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RESUMO

A leishmaniose visceral € um importante problema de saude publica,
acometendo anualmente milhares de pessoas em todo o0 mundo, sobretudo em
paises em desenvolvimento, como o Brasil. O cdo é o principal hospedeiro da
doenca, dada a sua proximidade com humanos e a facilidade de adquirir e
desenvolver altas cargas parasitarias. Estudos recentes sugerem que o0 cao
infectado com L. infantum, produz resposta fisiopatolégica que altera, entre
outras coisas, o perfil de metabdlitos volateis exalados do pelo do animal e que
existe uma procura preferencial do vetor por cées infectados. O presente
trabalho desenvolve um método de extracao de volateis exalados a partir do pelo
canino por meio da técnica TD-GC-FID, a fim de possibilitar estudos para um
melhor entendimento da atuacdo destes COVs na atracdo vetor-hospedeiro.
Para a realizagdo deste trabalho, as amostras foram classificadas em trés
grupos: cées infectados e com alta carga parasitaria; caes infectados, porém
com baixa carga parasitaria e caes sadios, sem a presenca do parasita. O
método desenvolvido abarca a extracdo em fase solida e amostragem via purge
and trap. Todos os fatores que interferem na amostragem de COVs do pelo
canino, foram avaliados através de planejamentos multivariados. A grande
guantidade de dados gerados pelas 105 amostras foram classificadas no trés
grupos estudados por analise discriminatoria pelo método de minimos
quadrados parciais (PLS-DA). Os erros obtidos na classificagdo das amostras
foram mitigados com a remocéo de COVs nao informativos, usando as técnicas
Regressédo Linear Multipla com Algoritimo Genético (MLR-GA-DA) e regressao
linear em passos (Stepwise MLR-DA). A remocdo destes COVs reduziu
significativamente os erros de classificacdo, permitindo obter um modelo
satisfatorio para a classificacdo dos trés grupos estudados. A variacdo dos
coeficientes de regressdo destas técnicas suplementares para os COVs
selecionados, apontam o 1-hexanol, 1-octanol e o0 nonadecano como possiveis
biomarcadores da leishmaniose visceral canina. Um método para a extracdo de
COVs utilizando TD-GC-FID que possibilita obter extratos de volateis do pelo
canino e permita investigar a atragdo vetor-hospedeiro foi desenvolvido e
utilizado para discriminar as trés classes de amostras.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina. Quimiometria. COVs. TD-GC-
FID.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a major public health problem, affecting thousands of
people around the world every year, especially in developing countries such as
Brazil. Dog is a principal host of the disease, because of its proximity to human
beings and the ease to acquire and develop high parasite loads. Recent studies
suggest that the infected dog with L. infantum produces physiopathological
responses that changes, among other things, the profile of volatile metabolites
exhaled from the animal hair and that there is a preferred demand from vector to
infected dogs. The present work develops a method to extract volatiles exhaled
from canine hair by TD-GC-FID technique, in order to enable studies to better
understand the role of these VOCs in vector-host attraction. In order to carry out
this work, samples were classified into three groups: infected dogs and with high
parasite load; infected dogs, but with low parasite load and healthy dogs, but
without the presence of parasite. The method developed includes solid phase
extraction and sampling by purge and trap. All the factors that affect in the VOCs
canine hair sampling were evaluated by multivariate designs. The huge amount
of data generated by 105 samples were classified into three groups studied by
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). The misclassification of
samples were mitigated by removing of uninformative VOCs, using techniques
such as Multiple Linear Regressions Genetic Algorithm (MLR-GA-DA) and
Stepwise Multiple Linear Regression (Stepwise MLR-DA). The number of
samples misclassified were significantly reduced, providing a satisfactory model
for classification of those three groups. Changes in the regression coefficients of
the MLR-GA-DA/Stepwise MLR-DA in the selected VOCs indicate the 1-hexanol,
l-octanol and nonadecane as potential biomarkers of canine visceral
leishmaniasis. A method for extraction of VOCs using TD-GC-FID, which enables
to obtain an extract from canine hair volatiles and allow us to investigate the
vector-host attraction was developed and used to discriminate the three sample
classes.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis. Chemometric. VOCs. TD-GC-FID.
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1.0 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, € uma
zoonose parasitaria que € endémica em mais de 60 paises. Dados estimados
por pais e regido epidemiolégica com base em relatérios sobre incidéncia,
revelam que a doenca tem uma ocorréncia anual que varia entre 200.000 a
700.000 casos por ano, estando 90% destes casos concentrados em apenas
seis paises: india, Nepal, Bangladesh, Etiopia, Suddo e Brasil (ALVAR et al.,
2012). Depois da maléria, € a doenca parasitaria que mais causa mortes no
mundo (MATHERS; EZZATI; LOPEZ, 2007). Apesar de rotulada como doenca
tropical, foi observado um aumento no nimero de casos importados em paises
desenvolvidos, industrializados e ndo-endémicos onde, infere-se que haja uma
associagao do aumento de casos com o aumento do turismo, operagdes militares
e fluxo de imigrantes de paises endémicos e pessoas infectadas com HIV
(coinfeccédo) (DESJEUX; ALVAR, 2003). A doenca leva a morte em 90% dos
casos nao tratados (SAUDE, 2015) e mesmo com acesso a tratamento, a taxa
de letalidade é de 20% (ALVAR et al., 2012). Essa elevada taxa € justificada pelo
fato da doenca assumir formas letais quando esta associada com ma nutricdo,
imunossupressao e infecgdes concomitantes (GONTIJO; MELO, 2004; WHO,
2010).

