais) como LipidHunter2,
LipidXplorer e MZMine permitem etapas do processamento de dados (imputacdo ou
preenchimento de valores ausentes) espectrométricos gerados em analises por uma
abordagem do tipo Shotgun, ou seja, sem 0 acoplamento com técnicas de separacéao.

Para prosseguimento do processamento de dados é necessario inicialmente a
organizacao e alinhamento dos dados. Nessa etapa foi utilizando o Excel (Microsoft)
para realizar esse alinhamento, gerando cerca de 336.451 células para cada amostra.
E uma quantidade expressiva de dados que em um processamento de rotina, pode
tornar essa etapa um momento que requeira muita paciéncia do analista,
principalmente com a dificuldade do software de processar tantas informacoes.

Apés o alinhamento e imputacao, foi utilizado o software Statistica v. 64 para
realizar a PCA dos dados para averiguar a auto-organizacédo dos dados espectrais, a
Andlise de Componentes Principais (do inglés Principal Component Analysis, PCA) foi
realizada. A Figura 18 mostra os principais resultados obtidos, e o Apéndice 1 contém

as 28 projecdes das oito componentes principais (PCs).
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Figura 18 - Analise de Componente Principais para os espectros alinhados, em
resolucao unitaria, de pacientes com e sem esclerose multipla: (a) Capacidade de explicar
variabilidade atribuido a cada uma das oito componentes principais; (b) Contribuicdo das
relacbes massa/carga na variabilidade dos dados; (c) Score plot para a PC7 vs. PC8; (d)
biplot para PC7 vs. PC8
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Fonte: Autoria propria.

Destaca-se que para poder realizar a analise de PCA, os dados espectrais
foram alinhados e tiveram seu devido threshold aplicado. Desse alinhamento, mais
de 330 mil colunas foram geradas, o que gera uma demanda de processamento muito
superior que as disponiveis para hardware e software de uso pessoal. Para viabilizar
essa andlise, foi necessério reduzir a resolucdo espectral a nivel unitario, gerando
uma matriz de aproximadamente quatro mil e quinhentas colunas, -cujo
processamento no software Statistica v. 64 levou cerca de 4 h para essa etapa de

calculo.
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Na Figura 18a, tem-se que os espectros com resolugcéo unitaria podem ser
decompostos em oito componentes principais, cujas contribuicdes na composicao dos
dados e potencial em explicar a variabilidade dos dados ocorrem com distribuicdo

crescente ao longo das PCs.

Na Figura 18b, tem-se as contribuicdes das diferentes relagcdes de m/z no
agrupamento das variaveis pelas 8 componentes principais (PCs), em que se nota
gue ndo ha um padréo claro de faixa de m/z capaz de definir um perfil especifico, de
forma a ndo se explicitar uma classe especifica de lipidios que leve a decomposicao
dessas 8 PCs especificas.

A Figura 18c e 18d representam um recorte dos dados apresentados no
Apéndice 1. Na Figura 18c nota-se que ndo had um agrupamento perfeitamente
delineado entre os pacientes com esclerose mdultipla em relagdo a pacientes com
outras patologias, mas ha de fato alguma diferenciacdo entre esses pacientes em
relacdo ao perfil aglomerado dentro de uma variacéo de 1,3 desvios-padrao, indicando
gue uma diferenciacéo do perfil lipidico dos pacientes de esclerose multipla, conforme

apontado em literatura.”

Casos de controle se misturam nessas diferenciagdes, bem como pacientes de
esclerose multipla ndo sdo sempre destacados, o que leva a falsos positivos e falsos

negativos.

Nesse sentido, a perfilagem pode variar drasticamente com o grau de avanco
da esclerose multipla e de diversos fatores relacionados ao quadro clinico, levando-
se a necessidade de um processamento mais refinado de dados para se possa aplicar
gualquer modelo quimiométrico. Nesse sentido, a dimensdo cromatogréfica € uma
alternativa para complementar esses dados e permitir uma obtencdo de PCA mais
conclusiva, dado que a técnica de separacdo em questdo pode permitir um
agrupamento mais eficaz de dados em funcdo das propriedades das classes de
compostos a serem separados e posteriormente identificados nesses tipos de

amostras bioldgicas.

Na Figura 18d, tem-se o biplot da PCA vs. PCB, em que se nota uma miscelania
de loadings atuando sobre a distribuicdo dos scores. Dessa forma, tem-se que o perfil
como um todo influi na distribuicdo espacial e agrupamento dos pacientes, ndo se

detectando nenhuma relagdo m/z que atue de forma mais decisiva. Ou seja, ndo se
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tem nenhuma espécie que possa ser discriminada como marcador especifico para os

guadros clinicos apresentados.

Finalmente, destaca-se que o perfil lipidico dos pacientes 1, 12, 16 e 26,
nenhum deles portador de esclerose multipla, sdo completamente distintos dos
demais perfis dos outros pacientes, conforme pode-se observar nas varias projecoes
das PCs apresentadas no Apéndice 1. Nesse cenario, investigar mais profundamente
0 quadro clinico desses pacientes é interessante pois 0 ensaio proposto nesse

trabalho € bastante efetivo em diferencia-los dos demais quadros patolégicos
testados.

Apos a verificacdo da auto-organizacédo de dados € possivel prosseguir com o
tratamento de dados em direcédo da identificacao de possiveis lipidios. Destaca-se que
outras etapas para validacdo de métodos e processos de quantificacdo envolvendo
técnicas de padronizacdo, ou andlises espectrométricas em tandem devem ser
priorizadas. Porém, para este trabalho as amostras obtidas consistiam em pequenas
aliquotas de volumes proximos a 250 uL (principalmente as amostras de pacientes do
grupo de controles), uma vez que o CSF é uma matriz biologica de dificil acesso para

iInvestigacao tendo em vista 0s riscos que sua obtencao representa para o paciente.

4.6 PREVISAO DE LIPIDIOS NAS AMOSTRAS DE CSF UTILIZANDO O SOFTWARE
MZMINE 3

A identificacdo de ions gerados em MS é uma etapa crucial do processamento
da informacédo quimica desejada de uma matriz em estudo. Softwares e plataformas
auxiliam os analistas nessa tarefa ao fazer o cruzamento dos dados obtidos com
bases de dados espectrais.

Porém, para que isso seja feito € empregado o cruzamento de dados espectrais
com informacdes obtidas a partir de técnicas cromatograficas, além de dados
referentes a fragmentacdes de moléculas em ions sucessivamente (espectrometria de
massas em tandem - MS/MS ou MS?, ou ainda MS".

No caso da identificacdo de ions por abordagem Shotgun essa tarefa torna-se
muito mais dificil sem a dimensao cromatografica, e no caso deste trabalho, a
confiabilidade da informacédo sobre o dado espectral na identificacdo de espécies

utilizando a primeira fragmentacédo (MS?) devido as baixas quantidades de amostras
53



gue foram utilizadas em outras etapas como triagem de niveis e abordagem
exploratoria dos perfis espectrais das amostras de cada paciente. Em casos de
disponibilidade de amostra, recomenda-se fortemente analises do tipo MS/MS para
cruzamento de dados com bibliotecas espectrais e identificacdo confiavel de ions.

Mesmo nessa situacdo de baixa volume disponivel de amostras, nas analises
espectrométricas do tipo MS1 foram gerados dados espectrais e analisados pelo
software MZMine 3, o qual fez a previsdo de possiveis ions com base nos m/z
encontrados. Os dados espectrais, bem como o grupo de classificacdo desses
possiveis ions estdo compilados no Apéndice 2 deste trabalho.

Na Tabela 22, estéo indicados a quantidade de possiveis lipidios com base nos
dados de m/z das amostras de CSF de pacientes com MtS, com uma média de 17
ions para cada paciente contemplando as faixas investigadas de 50 a 2000 m/z. A
maior quantidade desses possiveis ions lipidicos indicados pelo software esta na
faixa de 300-800 m/z.

Tabela 22 — Quantidade de possiveis ions de espécies lipidicas indicados pelo software
MZMine 3 em amostras de CSF de pacientes com MtS. (continua)

Faixas de m/z

50-600 300-800 700-2000 1000-2000 Total de espécies previstas

MtSPac01 11 30 10 0 51
MtSPac02 7 13 3 0 23
MtSPac03 5 5 1 0 11
MtSPac04 5 0 0 0 5

MtSPac05 5 8 0 0 13
MtSPac06 5 10 0 0 15
MtSPac07 5 10 1 0 16
MtSPac08 5 8 1 0 14
MtSPac09 9 18 1 0 28
MtSPac10 5 13 1 0 19
MtSPac11 4 8 1 0 13
MtSPac12 5 9 1 0 15
MtSPac13 5 7 0 0 12
MtSPac14 7 18 1 0 26
MtSPac15 4 10 1 0 15
MtSPac16 5 9 6 0 20
MtSPacl7 5 11 1 0 17
MtSPac18 5 8 2 0 15
MtSPac19 4 11 7 0 22
MtSPac20 5 9 1 0 15
MtSPac21 5 7 2 0 14
MtSPac22 5 12 1 0 18
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Tabela 23 — Quantidade de possiveis ions de espécies lipidicas indicados pelo software
MZMine 3 em amostras de CSF de pacientes com MtS. (continuacédo)

Faixas de m/z

50-600 300-800 700-2000 1000-2000

Total de espécies previstas

MtSPac23
MtSPac24
MtSPac25
MtSPac26
MtSPac27
MtSPac28
MtSPac29
MtSPac30
MtSPac31
MtSPac32
MtSPac33
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Fonte: Autoria prépria.

Na Tabela 22, estdo indicados a quantidade de possiveis lipidios com base nos

dados de m/z das amostras de CSF de pacientes do grupo de controle (quadro clinico

diverso), com uma média de 14 ions para cada paciente contemplando as faixas

investigadas de 50 a 2000 m/z. A maior quantidade desses possiveis ions lipidicos

indicados pelo software também esta na faixa de 300-800 m/z.

Tabela 24 - Quantidade de possiveis ions de espécies lipidicas indicados pelo software
MZMine 3 em amostras de CSF de pacientes do grupo de controle (quadro clinico diverso)

(continua)

Faixas de m/z

50-600 300-800 700-2000 1000-2000 Total de espécies previstas
CGRPO1 3 14 1 0 18
CGRP02 1 7 2 0 10
CGRPO3 3 18 1 0 22
CGRPO0O4 1 9 2 0 12
CGRPO05 3 9 2 0 14
CGRPO06 3 9 2 0 14
CGRPO7 4 14 1 0 19
CGRPO8 4 10 1 0 15
CGRP09 5 10 2 0 17
CGRP10 5 8 2 0 15
CGRP11 6 8 2 0 16
CGRP12 5 10 2 0 17
CGRP13 7 13 2 0 22
CGRP14 2 13 2 0 17
CGRP15 5 10 1 0 16
CGRP16 1 13 1 0 15
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Tabela 25 - Quantidade de possiveis ions de espécies lipidicas indicados pelo software
MZMine 3 em amostras de CSF de pacientes do grupo de controle (quadro clinico diverso)
(continuacéo)

Faixas de m/z

50-600 300-800 700-2000 1000-2000 Total de espécies previstas

CGRP17 2 11 1 0 14
CGRP18 4 8 0 0 12
CGRP19 11 15 1 0 27
CGRP20 2 10 1 0 13
CGRP21 0 2 1 0 3
CGRP22 2 6 1 0 9
CGRP23 0 3 1 0 4
CGRP24 0 1 1 0 2

Fonte: Autoria prépria.

E possivel observar que tanto na Tabela 22 quanto na Tabela 23 o software
MZMine 3 néo identificou qualquer possivel ion de lipidio na faixa de 1000-2000 m/z,
ou identificou poucos ions na faixa de 700-2000 m/z. Embora esse software seja
gratuito e seja capaz de utilizar bibliotecas espectrais, recomenda-se que os dados
inseridos nele sejam de natureza MS/MS para uma identificacdo confiavel das
espécies de interesse.

Outra sugestéo € o uso de técnicas de separacao acopladas a espectrometria
de massas para cruzamento dos dados de tempos de retencdo de substancias ou
classes de compostos com os dados espectrais para processos de identificacdo de
espécies, cobrindo as faixas de m/z investigadas de forma mais ampla, como é o caso
do software MS-DIAL.

Diante de uma proposta exploratoria dessas ferramentas para futuros estudos
lipiddbmicos, deve-se registrar que a ferramenta demonstrou potencial e pode ser
aplicada em investigagcbes académico-experimentais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Planejamento do tipo Plackett-Burman foi eficiente ao permitir a triagem de
variaveis gue tivessem efeitos estatisticamente significativos, assegurando a melhor
condicdo de espécies quimicas em amostras de CSF, tendo em vista a janela de
aquisicdo de dados espectrométricos de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e
1000-2000 m/z. Deve-se destacar também que o Planejamento Experimental € uma
etapa de crucial para obtencdo de bons resultados, além de poupar esforcos
humanos, instrumentais e recursos materiais.

A técnica de SPME empregando uma fase extratora C18 biocompativel
demonstrou grande potencial de aplicagbes em rotinas laboratoriais devido a alta
frequéncia analitica e baixo consumo de solventes, sobretudo os solventes organicos,
e quando comparada a uma técnica classica como a LLE foi capaz de promover a
extracdo de espécies de maior carater apolar e assim alcancar sinais de alta
intensidade nos espectros de massas na ordem de 10°a 10°.

A estratégia de analise Shotgun, embora seja uma realidade em muitos
laboratorios, trabalhos e propostas presentes e consolidados na literatura académica
tem sua potencialidade restrita diante do processamento dos dados, uma vez que
poucas plataformas processam esses dados, sendo comum que as plataformas
solicitem mais de uma dimensdo analitica como a cromatografia para uma
confiabilidade, principalmente em processos de quantificacdo e/ou identificacdo de
moléculas. As plataformas que processam esses dados apresentam licencas
comerciais, indo na contraméao da construcdo de bases de dados estabelecidas por
meio dos pesquisadores da area analitica (a exemplo da GNPS), além de possuirem
interfaces ndo-intuitivas e que podem em algum momento requerer do usuario uma
certa familiaridade com linguagens de programacéo. Tendo em vista esse tipo de
situacdo, recomenda-se o uso de técnicas cromatograficas para facilitar o
processamento dos dados, além de maior confiabilidade de informagfes quimicas
durante o uso de softwares ou plataformas onlline para identificacdo de moléculas.

Deve ser ressaltado aqui que uma abordagem dita “6mica“ sobre espécies
guimicas, como no caso da lipidémica, € um trabalho exaustivo, seja nas buscas por
condicbes adequadas de preparo de amostras, seja da etapa instrumental, sendo
acentuado sobretudo na etapa de processamento de dados experimentais em um
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cenario crescente de pesquisadores e publicacfes investigando as mais diversas
matrizes.

Por fim, a lipidémica € um dominio de investigacdo experimental extraordinario
intimamente ligada ao avanco de tecnologias que revelam processos bioquimicos e
biossintéticos dos ambientes celulares vegetal e humano, auxiliando na compreensao
de fendbmenos fisioldgicos que podem comprometer a qualidade de vida das pessoas,
como no caso da Esclerose Mdltipla, cujo diagnostico e tratamento ainda podem
avancar significativamente. Portanto, compreender os lipidios e suas rotas

metabdlicas pode contribuir para a promoc¢éo da Vida.
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APENDICE

APENDICE 1 — PROJECOES DA ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS

(PCA)

Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6;

(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5;
PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5;
PC7; (18) PC3 v. PC8; (19) PC4 vs. PCS5; (20) PC4 vs. PCE6;
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Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6; (6) PC1vs. PC7; (7) PC1 vs. PCS8; (8) PC2 vs. PCS;
(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5; (11) PC2 vs. PC6; (12) PC2 vs. PC7; (13)
PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5; (16) PC3 vs. PC6; (17) PC3 vs.
PC7; (18) PC3v. PC8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PCE6; (21) PC4 vs. PCT7;
(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PC8; (26)
PC6 vs. PC7; (27) PC6 vs. PC8; (28) PC7 vs. PC8 (continua)
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Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6; (6) PC1vs. PC7; (7) PC1 vs. PCS8; (8) PC2 vs. PCS;
(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5; (11) PC2 vs. PC6; (12) PC2 vs. PC7; (13)
PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5; (16) PC3 vs. PC6; (17) PC3 vs.
PC7; (18) PC3v. PC8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PCE6; (21) PC4 vs. PCT7;
(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PCS; (26)
PC6 vs. PC7; (27) PC6 vs. PC8; (28) PC7 vs. PC8 (continua)
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Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6;
(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5;

PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5;
PC7; (18) PC3v. PC8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PCE6;
(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PCS;

(6) PC1vs. PC7; (7) PC1 vs. PC8; (8) PC2 vs. PC3;
(11) PC2 vs. PC6; (12) PC2 vs. PC7; (13)
(16) PC3 vs. PC6; (17) PC3 vs.

(21) PC4 vs. PCT;

PC6 vs. PC7; (27) PC6 vs. PC8; (28) PC7 vs. PC8 (continua)
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Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)
PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6; (6) PC1 vs. PC7; (7) PC1 vs. PC8; (8) PC2 vs. PC3;
(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5; (11) PC2 vs. PC6; (12) PC2 vs. PC7; (13)
PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5; (16) PC3 vs. PC6; (17) PC3 vs.
PC7; (18) PC3v. PCS8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PCE6; (21) PC4 vs. PCT7;
(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PCS; (26)
PC6 vs. PC7; (27) PC6 vs. PC8; (28) PC7 vs. PC8 (continua)
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Figura Al: Projecdes da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6;

(9) PC2 vs. PC4; (10) PC2 vs. PC5;

(6) PC1vs. PC7; (7) PC1 vs. PCS8; (8) PC2 vs. PC3;
(11) PC2 vs. PC6; (12) PC2 vs. PC7; (13)

PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5;
PC7; (18) PC3v. PC8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PC6;
(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PCS;

PC6 vs. PC7; (27) PC6 vs. PC8; (28) PC7 vs. PC8 (continua)
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Figura Al: Projec6es da Andlise de Componentes Principais com agrupamento
elipsoide de 1,3 desvios-padréo : (1) PC1 vs. PC2; (2) PC1 vs. PC3; (3) PC1 vs. PC4; (4)

PC1 vs. PC5; (5) PC1 vs. PCE6;

(9) PC2 vs.

PC4: (10) PC2 vs. PC5;

(6) PC1vs. PC7; (7) PC1 vs. PCS8; (8) PC2 vs. PCS;

(11) PC2 vs. PCE6; (12) PC2 vs. PC7; (13)

PC2 vs. PC8; (14) PC3 vs. PC4; (15) PC3 vs. PC5;
PC7; (18) PC3v. PC8; (19) PC4 vs. PC5; (20) PC4 vs. PCE6;

(22) PC4 vs. PC8; (23) PC5 vs. PC6; (24) PC5 vs. PC7; (25) PC5 vs. PCS;
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APENDICE 2 - PREVISAO DE LIPIDIOS UTILIZANDO O MZMINE 3 DE PACIENTES
COM ESCLEROSE MULTIPLA E PACIENTES DO GRUPO DE CONTROLE
(QUADRO CLINICO DIVERSO)

Tabela Al - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac01 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac01 50-600 239,0881 TG O-7:1 _ [M+Nal+  CI1OH1605
MtSPac01 50-600 451,3379 TG 0-22:0  [M+Nal+  C25H4805
MtSPac01 50-600 437,3223 TG O-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac01 50-600 4192757 TG 0-20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac01 50-600 4233069 TG 0-20:.0  [M+Nal+  C23H4405
MtSPac01 50-600 397,1974 TG O-19:6  [M+Nal+  C22H3005
MtSPac01 50-600 451,3014  TG21:0  [M+Na+  C24H4406
MtSPac01 50-600 437,286  TG20:0  [M+Nal+  C23H4206
MtSPac01 50-600 3812237  TG160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac01 50-600 3762683  TG16:0  [M+NHA]+  C19H3406
MtSPac01 50-600 4003412 MG 20:2  [M+NH4]+  C23H4204
MtSPac01 %%%‘ 4793687 TG O-24:0 [M+Na]+  C27H5205
MtSPac01 0 451,338 TGO220 [M+Na+  C25H4805
MtSPac01 399 4332008 TGO212  [M+Nal+  C24H4205
MtSPac01 20 4373224 TGO210  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac01 ?é%%' 4192756 TG 0-20:2  [M+Na]+  C23H4005
MtSPac01 309 4212006 TGO20:1  [M#Na+  C23H4205
MtSPac01 S0 4233069 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac01 39 3971076  TGO19:6  [M+Na+  C22H3005
MtSPac01 300 4052632  TGO-19:2  [M+Na+  C22H3805
MtSPac01 309 3672442  TGO16:0  [M+Nal+  CLOH3605
MtSPac01 00 6905701  TG39:4  [M+NHA+  C42H7206
MtSPac01 9 689567  TG380  [M+Nal+  CAIH7806
MtSPac01 300 6615358  TG36:0  [M+Na+  C39H7406
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Tabela Al - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac01

(continuacéo)

AEEICHIO o e 8 ane SR
MtSPac01 300 5213797 TG26:0  [W+Na+  C20H5406
MtSPac01 38%%' 4773167  TG231  [M+NaJ+  C26H4606
MtSPac01 38%%' 4633014  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac01 38%%' 465317  TG22:0  [M+Na+  C25H4606
MtSPac01 38%%' 451,3016  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac01 38%%' 4372861 TG 20:0  [M+Nal+  C23H4206
MtSPac01 38%%' 3812239 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac01 38%%' 3091299  TG11:1  [M+Nal+  C14H2206
MtSPac01 0 6583684  PS25:1  [M+Nal+ C3IHSBNOIOP
MtSPac01 0 6101822  PS2311  [M+Na+ C29H34NOIOP
MtSPac01 O 5361635  PS176  [M+Nal+ C23H32NOIOP
MtSPac01 0 5703164  PC192  [M+Na+  C27HSONOSP
MtSPac01 00 4003412 MG20:2  [M#NH4]+  C23H4204
MtSPac01 0 52629 LPC17:3  [M+Nal+  C25H46NO7P
MtSPac01 O 3842020 DGTS9:3  [M+Hl+  CLOH29NO7
MtSPac01 O 7045494 DGTS32:4  [M+Hl+  CAZHT3NO7
MtSPac01 O 5103403 DGTS183  [M+Hl+  C28HATNO7
MtSPac01 [ 941704 TG OS59:14 [M+Nat  C62HI405
MtSPac01 [0 7894451 TG O49:20 [M+Nat  C52H6205
MtSPac01 JO0 9556832 TGS59:14  [M+Na+  C62H9206
MtSPac01 Jo0 950714 TGS59:12  [M+Na+  C62H9606

76



Tabela Al - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac01 (continua)

ATEEGEEO chn i U o SO
MtSPac01 [0 9847177  SQMG46:5 [M+NH4+  C55HOBOLLS
MtSPac01 [0 9566850  SQMG 44:5 [M+NH4+  C53HO4O11S
MtSPac01 I 9986968  SQDG 465 [M+NH4+  C55HI6012S
MtSPac01 [0 10126758  PC5212  [M+Nal+  CG0HIGNOSP
MtSPac01 J00 9707385 MGDG 498 [M+NH4l+  C58HO6010
MtSPac01 [0 0427074  MGDG 478 [M+NHA[+  C56HO2010

Fonte: Autoria proépria.