A doenca é transmitida por meio de vetores flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalps (LAINSON; RANGEL, 2005) e tem no cdo o seu principal
hospedeiro em areas urbanas (SILVA et al., 2005; TRAVI et al., 2001) sendo,
portanto, uma doenca de alto risco de infeccdo dada a proximidade do homem

ao cao.

A transmissdo ocorre através da picada do L. longipalpis, e estudos
indicam que os vetores picam preferencialmente animais infectados (KNOLS;
MEIJERINK, 1997; O'SHEA et al.,, 2002). Esta preferéncia pode estar
relacionada a mudancas nos processos metabdlicos do cdo infectado que
podem ser percebidas pelo inseto através do perfil de compostos organicos
volateis (COVs) exalados do pelo canino e captados pelas sensilas da antena do

inseto. DE OLIVEIRA et al. (2008) demonstraram que existem diferencas no
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perfil de COVs exalados através do pelo de caes soropositivos e soronegativos
para Leishmania sp., sendo que, mais recentemente foi hipotetizado que esta
diferenca esta relacionada com a presenca e intensidade da carga parasitéria
nos cades (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014).

O pelo, entre outras funcdes, também pode servir de canal para secrecao
e excrecdo de substancias que séo produzidas pelos processos metabdlicos de
um organismo vivo (STENN; PAUS, 2001). GRATACOS-CUBARSI et al. (2006),
por exemplo, relataram que o uso de pelo de animais pode ser usado como um

indicador do metabolismo interno de animais a medicamentos.

Os COVs exalados do pelo canino podem ser a chave para entender
melhor como funciona a comunicagao entre parasito, hospedeiro e vetor e de
como estes volateis fazem parte do ciclo da doenca. Assim, a extracao eficiente
de COVs do pelo canino pode auxiliar a discriminacdo de cédes infectados de
sadios e pode ser uma ferramenta Util, tanto para o diagnostico alternativo da
doenca, quanto para identificacdo de COVs que interfiram na ecologia quimica

do inseto.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e otimizar um método analitico de extracdo de COVs de pelo canino
livre de solvente, com a utilizacdo de TD-GC-FID para discriminar cdes sadios

dos infectados por Leishmania sp.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e otimizar, via planejamento multivariado, uma metodologia de
extracdo de COVs do pelo canino usando extracdo por headspace dinamico
em fase sélida (purge and trap);

e I|dentificar os compostos exalados a partir do pelo de caes sadios e
infectados por Leishmania sp.;

e Usar métodos quimiométricos para identificar compostos que possam
discriminar cées sadios de infectados por Leishmania sp., com diferentes

cargas parasitarias.