Tabela A2 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac02 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE TAXA  miz Annotation ~ Aduto molecular
MtSPac02 50-600 239,0884 TG O-7-1  [M+Nal+  CIOH1605
MtSPac02 50-600 437,3235 TG O-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac02 50-600 4192764 TG 0-20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac02 50-600 423,3078 TG 0-20:0  [M+Nal+  C23H4405
MtSPac02 50-600 3812246 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac02 50-600 4202133 PCO-11:3  [M+HJ+  CI19H34NO7P
MtSPac02 50-600 398.2316 MG 21:10 [M+NH4]+  C24H2804
MtSPac02 O 4513382 TGO220  [M+Nal+  C25H4805
MtSPac02 38%%' 4332907 TG O-21:2  [M+Nal+  C24H4205
MtSPac02 3;3%%' 4373227 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac02 ?3%%' 4192756 TG 0-20:22  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac02 200 4233071 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac02 0 52138 TG26:0  [M+NaJ+  C29H5406
MtSPac02 39 4773166 TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac02 00 4633014  TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac02 ?é%%' 3812241 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac02 O 6283723 SQMG20:1 [M+NHA[+  C29H54011S
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Tabela A2 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac02 (continua)

ACEE ISR o e U ane S
MtSPac02 39 610182  PS2311  [M+Na+ C20H34NOIOP
MtSPac02 %%%’ 420,213 PC 0-11:3 [M+H]+ C19H34NO7P
MtSPac02 399 3082313 MG21:10 [M#NH4]+  C24H2804
MtSPac02 [0 7894453 TG 049:20 [M+Nalt  C52H6205
MtSPac02 I 9847185 SQMG46:5 [M+NH4+  C55HIBOLLS
MtSPac02 [0 9986976  SQDG 465 [M+NH4]+  C55HI6012S

Fonte: Autoria proépria.

Tabela A3 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacd@o primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac03

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula

DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac03 50-600 239,0886 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
MtSPac03 50-600 437,324 TG O-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPac03 50-600 419,2768 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPac03 50-600 423,3082 TG 0O-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac03 50-600 381,2249 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac03 309 4513387  TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac03 Bé%% 433,2911 TG 0O-21:2 [M+Na]+ C24H4205
MtSPac03 ?é%% 437,3233 TG O-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPac03 %%% 419,2762 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPac03 ?é%% 423,3076 TG 0O-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac03 27880 998,6979 SQDG 46:5 [M+NH4]+ C55H96012S
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Tabela A4 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac04

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE  TAIXA m/z Annoaation Aduto molecular
MtSPac04 50-600 239,0885 TG O-7:1 [M+Na]J+  C10H1605
MtSPac04 50-600 437,3236 TG 0-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac04 50-600 419,2767 TG 0-20:2 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac04 50-600 423,3081 TG 0-20:0 [M+Na]+  C23H4405
MtSPac04 50-600 381,2248 TG16:0 [M+NaJ+  C19H3406

Fonte: Autoria propria.

Tabela A5 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac05

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac05 50-600 239,0887 TG O-71  [M+Na+  CI10H1605
MtSPac05 50-600 437,3238 TG O0-21:0 [M+NaJ+  C24HA605
MtSPac05 50-600 419,2768 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac05 50-600 4233082 TG O0-200 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac05 50-600 381,2249  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
MtSPac05 00 4513378 TGO-220 [M+Na+  C25H4805
MtSPac05 300 437,3231  TGO210 [M+Na+  C24H4605
MtSPac05 0 4192762 TGO202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac05 O 4233075  TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac05 oy 5213805  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac05 ‘;%%' 4633014  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
MtSPac05 0 4513025  TG2L0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac05 38%%' 3812244 TG 160  [M+Nal+  C19H3406

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A6 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac06

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE [ AXA m/z Annotation ~ AdYtO molecular
MtSPac06 50-600 2390886 TG O-7:1  [M+Nal+  C10H1605
MtSPac06 50-600 437,3238 TG 0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac06 50-600 4192768 TG O-202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac06 50-600 4233081 TG O-200 [M+Na+  C23H4405
MtSPac06 50-600 381,2249  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
MtSPac06 oy 4513379  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac06 ‘;%%' 4332909 TG O-21:2 [M+Na]+  C24H4205
MtSPac06 oy 4373232 TGO-2L0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac06 %%%‘ 4192761 TG O-202 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac06 oy 4233076 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac06 S0 5213807  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac06 300 4773169 TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac06 S0 4633019 TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac06 00 4513027 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac06 S0 3812246 TG160  [M+Nal+  C19H3406

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A7 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac07 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac07 50-600 239,0887 TG O-7:1  [M+Na+  CI10H1605
MtSPac07 50-600 437,3238 TG O0-21:0 [M+Nal+  C24HA605
MtSPac07 50-600 419,2769 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac07 50-600 423,3082 TG 0-20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac07 50-600 381,2249 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac07 300 4332000 TGO212 [M+Nal+  C24H4205
MtSPac07 Bé%%' 4373232 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac07 Qé%%' 4192761 TG 0-202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac07 %%%‘ 4233076 TG O-200 [M+Na]+  C23H4405
MtSPac07 Qé%%' 5213807 TG 260  [M+Nal+  C29H5406
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Tabela A7 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacado primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac07

(continuacéao)

R CONTROLE . FAXA  miz RS Aduto TS
MtSPac07 ‘;%%' 4933484  TG24:0  [M+Na]+  C27H5006
MtSPac07 ‘;%%' 4773169  TG23:1  [M+Na]+  C26H4606
MtSPac07 ‘;%%' 463,302 TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac07 O 4513025  TG210  [W+Nal+  C24H4406
MtSPac07 390 3812246 TG160  [W+Na+  CI9H3406
MtSPac0? [ 7804456 TG O49:20 [M+Nal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A8 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac08

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE ~ "AIXA m/z Annotation  Aduto molecular
MtSPac08 50-600 2390886 TG O-7.1  [M+NaJ+ _ CIOH1605
MtSPac08 50-600 437,3238 TG O0-21:0 [M+NaJ+  C24HA605
MtSPac08s 50-600 419,2769 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac08 50-600 423,3083 TG 0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac08 50-600 3812249 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac08s 9 451,338 TGO220 [W+Na+  C25H4805
MtSPac08 S0 4373233 TGO-2L0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac08 00 4192764  TGO202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac08 S 4233077 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac08 O 5213808  TG260  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac08 oy 4633019  TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac08 38%%' 451,3026 TG 21:0  [M+Na]+  C24H4406
MtSPaco8 38%%' 3812247 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac08 27886 789,4456 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205

Fonte: Autoria prépria.



Tabela A9 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac09

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPac09 50-600 239,0886 TG O-7-1  [M+Nal+  CI1OH1605
MtSPac09 50-600 437,3237 TG O-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac09 50-600 4192765 TG O-202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac09 50-600 4233081 TG O-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac09 50-600 4633021 ~ TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac09 50-600 381,2248  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac09 50-600 318.2996 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
MtSPac09 50-600 2902681 MG O-13:1 [M+NH4]+  C16H3203
MtSPac09 50-600 362,3256 MG 17:0  [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac09 39 5454153 TGO29:2  [M+Nal+  C32HS805
MtSPac09 0 4332006 TGO21:2  [W+Na+  C24H4205
MtSPac09 Sor 4373231 TGO210 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac09 ‘?3%%' 4192757 TG 0-20:22  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac09 oy 4233075 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac09 38%%' 4052598 TG O-19:2  [M+Nal+  C22H3805
MtSPac09 0 5804416  TG311  [W+Nal+  C34H6206
MtSPac09 S0 5213806  TG260  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac09 39 4773165  TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac09 %%%‘ 463,3016 TG 22:1 [M+Na]+ C25H4406
MtSPac09 39 4371016 TG217  [M+Nal+  C24H3006
MtSPac09 00 4513026  TG21:0  [M+Na+  C24H4406
MtSPac09 300 3812245  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac09 O 610182  PS23:11  [M+Nal+ C29H34NOLOP
MtSPac09 390 5351633 PS17:6  [M+Nal+ C23H32NOLOP
MtSPac09 O 3463303 MGO17:1  [M#NH4[+  C20H4003
MtSPac09 300 3182002 MGO151 [M#NH4[+  CI8H3603
MtSPac09 0 3623252  MG17.0  [M+NH4+  C20H4004
MtSPac09 JO0 7804456 TG 0-49:20 [M+Na+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A10 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac10

PACIENTE / GRUPO DE Lipid Formula

CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac10 50-600 239,0886 TG O-7:1  [M+Na]+  C10H1605
MtSPac10 50-600 437,3238 TG 0-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac10 50-600 419,2765 TG 0-20:22 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac10 50-600 4233083 TGO-200 [M+Na]+  C23H4405
MtSPac10 50-600 46323022 TG 221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac10 oy 4513383 TGO220 [M+Na+  C25H4805
MtSPac10 3;3%%' 4332913 TG O-=21:2 [M+Nal+  C24H4205
MtSPac10 oy 4373233 TGO210 [M+Na+  C24H4605
MtSPac10 ?é%%' 4192762 TG O0-202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac10 00 4233077 TGO20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac10 30 4052604 TGO19:2 [M+#Na+  C22H3BO5
MtSPac10 S0 5213308 TG260  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac10 %%%‘ 4773174 TG23:1  [M+Na]+  C26H4606
MtSPac10 30 4633022 TG221  [M+Na+  C25H4406
MtSPac10 o0 451,3027  TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac10 399 3812247  TG160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac10 %%%‘ 610,1831 PS23:11 [M+Na+ C29H34NOLOP
MtSPac10 300 5361642  PS17:6  [M+Nal+ C23H32NO10P
MtSPac10 IO 7804457 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52HE205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A1l - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac11 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annogation Aduto molecular
MtSPac11 50-600 437,3237 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPac11 50-600 419,2769 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPac11 50-600 423,3081 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac11 50-600 381,225 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac11 3;3%% 437,3232 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
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Tabela All - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac11

(continuacéo)

e CONTROLE . FAXA  miz RN Aduto (O
MtSPac11 38%%' 4192763 TG O-20:2  [M+Na]+  C23H4005
MtSPacl1 S0 4233076 TGO20:0  [M+Nal+  C23H4405
MtSPacl1 300" 6644554  TG3B10  [M+#NHA+  CALHS806
MtSPac11 S0 5213807  TG260  [M+Nal+  C29H5406
MtSPacl1 39 4513026 TG210  [M+Na+  C24H4406
MtSPac11 390 3812246 TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac11 300 4513381 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac11 JO 7804457 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A12 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac12 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac12 50-600 239,0882 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
MtSPac12 50-600 437,3239 TG 0-21:0  [M+Na]+ C24H4605
MtSPac12 50-600 419,2769 TG 0-20:2  [M+Na]+ C23H4005
MtSPac12 50-600 423,3083 TG 0-20:0  [M+Na]+ C23H4405
MtSPac12 50-600 381,225 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac12 ‘Qé%% 451,3377 TG 0-22.0  [M+Na]+ C25H4805
MtSPac12 eé%% 437,3232 TG 0-21:0  [M+Na]+ C24H4605
MtSPac12 ::’3%% 419,2763 TG 0-20:2  [M+Na]+ C23H4005
MtSPac12 ?é%% 423,3076 TG 0-20:0  [M+Na]+ C23H4405
MtSPac12 ?é%% 664,4551 TG 38:10  [M+NH4]+ C41H5806
MtSPac12 ?é%% 521,3808 TG 26:0 [M+Na]+ C29H5406
MtSPac12 3;3%% 451,3025 TG 21:0 [M+Na]+ C24H4406
MtSPac12 ?é%% 381,2246 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac12 3;3%% 412,306 DG 20:3 [M+NH4]+ C23H3805
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Tabela A12 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac12

(continuacéo)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac12 27886 7804458 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A13 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac13

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE ~ "AXA m/z Annotation  Aduto molecular
MtSPacl3 50-600 239,0886 TG O-71  [M+Na+ _ CI10H1605
MtSPac13 50-600 437,3237 TG O0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac13 50-600 419,2769 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac13 50-600 423,3081 TG 0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac13 50-600 381,225 TG16:0  [M+Nal+  CI19H3406
MtSPac13 38%%' 451,3384 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
MtSPac13 38%%' 4373233 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac13 ?3%%' 419,2764 TG 0-20:2 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac13 30 4233077 TGO200 [M+Na+  C23H4405
MtSPac13 20 5213808  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac13 S0 4513027 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac13 S0 3812246 TG160  [M+Nal+  CLOH3406

Fonte: Autoria prépria.

Tabela Al14 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac14 (continua)

PACIENTE / GRUPO DE Lipid Férmula
CONTROLE FAIXA m/z AnnoF'Zation Aduto molecular
MtSPac14 50-600 437,3237 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPac14 50-600 419,2768 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPacl14 50-600 423,3081 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac14 50-600 381,2249 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac14 50-600 318,2998 MG O-15:1 [M+NH4]+ C18H3603
MtSPac14 50-600 290,2685 MG 0O-13:1 [M+NH4]+ C16H3203
MtSPac14 50-600 362,326 MG 17:0 [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac14 38%%' 4513413 TG O0-22.0 [M+NaJ+  C25H4805
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1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac14

(continuacéo)

Tabela Al4 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

R
MtSPacl14 38%%' 521,3834 TG 260  [M+Na]+  C29H5406
MtSPacl14 38%%' 4773194 TG231  [M+Na]+  C26H4606
MtSPac14 %%%‘ 4633045 TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
MtSPac14 %%%‘ 451,3049 TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac14 :;%%' 381,2265 TG 160  [M+Na]+  C19H3406
MtSPac14 :;%%' 536,1667 PS17:6  [M+Na]+ C23H32NO10P
MtSPac14 %%%‘ 468,1032 PS12:5  [M+Nal+ C18H24NO10P
MtSPac14 :;%%' 6852046  PI23:11  [M+Na]+ C32H39013P
MtSPacl4 20 6111856  PI17:6  [M+Nal+  C26H37013P
MtSPacl4 200 318301 MGO-51 [W+NH4l+  C18H3603
MtSPacl4 300 3623273 MG17.0  [M#NH4]+  C20H4004
MtSPacl4 IO 7804472 TG0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
MtSPacL4 S0 4332034 TGO21:2  [M+Nal+  C24H4205
MtSPacl4 00 437,3255 TGO-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac14 :;%%' 4192783 TG O0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac14 Qé%%' 4233009 TG O-20:.0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac14 o> 4052621 TGO-19:2  [M+Nal+  C22H3805
MtSPac14 309 6644586 TG38:10 [M+NH4l+  CALHS806

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela A15 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac15

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPacl5 50-600 437.3247 TG 0-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac15 50-600 4192776 TG 0-20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac15 50-600 423309 TG O-20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac15 50-600 3812255  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac15 S0 451339 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac15 :;%%' 437,324 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac15 9 4102771 TGO20:2  [M+Na+  C23H4005
MtSPac15 00 4233084 TGO-20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac15 309 6864387  TG40:13  [M+NHA]+  CA3HS606
MtSPac15 399 6644568  TG3810 [M+NH4]+  CA1HSBOG
MtSPac15 9 5213817  TG260  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac15 309 4633027 TG22:1  [M+Na+  C25H4406
MtSPac15 39 4513034 TG210  [M+Na+  C24H4406
MtSPac15 399 31,2053  TG160  [M+Na+  ClOH3406
MtSPac15 [0 780447 TG O49:20 [M+Nat  C52H6205

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A16 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac16 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPacl6 50-600 239,0892 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
MtSPacl6 50-600 437,3248 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPacl16 50-600 419,2778 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPacl6 50-600 423,3092 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPacl16 50-600 381,2257 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac16 %%%‘ 451,3397 TG O0-22:0 [M+NaJ+  C25H4805
MtSPacl6 Qé%%- 437,3246 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPacl6 %%%_ 419,2776 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
MtSPac16 S0 423300  TGO200 [M+Nal+  C23H4405
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Tabela A16 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac16

(continuacéo)

T
MtSPac16 38%%' 5213823 TG 26:0  [M+Na]+  C29H5406
MtSPac16 ‘:’3%%' 451,304 TG 21:0 [M+Na]+ C24H4406
MtSPac16 38%%' 3812257 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac16 38%%' 780,6902  MG48:8  [M+NH4]+  C51H8604
MtSPac16 38%%' 772,6833 DG 4655  [M+NH4]+  CA9H8605
MtSPac16 27886 8837118 TG O-54:8 [M+Na]+  C57H9605
MtSPac16 27886 7894482 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
MtSPac16 27886 9207213 MGDG 4555 [M+NH4]+  C54H94010
MtSPac16 o0 8467025 MGDG 390 [M+NH4]+  C48HO2010
MtSPac16 [0 8847115  DG5512  [MHNHA[+  C58HI005
MtSPac16 [0 7726834 DG465  [MHNHA[+  CA9HB6OS

Fonte: Autoria propria.

Tabela A17 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac17 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation  Aduto molecular
MtSPac17 50-600 239,0894 TGO-71 [M+NaJ+  C10H1605
MtSPac17 50-600 437,3253 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac17 50-600 419,2783 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac17 50-600 423,3097 TG 0-20:0 [M+Na]+  C23H4405
MtSPac17 50-600 381,2262 TG16:0  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac17 ‘Z%%‘ 451,3399 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
MtSPac17 ‘Z%%’ 433,2922 TG O-21:2 [M+Nal+  C24H4205
MtSPac17 %%%’ 437,3247 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac17 %%%’ 4192774 TG O-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac17 38%%' 4233091 TG O-20:0 [M+Nal+  C23H4405

88



Tabela A17 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac17 (continua)

o FaxA mie LG aguo  FOmE
MtSPac17 Qé%%' 521,3824 TG26:0 [M+Na]+  C29H5406
MtSPac17 %%%‘ 477,3184 TG23:1  [M+NaJ+  C26H4606
MtSPac17 38%%' 4633032  TG22:1  [M+NaJ+  C25H4406
MtSPac17 %%%- 451,3042 TG21:0 [M+NaJ+  C24H4406
MtSPac17 38%%' 381,2258 TG16:0  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac17 :;%%' 468,1008 PS 12:5 [M+NaJ+ C18H24NO10P
MtSPac17 27886 789,4477 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A18 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac18

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPacls 50-600 239,0894 TG O-71  [M+Na+  C10H1605
MtSPac18 50-600 437,3249 TG 0-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac18 50-600 4192781 TG O-202 [M+Na+  C23H4005
MtSPac18 50-600 423,3093 TG 0-20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac18 50-600 381,2261  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
MtSPac18 S0 4513401  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac18 S0 4373247 TGO210 [W+Na+  C24HA605
MtSPac18 S 4192777 TGO-202  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac18 S0r 4233001  TGO200 [W+Na+  C23H4405
MtSPac18 S 5213824 TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac18 SOy 4633032 TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac18 Soy 4513042 TG2L0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac18 %%%‘ 3812259 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac18 JO0 789448 TGO4920 [M+Nat  C52H6205
MtSPac18 2788(') 7084544  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria 89



1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac19

Tabela A19 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

N A
MtSPac19 50-600 437,3254 TG O-21.0  [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac19 50-600 4192784 TG O-202  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac19 50-600 4233008 TG O-200 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac19 50-600 381,2264  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac19 20 4513405 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac19 :;%%' 437,325 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac19 309 4102781 TGO20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac19 O 4233004 TGO-20:0 [M+Na+  C23H4405
MtSPac19 309 6864398  TG40:13  [M#NHA]+  CA3HS6O6
MtSPac19 O 6644583  TG3810 [M+#NHA[+  CALHS806
MtSPac19 300 5213328 TG26:0  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac19 300 4633037  TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac19 300 4513043 TG21:0  [M+Na+  C24H4406
MtSPac19 300 3812261  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac19 300" 778574 MG49:16  [M+NHAl+  C52H7204
MtSPac19 [0 7894479 TG 049:20 [M+Nat  C52H6205
MtSPac19 [0 8666287  TG5314  [MNH4[  C56HB006
MtSPac19 JO0 10417308 PI4T:L [MNal+  C56H107013P
MtSPac19 2788(') 7345496 MG 0-47:17 [M+NH4]+  C50H6803
MtSPac19 J00 7785750 MG49:16  [M#NH4[  C52H7204
MtSPac19 [0 0106552 DGTS48:13 [M+H+  C58HSTNO7
MtSPac19 I 8226023  DGS5LA5  [M+NH4+  C54H7605

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela A20 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac20 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE ~ "AXA m/z Annotation  Aduto molecular
MtSPac20 50-600 2390895 TG O-7:1  [M+Nal+  C10H1605
MtSPac20 50-600 437,3251 TG O0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac20 50-600 419,2782 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac20 50-600 4233095 TG O-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac20 50-600 381,2262  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
MtSPac20 S0y 4513403  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac20 ‘;%%' 4332922 TG O-21:2 [M+Na]+  C24H4205
MtSPac20 SOy 4373248 TGO-2L0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac20 %%%‘ 4192776 TG O-20:2 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac20 38%%' 4233001 TG O-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac20 38%%' 521,3825 TG 260  [M+NaJ+  C29H5406
MtSPac20 300 4633033 TG221  [W+Nal+  C25H4406
MtSPac20 300 4513042 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac20 300 3812250  TG160  [M+Na+  CI9H3406
MtSPac20 SO0 7894485 TG O4920 [M+Nat  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A21 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac21 (continua)

R CONTROLE . FAXA  miz R Aduto O
MtSPac21 50-600 239,0895 TG O-7:1 [M+NaJ+  CLOH1605
MtSPac21 50-600 437,3253 TG 0-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac21 50-600 4192783 TG 0-202 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac21 50-600 423,3096 TG 0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac21 50-600 381,2262 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac21 38%%' 451,3405 TG O0-22:0 [M+Na]+  C25H4805
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Tabela A21 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac21