3.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Leishmaniose Visceral

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
leishmaniose € uma das doencas mais negligenciadas do mundo e acomete,
principalmente, a populacdo mais carente de paises pobres e em
desenvolvimento (WHO, 2010). Ela é caracterizada como uma zoonose
parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania, da qual existe mais
de 20 espécies (MANSUETO et al.,, 2014). A forma clinica conhecida como
Leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é causada na Ameérica
do sul pela infeccdo do protozoario da espécie L. infantum (sin. Leishmania
chagasi) (ALVAR et al., 2012; CHAPPUIS et al., 2007; COURA-VITAL et al.,
2014; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015; WHO, 2010) e é considerada
a forma clinica mais grave e letal (KHADEM; UZONNA, 2014). Os sintomas da
doenca sdo febre prolongada, fraqueza, anorexia, perda de peso
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia, (COURA-VITAL
et al.,, 2014; LIMA et al., 2013). Se ndo houver tratamento, o quadro clinico do
doente pode evoluir para caquexia severa, doenca multissistémica, hemorragia,
infecgbes secundarias e, por fim, morte. (LOMTADZE et al., 2005; MURRAY et
al., 2005).

Nas Américas a distribuicdo da doenca ocorre desde o México até a
Argentina, mas o Brasil concentra mais de 90% dos casos (ALVAR et al., 2012;
MARCONDES; ROSSI, 2013). A Tabela 1 apresenta a incidéncia reportada e
estimada por ano nos paises da América, onde se nota que ndo existem dados

sobre os paises da américa do norte.


file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_123
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_76
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_58
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_34
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_34
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_70
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_73
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_84
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_84

Tabela 1. Dados sobre a LV no continente americano.

Pais Casos/Ano Periodo Correspondente Incidéncia Anual Estimada
Argentina 8 2004 - 2008 20a 30
Bolivia 0 2008
Brasil 3481 2003 - 2007 4200 a 6300
Colombia 60 2004 - 2008 70a110
El Salvador sem dados
Guatemala 15 2004 - 2008 20a 30
Honduras 6 2004 - 2008 7al0
Meéxico 7 2004 - 2008 8al2
Nicaragua 3 2003 - 2007 3ab
Paraguay 48 2004 - 2008 100 a 200
Venezuela 40 2004 - 2008 50 a 200
Regido 3668 - 4500 a 6500

Fonte: Adaptado de Alvar et al. (2012).

Entre os paises da América Latina, o Brasil € o pais onde a incidéncia de casos
de LV mais se destaca. Foram notificados 3.038 casos da doenca em humanos
somente no ano de 2012. A taxa de incidéncia é de 1,57 casos/100.000
habitantes e a taxa de letalidade chega a 7,1% (MARCONDES; ROSSI, 2013).
No Brasil a LV é considerada uma doenca endémica das areas rurais, cujos
focos da doenca ocorrem em sua maioria no Nordeste do pais (BRASIL, 2014).
Atualmente, segundo dados oficiais do governo brasileiro, a doenca é
encontrada em 19 das 27 Unidades da Federacdo com 1600 municipios

apresentando transmissdo autéctone (Figura 1b)(BRASIL, 2014).
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Figura 1. Status endémico da LV (a) no mundo e (b) no Brasil. Fonte (a): World Health
Organization, 2013. Fonte (b): Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral, (BRASIL, 2014).