(continuacgéo)

AEEISEO s e P e S
MtSPac21 38%%' 4373249 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac21 38%%' 4192779 TG O0-202 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac21 38%%' 4233093 TG O-200 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac21 38%%' 5213826 TG 260  [M+Na]+  C29H5406
MtSPac21 38%%' 451,3044  TG21:0 [M+Nal+  C24HA406
MtSPac21 38%%' 381,226 TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac21 27886 789,4484 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
MtSPac21 27886 7084542  PC29:3  [M+Nal+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A22 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac22 (continua)

R CONTROLE . FAXA  miz RN Aduto TS
MtSPac22 50-600 239,0898 TGO-7:1  [M+Na+  C1OH1605
MtSPac22 50-600 437,3255 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac22 50-600 4192783 TG O-202 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac22 50-600 42373098 TG O-20.0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac22 50-600 3812263 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac22 Bé%%' 451,3409 TG O-22:0 [M+NaJ+  C25H4805
MtSPac22 309 4332028 TGO21:2  [M+Nal+  C24H4205
MtSPac22 Bé%%' 4373253 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac22 S0 4192779 TGO-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac22 38%%' 4233096 TG O-200 [M+Na]+  C23H4405
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Tabela A22 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac22

(continuacéo)

AEEIGEO s e P e S
MtSPac22 38%%' 5213831  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac22 38%% 477,319 TG 23:1 [M+Na]+ C26H4606
MtSPac22 38%%' 4633039  TG22:1  [M+NaJ+  C25H4406
MtSPac22 38%%' 4513048  TG21:0  [M+NaJ+  C24H4406
MtSPac22 38%%' 381,2263 TG 160  [M+Na]+  C19H3406
MtSPac22 38%%' 536,166 PS17:6  [M+NaJ+ C23H32NO10P
MtSPac22 38%%' 468,1015  PS12:5  [M+Nal+ C18H24NO10P
MtSPac22 27886 789,449 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A23 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac23 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPac23 50-600 437,3255 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
MtSPac23 50-600 419,2785 TG 0-20:2  [M+Na]+ C23H4005
MtSPac23 50-600 423,3099 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac23 50-600 381,2265 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
MtSPac23 %%%’ 451,3407 TG 0-22.0 [M+NaJ+ C25H4805
MtSPac23 ?é%%' 433,2928 TG 0O-21:2  [M+Na]+ C24H4205
MtSPac23 ‘Qé%%' 437,325 TG 0-21:0  [M+Na]+ C24H4605
MtSPac23 ?é%%' 419,2778 TG 0-20:2  [M+Na]+ C23H4005
MtSPac23 ?é%%' 423,3094 TG 0-20.0 [M+Na]+ C23H4405
MtSPac23 ?é%%' 664,4579 TG 38:10  [M+NH4]+ C41H5806
MtSPac23 %%%‘ 521,3828 TG 26:0 [M+Na]+ C29H5406
MtSPac23 %%%’ 477,3189 TG 23:1 [M+Na]+ C26H4606
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Tabela A23 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac23

(continuacéo)

Y OE CONTROLE _ FAXA  miz RN Aduo TR
MtSPac23 38%%' 4633039  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
MtSPac23 38%%' 4513044  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac23 38%%' 3812261 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac23 38%%' 536,1658  PS17:6  [M+Na]+ C23H32NOI10P
MtSPac23 %%%‘ 468,012  PS12:5  [M+Na]+ C18H24NO10P

Fonte: Autoria propria.

Tabela A24 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac24

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPac24 50-600 239,0898 TG O-71  [M+Nal+  CI1OH1605
MtSPac24 50-600 437,3256 TG 0-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac24 50-600 4192786 TG 0-20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac24 50-600 423,3099 TG 0-20:0  [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac24 50-600 3812265  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac24 300 4513408 TGO-220 [W+Na+  C25H4805
MtSPac24 %%%‘ 4373252 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac24 38%%' 4192782 TG O0-20:2  [M+Na]+  C23H4005
MtSPac24 38%%' 4233095 TG O-20:0 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac24 38%%' 686,4414  TG40:13  [M+NHA[+  CA3H5606
MtSPac24 300 6644505  TG3810  [M+NHA]+  CAIHSBOS
MtSPac24 39 5213820  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac24 300 4513045 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac24 309 3812263  TG160  [M+Nal+  Cl9H3406
MtSPac24 39 3611635  TG153  [M+Nal+  Cl8H2606
MtSPac24 2788(') 7894484 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A24 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac24

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA — m/z Annotation ~ ~duto molecular
MtSPac24 50-600 239,0898 TG O-7:1  [M+Na]+  C10H1605
MtSPac24 50-600 437,3256 TG 0-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPac24 50-600 4192786 TG 0-202  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac24 50-600 4233099 TG O-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac24 50-600 3812265  TG16:0  [M+Nal+  C19H3406
MtSPac24 S0 4513408 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac24 %%%‘ 4373252 TG O-21.0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac24 Sor 4192782 TGO202  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac24 3;3%%' 4233095 TG O-200 [M+Na]+  C23H4405
MtSPac24 38%%' 686,4414  TG40:13  [M+NHA[+  CA3H5606
MtSPac24 300 6644595  TG38:10 [M+#NH4]+  CALHSBOS
MtSPac24 00 5213820 TG260  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac24 30 4513045 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac24 20 381,223  TG160  [M+Nal+  CI19H3406
MtSPac24 S0 3611635  TG153  [M+Nal+  C18H2606
MtSPac24 [0 7804484 TG O49:20 [M+Na+  C52H6205

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A25 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac25 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
MtSPac25 50-600 239,0897 TG O-7.1  [M+NaJ+ _ CLOH1605
MtSPac25 50-600 437,3253 TG O0-21:0 [M+NaJ+  C24HA605
MtSPac25 50-600 4192784 TG O0-202 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac25 50-600 4233097 TG O-200 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac25 50-600 3812264 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac25 oy 4513406 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac25 Bé%%' 4332924 TG O-21:2 [M+Na]+  C24H4205
MtSPac25 38%%' 4373249 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
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Tabela A25 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac25 (continua)

AT IS0 g wr L  nawe SO
MtSPac25 Qé%%' 4192776 TG 0-202 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac25 200 4233003 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac25 S0 5213828 TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
MtSPac25 39 4773186 TG231  [M+Nal+  C26HA606
MtSPac25 309 4633035 TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac25 39 4513044 TG210  [M+Nal+  C24HA406
MtSPac25 ::’3%%' 3812261 TG 160  [M+Na+  CI19H3406
MtSPac25 399 4681007  PS125  [M+Nal+ CI8H24NOLOP
MtSPac25 27886 789,4486 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A26 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac26 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  "AXA  m/z Annotation  Aduto molecular
MtSPac26 50-600 4373256 TG 0-21.0 [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac26 50-600 419,2786 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
MtSPac26 50-600 4233099 TG O0-200 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac26 50-600 3812265 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
MtSPac26 S0 4513410  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac26 %%%‘ 4332929 TG O-21:2 [M+Na]+  C24H4205
MtSPac26 S0 4373253 TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac26 ?é%%' 4192779 TG O-202 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac26 SO 4233097 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac26 ?é%%' 5213831  TG26:0 [M+NaJ+  C29H5406
MtSPac26 Sov 4773191 TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac26 ?é%%' 4633040  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
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Tabela A26 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac26 (continua)

R CONTROLE . FAXA  miz R, Aduto O
MtSPac26 Qé%%' 451,3047 TG 21:0 [M+Na]+ C24H4406
MtSPac26 20 3812263  TG16:0  [M+Nal+  CLOH3406
MtSPac26 390 430,0881 PS9:3  [M+NaJ+ C15H22NO10P
MtSPac26 2788(') 789,4487 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A27 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac27

e CONTROLE _ FAXA  miz B0 Aduo TR
MtSPac27 50-600 239,0898 TG O-7:1  [M+NaJ+  C10H1605
MtSPac27 50-600 437,3259 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac27 09 4513410 TG O220  [M+Nal+  C25H4805
MtSPac27 0 4332032 TGO21:2  [W+Nal+  C24H4205
MtSPac27 09 4373253 TGO210  [M+Na+  C24H4605
MtSPac27 0 4102781  TGO-20:2  [W+Na+  C23H4005
MtSPac27 Sy 4233096 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac27 ‘;%%' 686,4406 TG 40:13  [M+NHA[+  CA3H5606
MtSPac27 38%%' 6644587 TG 38:10 [M+NH4]+  CA1H5806
MtSPac27 300 5213831 TG260  [M+Nat  C29H5406
MtSPac27 ?é%% 477,3194 TG 23:1 [M+Na]+ C26H4606
MtSPac27 300 4633042 TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac27 309 4513046 TG210  [M+Na+  C24H4406
MtSPac27 Bé%%' 3812264  TG16:0  [M+Na]+  C19H3406
MtSPac27 309 4681018  PS125  [M+Na+ CI18H24NOIOP
MtSPac27 2788(') 789,4491 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205
MtSPac27 [0 7084540  PC20:3  [M+Nal+  C37HEBNOSP

Fonte: Autoria propria 97



Tabela A28 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac28

R CONTROLE . FAXA  miz R, Aduto O
MtSPac28 S0 4513412 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac28 :;%%' 4373254 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
MtSPac28 39 4102786  TGO202 [M+Na+  C23H4005
MtSPac28 O 4233099  TGO20:0 [M+Na+  C23H4405
MtSPac28 0 5213833  TG260  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac28 300 4633048  TG221  [M+Nal+  C25HA406
MtSPac28 00 4513047 TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac28 0 3812265  TG160  [M+Na+  CI9H3406

Fonte: Autoria propria.

Tabela A29 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac29 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPac29 50-600 2390899 TG O-7.1  [M+Na+ _ CI0H1605
MtSPac29 50-600 318,3016 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
MtSPac29 50-600 2902701 MG O-13:1 [M+NHA]+  C16H3203
MtSPac29 50-600 362,3280  MG17:0  [M+NHA]+  C20H4004
MtSPac29 38%%' 4513413 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
MtSPac29 %%%‘ 4373256 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac29 %%%‘ 4192786 TG 0-20:2  [M+Na]+  C23H4005
MtSPac29 :;%%' 4233100 TG O0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac29 S0 5213835  TG260  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac29 %%%‘ 4633044  TG22:1  [M+NaJ+  C25H4406
MtSPac29 09 4371048 TG217  [M+Na+  C24H3006
MtSPac29 ?é%%' 4513050  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac29 39 3812267  TG160  [M+Nal+  C9H3406
MtSPac29 :;%%' 7084539  PC29:3  [M+Na]+ C37HESNOSP
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Tabela A29 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac29 (continua)

R CONTROLE  FAXA  miz o on  Aduto L ar
MtSPac29 Qé%%' 346,3326 MG O-17:1 [M+NH4]+  C20H4003
MtSPac29 :;%%' 318,3015 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
MtSPac29 “Qé%%' 362,3278 MG 17:0  [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac29 %%%‘ 334,2961 MG 15:0  [M+NH4]+  C18H3604
MtSPac29 27886 789,4498 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205
MtSPac29 27886 708,4548 PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A30 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac30

R CONTROLE . FAXA  miz R Aduto O
MtSPac30 :;’3%%' 451,3413 TG 0-22:0 [M+Na]+ C25H4805
MtSPac30 S0 4332033 TGO212 [M+Nal+  C24H4205
MtSPac30 200 4373256  TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
MtSPac30 %%%‘ 4192784 TG 0-20:2 [M+Na]+  C23H4005
MtSPac30 S0 4233099  TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac30 S0 5213835  TG26:0  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac30 00 4773196  TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac30 0 4633044  TG221  [MW+Nal+  C25HA406
MtSPac30 300 4513050  TG210  [M+Nal+  C24H4406
MtSPac30 0 3812266  TG160  [M+Na+  CIOH3406
MtSPac30 J00 7804496 TG 04920 [M+Nal+  C52H6205
MtSPac30 JO 7084548  PC20:3  [MNal+  C37HEBNOBP

Fonte: Autoria propria.
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1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac31

Tabela A31 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

R CONTROLE . FAXA  miz Rl Aduto (O
MtSPac31 50-600 46323048  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac31 50-600 3183015 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
MtSPac31 50-600 2902698 MG O-13:1 [M+NH4]+  C16H3203
MtSPac31 50-600 3623278  MG17.0 [M+NH4+  C20HA004
MtSPac31 20 4513412 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac31 :;%%' 4332932 TG O-21:22  [M+Nal+  C24H4205
MtSPac31 309 4373255 TGO210  [M+Na+  C24H4605
MtSPac31 00 4102782 TGO-20:2 [M+Na+  C23H4005
MtSPac31 09 4233000 TGO20:0 [M+Na+  C23H4405
MtSPac31 o0 521,384  TG26:0  [M+Nal+  C20H5406
MtSPac31 9 4773194 TG231  [M+Nal+  C26H4606
MtSPac31 00 4633043 TG221  [W+Na+  C25H4406
MtSPac31 9 4371043 TG217  [M+Na+  C24H3006
MtSPac31 0 4513049 TG21:0  [W+Nal+  C24H4406
MtSPac31 00 3812265  TG160  [M+Nal+  CIOH3406
MtSPac31 38%%' 468,1019  PS12:5  [M+Na]+ CI18H24NOLOP
MtSPac31 38%%' 3463323 MG O-17:1 [M+NH4]+  C20H4003
MtSPac31 3% 3183011 MGOI51 [M#NH4l+  C18H3603
MtSPac31 399 3623275  MG17:0  [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac31 [ 7894493 TG 049:20 [M+Nalt  C52H6205
MtSPac31 SO0 7084547  PC20:3  [M+Nal+  C37HEBNOBP

Fonte: Autoria prépria.
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1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac32

Tabela A32 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPaca2 50-600 239,0899 TG O-7:1  [M+NaJ+ _ CI1OH1605
MtSPac32 50-600 437,3258 TG O-21:0  [M+NaJ+  C24H4605
MtSPac32 50-600 4192788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac32 50-600 4233102 TG 0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
MtSPac32 50-600 318,3014 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
MtSPac32 50-600 362,3278  MG17:0  [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac32 20 451,3410 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac32 ?é%%' 4373253 TG O-21:0 [M+Na+  C24H4605
MtSPac32 S0 4102784  TGO20:2  [M+Nal+  C23H4005
MtSPac32 S0 4233007  TGO20:0  [M#Nal+  C23H4405
MtSPac32 300 6864407  TG40:13  [M+NHA]+  CA3HS606
MtSPac32 O 6644589  TG3810  [M+NHA[+  CALHS806
MtSPac32 9 5213832 TG260  [M+Na+  C29H5406
MtSPac32 0 4633039 TG221  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac32 09 4371943 TG217  [M#Nal+  C24H3006
MtSPac32 S0y 4513047  TG210  [W+Nal+  C24H4406
MtSPac32 oy 381,224  TG160  [M+Nal+  CL9H3406
MtSPac32 ?é%%' 318,3011 MG O-15:1 [M+NH4[+  C18H3603
MtSPac32 38%%' 3623274 MG 17:0  [M+NH4]+  C20H4004
MtSPac32 2788(') 7894492 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
MtSPac32 [0 7084545  PC29:3  [M+Nal+  C37HGBNOSP

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A33 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente MtSPac33

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
MtSPaca3 50-600 239,0898 TG O-7.1  [M+NaJ+ _ CI0H1605
MtSPac33 50-600 437,3259 TG 0-21:0  [M+Nal+  C24H4605
MtSPaca3 50-600 4192788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
MtSPac33 50-600 463,3047  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
MtSPac33 20 4513409 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
MtSPac33 :;%%' 4332927 TG O-21:2  [M+Nal+  C24H4205
MtSPaca3 S0 4373253 TGO210  [M+Nal+  C24H4605
MtSPaca3 S0 4192780 TGO20:2  [M+Na+  C23H4005
MtSPac33 S0 4233007 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
MtSPac33 O 6864400  TGA40:13  [M+NHA[+  CA3HS606
MtSPac33 39 6644581  TG38:10 [M+NHA]+  CA1HSBOG
MtSPac33 0 5213831 TG26:0  [W+Nal+  C20H5406
MtSPac33 00 4633038 TG221  [M+Na+  C25HA406
MtSPac33 0 4513047  TG21:0  [W+Nal+  C24H4406
MtSPac33 09 3812264  TG160  [M+Nal+  COH3406
MtSPac33 27886 789,4488 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205
MtSPac33 27886 7084546  PC29:3  [M+Nal+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria prépria.

102



Tabela A34 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRPO01

R CONTROLE . FAXA  miz R, Aduto O
CGRPO1 50-600 239,0898  TGO-7.1  [M+NaJ+ _ C10H1605
CGRPO1 50-600 437,3259 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO1 50-600 4193259 TG O-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
CGRPO1 oy 5454183  TGO-202 [M+Nal+  C32H5805
CGRPO1 ‘;%%' 4513412 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
CGRPO1 300 4332031  TGO212 [M+Na+  C24H4205
CGRPO1 ‘;%%' 4373255 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
CGRPO1 38%%' 4192780 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRPO1 S0 4233099  TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
CGRPO1 200 4052621 TGO-19:2 [M+Nal+  C22H3805
CGRPO1 %%%‘ 589,4447  TG31:1  [M+NaJ+  C34H6206
CGRPO1 39 521383  TG260  [M+Nal+  C20H5406
CGRPO1 Bé%%' 4773192  TG23:1  [M+Na]+  C26H4606
CGRPO1 300 4633041  TG221  [M+Nal+  C25H4406
CGRPO1 0 4513050  TG210  [M+Na+  C24HA406
CGRPO1 S0 3812265  TG16:0  [M+Nal+  CL9H3406
CGRPO1 300 4681012 PS125  [M+Nal+ C18H24NOI10P
CGRPO1 J00 7804494 TG 04920 [MNal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A35 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP02 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRPO0O2 50-600 239,0901 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
CGRPO02 ?é%% 451,3412 TG 0-22.0 [M+Na]+ C25H4805
CGRPO02 ?é%% 437,3255 TG 0-21.0 [M+Na]+ C24H4605
CGRPO02 :;%% 419,2785 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
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Tabela A35 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP02

(continuacéo)

O CONTROLE _ FAXA  miz RN Aduo TR
CGRPO2 38%%' 4233099 TG O-200 [M+Na]+  C23H4405
CGRPO2 300 521,384  TG260  [MW+Na+  C29H5406
CGRPO2 38%%' 4513049  TG21:0  [M+Na]+  C24H4406
CGRPO2 38%%' 3812266 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
CGRPO2 27886 7894492 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205
CGRPO2 27886 7084549  PC29:3  [M+Na]+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A36 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRPO03 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
CGRP03 50-600 4202163  PCO-11:3  [M+H]+  C19H34NO7P
CGRP03 50-600 318,3016 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
CGRPO03 50-600 398.2344 MG 21:10 [M+NHA]+  C24H2804
CGRP03 300 5133564 TGO-27:4  [M+Na+  C30H5005
CGRPO3 ‘:’3%%' 4513413 TG 0-22:0 [M+Nal+  C25H4805
CGRPO3 38%%' 4332934 TGO-21:2 [M+Na]+  C24H4205
CGRPO3 38%%' 4373256 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO3 38%%' 4192785 TG O-20:2  [M+Na]+  C23H4005
CGRPO3 S0 4233100 TGO200 [M+Nal+  C23H4405
CGRPO3 20 6203798  TG359  [M+Nal+  C38H5406
CGRPO3 0 5203514  TG27:3  [M+Nal+  C30H5006
CGRPO3 S0 5213835  TG260  [M+Nal+  C20H5406
CGRPO3 9 4773196  TG231  [M+Na+  C26H4606
CGRPO3 309 4633045  TG221  [M+Na+  C25H4406
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Tabela A36 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP03

(continuacéo)

O CONTROLE _ FAXA  miz iR Aduo
CGRPO3 38%%' 4513050  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
CGRPO3 38%%' 3812266  TG16:0  [M+Na]+  C19H3406
CGRPO03 ‘:’3%%' 420,2159 PC O-11:3 [M+H]+ C19H34NO7P
CGRPO3 38%%' 318,3013 MG O-15:1 [M+NH4]+  C18H3603
CGRPO3 38%%' 398,2340 MG 21:10 [M+NH4]+  C24H2804
CGRPO3 38%%' 362,3276 MG 17:0  [M+NH4]+  C20H4004
CGRPO3 38%%' 6283766 LPC0-28:11 [M+H[+  C36H54NOGP
CGRPO3 27886 7894493 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A37 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP04 (continua)

O CONTROLE . FAXA  miz RS Aduo  COERME
CGRPO4 50-600 239,0898 TG O-7:1  [M+NaJ+ _ C10H1605
CGRPO4 39 4513411 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
CGRPO4 300 4373254  TGO2L0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO4 S 4192784 TGO20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRPO4 38%%' 4233008 TG O0-200 [M+Na]+  C23H4405
CGRPO4 oy 5213833  TG260  [M+Nal+  C29H5406
CGRPO4 38%%' 451,3049  TG21:0 [M+Nal+  C24H4406
CGRPO4 oy 3812265  TG160  [M+Nal+  CIOH3406
CGRPO4 30 5262027  PCO-9:6  [M+H  C27HA4NOTP
CGRPO4 S0 4822666 LPCO-177 [M+HM  C25HAONOGP
CGRPO4 2788(') 7894490 TG 0-49:20 [M+Na]+  C52H6205
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Tabela A37 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP04

(continuacéo)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRPO4 2788(') 7084551  PC29:3  [M+Nal+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A38 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP05

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRPO5 50-600 239,0900 TG O-7:1  [M+NaJ+ _ C10H1605
CGRPO5 50-600 437,3259 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRPO5 50-600 463,3049  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
CGRPO5 %%%‘ 4513412 TG O-22:0 [M+Nal+  C25H4805
CGRPO5 :;%%' 437,3255 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO5 S0 4192785  TGO-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRPO5 ?é%%' 4233100 TG O-200 [M+NaJ+  C23H4405
CGRPO5 09 5213834 TG260  [M+Na+  C29H5406
CGRPO5 :;%%' 4633046  TG22:1  [M+NaJ+  C25H4406
CGRPO5 00 4513050  TG210  [M+Nal+  C24H4406
CGRPO5 S 3812266 TG16:0  [M+Nal+  CLOH3406
CGRPO5 09 7084541  PC20:3  [M#Nal+  C37H6BNOBP
CGRPOS5 S0 7804495 TG O-49:20 [M+Nal+  C52H6205
CGRPO5 27886 7084553  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

106



Tabela A39 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP06

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
CGRPO06 50-600 4373258 TG O-21.0  [M+Nal+  C24H4605
CGRP06 50-600 4192789 TG 0-20:2  [M+Nal+  C23H4005
CGRPO6 50-600 4233102 TG O-200 [M+Nal+  C23H4405
CGRPO6 S 4513411  TGO220 [M+Nal+  C25H4805
CGRPO6 %%%‘ 4373254 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO6 38%%' 4192785 TG O0-20:2  [M+Na]+  C23H4005
CGRPO6 ‘;%%' 4233098 TG O-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRPO6 00 6864410  TG40:13  [M+NHA]+  CA3HS606
CGRPO6 30 6644502 TG3810  [M+NH4]+  CAIHSBOS
CGRPO6 20 5213833 TG260  [M+Nal+  C20H5406
CGRP06 ?3%%' 451,3048 TG 21:0 [M+Na]+ C24H4406
CGRPO6 20 3812265  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRPO6 [ 7894496 TG 0-49:20 [M+Nalt  C52H6205
CGRPO06 S0 10417321 PI4TL [M#Naj+  C56H107013P

Fonte: Autoria propria.

Tabela A40 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicagdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRPO07 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRPO7 50-600 437,3289 TG O0-21.0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRPO7 50-600 4192788 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRPO7 50-600 4233102 TG O0-20.0 [M+NaJ+  C23H4405
CGRPO7 50-600 381,2266  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRPO7 ‘Z%%‘ 4513410 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
CGRPO7 00 4332032 TGO212  [M+Nal+  C24H4205
CGRPO7 %%%‘ 4373253 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
CGRPO7 38%%' 4192781 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRPO7 38%%' 4233097 TG O-20:0 [M+Na]+  C23H4405
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Tabela A40 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP0O7

(continuacéo)

AT o e 8 ane R
CGRPO7 38%%' 6143450 TG 35:14  [M+NH4]+  C38H4406
CGRPO7 38%%' 5213831  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
CGRPO7 300 4773103 TG231  [W+Nal+  C26H4606
CGRPO7 38%%' 4633042  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
CGRPO7 38%%' 451,3046 TG 21:0  [M+Nal+  C24H4406
CGRPO7 38%%' 381,2264 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
CGRPO7 38%%' 5262925 PCO-19:6  [M+H[+  C27H44NO7P
CGRPO7 38%%' 4822662 LPCO-17:7  [M+H]+  C25H40NO6P
CGRPO7 0 5703188  DG3315 [M#NH4]+  C36H4005
CGRPO7 [ 7894492 TG O-49:20 [M+Nalt  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A4l - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRPO08 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAIXA m/z Annotation  Aduto molecular
CGRPO08 50-600 239,0901 TG O-7.1  [M+NaJ+  C1OH1605
CGRP08 50-600 437,3258 TG 0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRPO8 50-600 4192788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
CGRP08 50-600 423,3102 TG O0-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRPOS 30 4513408 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
CGRPOS8 S0 4332034 TGO212 [W+Nal+  C24H4205
CGRPOS8 300 4373251 TGO210 [M+Na+  C24HA605
CGRPO08 00 4102781  TGO202 [M+Na+  C23H4005
CGRPO08 300 4233095  TGO200 [M+Na+  C23H4405
CGRPO8 00 5213820  TG260  [M+Na+  C29H5406
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Tabela A4l - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP08

(continuacéo)

ACEEISEID con e U0 aawe SO
CGRPO8 38%%' 4773197  TG23:1  [M+Nal+  C26H4606
CGRPO8 S0 4633043 TG221  [M+Nal+  C25H4406
CGRPO8 38%%' 4513044  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
CGRPOS S0 3812263  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRPOS JO0 7894481 TG O4920 [M+Nat  C52H6205

Fonte: Autoria propria.

Tabela A42 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP09 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP09 50-600 239,0897 TG O-71  [M+Na+ _ CI10H1605
CGRP09 50-600 437,3254 TG O0-21:0 [M+Nal+  C24HA605
CGRP09 50-600 419,2784 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRP09 50-600 4233097 TG O0-200 [M+NaJ+  C23H4405
CGRP09 50-600 3812263 TG 160  [M+NaJ+  C19H3406
CGRP09 00 4513406 TGO220 [M+Na+  C25H4805
CGRP09 ‘Z%%‘ 4332927 TG O-21:2 [M+Na]+  C24H4205
CGRP09 00 4373250 TGO210 [M+Nal+  C24H4605
CGRP09 ‘Z%%‘ 4192777 TG O-202 [M+Na]+  C23H4005
CGRP09 O 4233004 TGO200 [W+Na+  C23H4405
CGRP09 %%%‘ 5213827  TG26:0 [M+NaJ+  C29H5406
CGRP09 0 4773189 TG231  [M+Nal+  C26H4606
CGRP09 oy 4633038  TG221  [M+Nal+  C25H4406
CGRPO9 38%%' 451,3045  TG21:0 [M+Na]+  C24H4406
CGRPO9 00 3812261  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRPO9 27886 789,4490 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
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Tabela A42 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP09 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAIXA m/z Annotation  Aduto molecular
CGRPO9 2788(') 7084544  PC29:3  [M+Na]+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A43 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP10

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula

DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP10 50-600 239,0898 TG O-7.1  [M+Na+ _ CIOH1605
CGRP10 50-600 437,3258 TG 0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRP10 50-600 419,2788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
CGRP10 50-600 423,3102 TG 0-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRP10 50-600 3812267  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
CGRP10 30 4513410  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP10 %%%‘ 4373253 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
CGRP10 30 4102784  TGO-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRP10 %%%‘ 4233097 TG O-200 [M+Na]+  C23H4405
CGRP10 S0 5213831 TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
CGRP10 ?é%%' 4633043 TG 221  [M+Na]+  C25H4406
CGRP10 S0 4513047 TG2L0  [M+Nal+  C24H4406
CGRP10 %%%‘ 3812264  TG16:0  [M+Na]+  C19H3406
CGRP10 J00 7894487 TG O4920 [M+Nat  C52H6205
CGRP10 27886 708,4548  PC29:3  [M+Na]+ C37HG8NOSP

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A44 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP11

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE ~ "AXA m/z Annotation  Aduto molecular
CGRP11 50-600 239,0899 TG O-71  [M+Na+  CI10H1605
CGRP11 50-600 437,3257 TG O0-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRP11 50-600 4192787 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRP11 50-600 423,3101 TG 0-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRP11 50-600 4633047  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
CGRP11 50-600 381,2266 ~ TG16:0  [M+Na+  C19H3406
CGRP11 20 4513410  TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP11 %%%’ 4373253 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRP11 309 4102783  TGO202 [M+Na+  C23H4005
CGRP11 0 4233098  TGO20:0 [M+Na+  C23H4405
CGRP11 9 5213832  TG260  [M+Nal+  C20H5406
CGRP11 0 4633044  TG221  [M+Nal+  C25HA406
CGRP11 00 4513047 TG210  [M+Nal+  C24H4406
CGRP11 0 3812264  TG160  [M+Na+  CIOH3406
CGRP11 JO0 7894491 TG O-4920 [M+Nat  C52H6205
CGRP11 [ 7084545  PC20:3  [MNal+  C37HEBNOBP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A45 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP12 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation  Aduto molecular
CGRP12 50-600 239,0898 TGO-71 [M+NaJ+  C10H1605
CGRP12 50-600 437,3257 TG O-21:0 [M+Na]+  C24H4605
CGRP12 50-600 419,2787 TG 0-20:22 [M+NaJ+  C23H4005
CGRP12 50-600 423,3101 TG 0-20:0 [M+Na]+  C23H4405
CGRP12 50-600 381,2266 TG16:0  [M+NaJ+  C19H3406
CGRP12 ‘Z%%‘ 451,3409 TG O-22:0 [M+Na]+  C25H4805
CGRP12 ‘Z%%’ 433,2929 TG O-21:2 [M+Nal+  C24H4205
CGRP12 %%%’ 437,3252 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRP12 %%%’ 4192780 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
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CGRP12

CGRP12

CGRP12

CGRP12

CGRP12

CGRP12

CGRP12

CGRP12

300-
800
300-
800
300-
800
300-
800
300-
800
300-
800
700-
2000
700-
2000

423,3096
521,3831
477,3190
463,3040
451,3046
381,2263
789,4488

708,4546

TG 0-20:0

TG 26:0

TG 23:1

TG 22:1

TG 21:0

TG 16:0

TG 0-49:20

PC 29:3

[M+Na]+
[M+Na]+
[M+Na]+
[M+Na]+
[M+Na]+
[M+Na]+
[M+Na]+

[M+Na]+

C23H4405

C29H5406

C26H4606

C25H4406

C24H4406

C19H3406

C52H6205

C37H68NO8P

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A45 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicagdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP12 (continua)

ORIEISTTO pan  mi i, Ao ron
CGRP12 ?é%%- 423,3096 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
CGRP12 ?é%%- 521,3831 TG 26:0 [M+Na]+ C29H5406
CGRP12 ?é%%- 477,3190 TG 23:1 [M+Na]+ C26H4606
CGRP12 ?é%%- 463,3040 TG 22:1 [M+Na]+ C25H4406
CGRP12 %%%_ 451,3046 TG 210 [M+Na]+ C24H4406
CGRP12 ?é%%_ 381,2263 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
CGRP12 27886 789,4488 TG 0-49:20 [M+Na]+ C52H6205
CGRP12 27886 708,4546 PC 29:3 [M+Na]+ C37H68NOS8P

Fonte: Autoria propria.

112



Tabela A46 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP13

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
CGRP13 50-600 239,0899 TG O-7:1  [M+Naj+  CI1OH1605
CGRP13 50-600 437,3258 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRP13 50-600 4192788 TG O-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRP13 50-600 4233102 TG 0-20:0 [M+NaJ+  C23H4405
CGRP13 50-600 3183014 MG O-15:1 [M+NHA]+  C18H3603
CGRP13 50-600 2902698 MG O-13:1 [M+NH4]+  C16H3203
CGRP13 50-600 362,3277  MG17:0  [M+NHA]+  C20H4004
CGRP13 oy 451,3409 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP13 0 4373252  TGO210  [M+Nalt  C24H4605
CGRP13 oy 4192783 TGO20:2  [M+Nal+  C23H4005
CGRP13 ?é%%' 4233097 TG O-200 [M+Na+  C23H4405
CGRP13 oy 52,3831  TG260  [M+Nal+  C29H5406
CGRP13 00 4633044  TG221  [M+Nalt  C25H4406
CGRP13 S0 4371948 TG217  [M#Nal+  C24H3006
CGRP13 30 4513046 TG210  [M+Nal+  C24H4406
CGRP13 30 381,224  TG160  [M+Nal+  CLOH3406
CGRP13 00 7084540  PC29:3  [M+Nal+  C37HEBNOBP
CGRP13 309 3183014 MGO-151 [M#NH4]+  C18H3603
CGRP13 00 3843005  MG19:3  [M#NHA[+  C22H3804
CGRP13 309 3623278 MG17:0  [M#NH4]+  C20H4004
CGRP13 J0% 7804490 TG O0-49:20 [MNal+  C52H6205
CGRP13 [0 7084549  PC20:3  [M+Nal+  C37HGBNOSP

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A47 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP14

R CONTROLE . FAXA  miz Rl Aduto (O
CGRP14 50-600 239,090l TG O-7:1 _ [M+NaJ+ _ C10H1605
CGRP14 50-600 4284118 MG O0-232 [M+NH4]+  C26H5003
CGRP14 20 4513413 TGO220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP14 S0 4373256 TGO210  [M+Nat  C24H4605
CGRP14 39 4102786 TGO20:2  [M+Na+  C23H4005
CGRP14 O 4233100 TGO-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRP14 9 5213835  TG260  [M+Nal+  C29H5406
CGRP14 0 4513050  TG21:0  [M+Na+  C24H4406
CGRP14 309 3812066  TG160  [M+Nal+  ClOH3406
CGRP14 0 6864718  PC27:0  [M+Nal+  C35H7ONOBP
CGRP14 00 4284100 MGO-232 [M#NH4]+  C26H5003
CGRP14 0 4003799 MG O-212 [M+NHA+  C24H4603
CGRP14 O 6946728  MGA4L2  [M+NHA]+  CA4HBAOA
CGRP14 38%%' 666,6416 MG 39:2  [M+NH4]+  C42H8004
CGRP14 %%%‘ 6386101  MG37:2 [M+NH4]+  CAOH7604
CGRP14 2788(') 7894492 TG 0-49:20 [M+Nal+  C52H6205
CGRP14 27886 7084553  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria prépria.

Tabela A48 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP15 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Férmula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annor:ation Aduto molecular
CGRP15 50-600 239,0902 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
CGRP15 50-600 437,3257 TG 0-21:.0 [M+Na]+ C24H4605
CGRP15 50-600 419,2788 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
CGRP15 50-600 423,3101 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
CGRP15 50-600 381,2267 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
CGRP15 38%%' 451,3413 TG O0-22:0 [M+Na]+  C25H4805
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Tabela A48 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP15 (continua)

AT s e U e U
CGRP15 309 4332032 TGO212 [M+Nal+  C24H4205
CGRP15 200 4373256  TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
CGRP15 %%%‘ 4192783 TG 0-2022 [M+Nal+  C23H4005
CGRP15 200 4233009 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
CGRP15 20 5213835  TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
CGRP15 ::‘3%%' 4773193  TG23:1  [M+Nal+  C26H4606
CGRP15 300" 4633044  TG221  [M#Nal+  C25H4406
CGRP15 309 4513049  TG210  [M+Nal+  C24H4406
CGRP15 :;%%' 3812265 TG 160  [M+Nal+  C19H3406
CGRP15 27886 7084552  PC29:3  [M+Na]+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A49 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP16 (continua)

R CONTROLE . FAXA  miz R, Aduto O
CGRP16 50-600 437,3259 TG O-21.0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRP16 ) 5454185 TGO292 [M+Nal+  C32H5805
CGRP16 00 4513415  TGO220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP16 00 4332034  TGO212 [M+Nal+  C24H4205
CGRP16 S0 4373258  TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
CGRP16 30 4102783  TGO-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRP16 S0 4233101 TGO200 [M+Na+  C23H4405
CGRP16 39 4052622  TGO-192 [M+Na+  C22H3805
CGRP16 00 5894451  TG311  [M+Nal+  C34H6206
CGRP16 0 5213837  TG26:0  [M+Nal+  C20H5406
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Tabela A49 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP16

(continuacéo)

O CONTROLE _ FAXA  miz RN Aduo TR
CGRP16 300 4773106 TG231  [M+Nal+  C26H4606
CGRP16 38%%' 4633045  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
CGRP16 ‘:’3%%' 451,3051 TG 21:0 [M+Na]+ C24H4406
CGRP16 38%%' 468,1015  PS12:5  [M+NaJ+ C18H24NO10P
CGRP16 27886 7084550  PC29:3  [M+Na]+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A50 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacéo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP17

R CONTROLE . FAXA  miz R, Aduto O
CGRP17 50-600 239,0902 TG O-7:1  [M+NaJ+  C10H1605
CGRP17 50-600 437,3259 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRP17 309 4513414 TGO220 [M+Na+  C25H4B05
CGRP17 S0 4373256 TGO210 [M+Na+  C24HA605
CGRP17 :;%%' 4192786 TG 0-20:2 [M+Nal+  C23H4005
CGRP17 S0 4233100 TGO200 [M+Na+  C23H4405
CGRP17 00 5213835  TG26:0  [M+Nal+  C20H5406
CGRP17 SOy 4633045  TG221  [M+Nal+  C25H4406
CGRP17 O 4513050  TG210  [M+Nal+  C24H4406
CGRP17 o 4001634 TG19:7  [M+Nal+  C22H2606
CGRP17 00 3812266  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRP17 oy 7084541  PC20:3  [M+Nal+ C37HG8NOBP
CGRP17 38%%' 6864717  PC27:0  [M+Na]+ C35H70NOSP
CGRP17 27886 7084551  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria propria.
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Tabela A51 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP18

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE  TAIXA m/z Annotation ~ Aduto molecular
CGRP18 50-600 437,3257 TG 0-21.0 [M+Na]+  C24H4605
CGRP18 50-600 4192788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
CGRP18 50-600 4233101 TG O0-20.0 [M+Na]+  C23H4405
CGRP18 50-600 381,2266 ~ TG16:0  [M+Na]+  C19H3406
CGRP18 20 4513412 TGO-220 [M+Nal+  C25H4805
CGRP18 :;%%' 4373255 TG O-21:0 [M+NaJ+  C24H4605
CGRP18 S0 4192785  TGO-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRP18 :;%%' 4233099 TG O-20:0 [M+Nal+  C23H4405
CGRP18 S0 5213833 TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
CGRP18 ‘Z%%‘ 4633046  TG22:1  [M+NaJ+  C25HA406
CGRP18 SO 4513048 TG2L0  [M+Nal+  C24H4406
CGRP18 :;%%' 3812265 TG 160  [M+Na]+  C19H3406

Fonte: Autoria propria.

Tabela A52 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP19 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP19 50-600 239,0900 TG O-7:1 [M+Na]+ C10H1605
CGRP19 50-600 437,3257 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
CGRP19 50-600 419,2788 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
CGRP19 50-600 423,3101 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
CGRP19 50-600 437,1952 TG 21:7 [M+Na]+ C24H3006
CGRP19 50-600 381,2267 TG 16:0 [M+Na]+ C19H3406
CGRP19 50-600 318,3016 MG 0O-15:1  [M+NH4]+ C18H3603
CGRP19 50-600 290,2701 MG O-13:1 [M+NH4]+ C16H3203
CGRP19 50-600 262,2386 MG O-11:1  [M+NHA4]+ C14H2803
CGRP19 50-600 362,3280 MG 17:0 [M+NH4]+ C20H4004
CGRP19 50-600 334,2964 MG 15:0 [M+NH4]+ C18H3604
CGRP19 ?é%% 451,3413 TG 0-22:0 [M+Na]+ C25H4805
CGRP19 ?é%% 437,3256 TG 0-21:0 [M+Na]+ C24H4605
CGRP19 ?é%% 419,2786 TG 0-20:2 [M+Na]+ C23H4005
CGRP19 :;%% 423,3100 TG 0-20:0 [M+Na]+ C23H4405
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Tabela A52 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP19 (continua)

ACEE ISP o e ane ST
CGRP19 S0 5213835  TG260  [M+Nal+  C20H5406
CGRP19 09 4633042 TG22:1  [M+Na+  C25H4406
CGRP19 38%%' 4371947  TG21:7  [M+NaJ+  C24H3006
CGRP19 309 4513081 TG210  [M+Na+  C24H4406
CGRP19 390 3812266  TG16:0  [M+Na+  C19H3406
CGRP19 :;%%' 3402831 MG O-17:4 [M+NH4]+  C20H3403
CGRP19 300 3463324  MGOA7:1  [M#NHA[+  C20H4003
CGRP19 0 3183013  MGOI51 [M#NH4]+  C18H3603
CGRP19 399 3843004  MG19:3  [M#NH4]+  C22H3804
CGRP19 09 3623277 MG17:0  [M#NH4]+  C20H4004
CGRP19 39 3342061  MG150  [M#NH4]+  C18H3604
CGRP19 [0 7084549 PC20:3  [M+Nal+  C37HEBNOBP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A53 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP20 (continua)

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP20 50-600 239,0901 TG O-7:1  [M+Na+ _ CI1OH1605
CGRP20 50-600 437,3259 TG O-21:0 [M+Nal+  C24H4605
CGRP20 %%%‘ 4513413 TG O-22:0 [M+Nal+  C25H4805
CGRP20 0 4332033 TGO212 [M+Nal+  C24H4205
CGRP20 S0y 4373255  TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
CGRP20 30 4102783 TGO-202 [M+Nal+  C23H4005
CGRP20 S0 4233100 TGO-200 [M+Nal+  C23H4405
CGRP20 20 5213834 TG26:0  [M+Nal+  C29H5406
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Tabela A53 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP20

(continuacéo)

ACEEISEID con e U0 aawe SO
CGRP20 300 477315 TG231  [M+Nal+  C26H4606
CGRP20 S0 4633045 TG221  [M+Nal+  C25H4406
CGRP20 38%%' 4513049  TG21:0  [M+Nal+  C24H4406
CGRP20 S0 3812265  TG160  [M+Nal+  C19H3406
CGRP20 [0 7084553  PC29:3  [M+Nal+  C37HG8NOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A54 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
1000-2000 m/z e indicacao primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP21

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula
DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP21 ‘:’3%%' 4633052  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
CGRP21 ‘Z%%‘ 7084551  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP
CGRP21 J00 7084558  PC29:3  [M+Nal+  C37HGBNOSP

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela A55 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

21000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP22

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE  TAIXA m/z Annotation  Aduto molecular
CGRP22 50-600 239,0899 TG O-7.1  [M+NaJ+ _ CIOH1605
CGRP22 50-600 463,3050  TG22:1  [M+Nal+  C25H4406
CGRP22 200 4332938  TGO-212  [M+Nal+  C24H4205
CGRP22 :;%%' 4192788 TG 0-20:2 [M+NaJ+  C23H4005
CGRP22 S0 4773198 TG231  [M+Nal+  C26H4606
CGRP22 %%%‘ 4633050 TG 221  [M+Na]+  C25H4406
CGRP22 S0 4681033  PS125  [M+Nal+ C18H24NOI1OP
CGRP22 %%%‘ 7084541  PC29:3  [M+NaJ+ C37HBBNOSP
CGRP22 Joo 7084558  PC29:3  [M+Nal+ C37HEBNOSP

Fonte: Autoria propria.

Tabela A56 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de

21000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP23

R CONTROLE . FAXA  miz R Aduto O
CGRP23 S0y 4373250  TGO-210 [M+Nal+  C24H4605
CGRP23 ::’3%%' 4633047  TG22:1  [M+Na]+  C25H4406
CGRP23 30 7084546  PC20:3  [M#Nal+  C37HEBNOSP
CGRP23 S 7084554  PC29:3  [M+Nal+ C37HEBNOSP

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela A57 - Dados espectrais nas faixas de 50-600 m/z, 300-800 m/z, 700-200 m/z e de
21000-2000 m/z e indicacdo primaria de possiveis lipidios do paciente CGRP24

PACIENTE / GRUPO Lipid Formula

DE CONTROLE FAIXA m/z Annotation Aduto molecular
CGRP24 ?3%% 708,4546 PC 29:3 [M+Na]+ C37H68NO8P
CGRP24 2788(') 7084552  PC29:3  [M+NaJ+ C37H68NOSP

Fonte: Autoria prépria.
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