3.2 Transmissao da Leishmaniose Visceral

Nas Ameéricas, a LV é o resultado da transmissdo zoonética do protozoario L.
infantum e tem a fémea de insetos flebotomineos da espécie L. longipalpis como
o principal vetor da doenca. O inseto mede de 2-3 mm, tem o corpo piloso e de
coloracdo castanho claro ou palha (BRASIL, 2014) (Figura 2). Apenas a fémea


file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_21

de flebotomineos alimenta-se de sangue, isso ocorre porque ela utiliza-se de

alguns micronutrientes do sangue dos hospedeiros para maturar seus ovos.

Figura 2. Inseto vetor, Lutzomyia longipalpis. Fonte: BRASIL, 2014.

O Lutzomyia longipalpis possui uma grande facilidade para se adaptar as
imediacbes domésticas e diferentes temperaturas (MARTINS-MELO et al.,
2014). Ele esta amplamente distribuido no Brasil e 0 aumento crescente de
casos em diferentes lugares evidencia sua expansao, inclusive para as capitais,
cuja realidade epidemioldgica exige abordagens mais austeras baseadas em
vigilancia e controle (WERNECK, 2010).

Existem registros de outras formas de transmissdo da doenca, como
transfusdes de sangue, compartilhamento de agulhas entre usuarios de drogas,
transplante de Orgéos, transmissdo congénita, ou vertical entre méae e filho
(BELO et al., 2013; BRASIL, 2014; MANSUETO et al., 2014; WHO, 2010),
contudo, estas formas de transmissdo sdo mais raras e sem importancia
epidemioldgica (WHO, 2010).

Dada a facilidade que o cao possui em adquirir e desenvolver altas cargas
parasitarias e a sua proximidade com o homem, o céo é principal hospedeiro da
doenca (BELO et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2011; SILVA, et al., 2005;
TRAVI, et al., 2001; WERNECK, 2010). Os estudos de SANCHEZ et al. (2004)
mostraram que é possivel diferenciar caes infectados e que apresentam sinais

clinicos (sintométicos) de cédes infectados, mas sem sinais clinicos
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(assintomaticos) através da analise da carga parasitaria nas visceras do cao.
Segundo os autores, caes sintomaticos apresentam quase duas vezes mais
carga parasitaria no figado do que caes assintomaticos e, uma menor carga
parasitaria no baco, mas também com duas vezes mais carga parasitaria em
cdes sintomaticos do que em assintomaticos. Caes infectados, néo
necessariamente sdo transmissores da doenca (TRAVI et al.,, 2001). Para
infectar o vetor, o cdo precisa possuir LV na forma ativa, onde, numa area
endémica, menos que 50% dos cdes suscetiveis tendem a progredir a
manifestacao clinica, e a outra fracéo resistente ndo o faz (ALVAR et al., 2004).
MOREIRA et al. (2004) observaram que € comum, ap0s a eutanésia de caes
infectados, a insercédo de um filhote, cdo mais susceptivel a doenca, na mesma
regido onde ha presenca de vetores. Assim, uma metodologia que possa
identificar cées resistentes, evitando a eutanasia dos mesmos, pode ser Gtil em
diminuir o numero de casos de humanos e cées infectados ao evitar a eutanasia

de caes resistentes.

3.3 Medidas de Controle

As medidas de controle até entdo implementadas no Brasil, ttm-se mostrado
ineficientes contra o surgimento de novas epidemias e a expanséo da doenc¢a no
pais (GONTIJO; MELO, 2004). O governo federal assume que devido as
caracteristicas epidemiologicas e o conhecimento insuficiente dos elementos
gue compdem a cadeia de transmissédo da LV, as medidas de controle sdo pouco
efetivas contra o avanco da doenga (BRASIL, 2014). Em sintese, as principais
medidas de combate a doenca no Brasil consistem em controlar as populacdes
de vetores e reservatérios (WERNECK, GUILHERME LOUREIRO, 2014). Entre
as medidas para controle de reservatorios esta a eutanasia de céaes infectados,
porém ha muita controvérsia nesta medida, pois alguns relatos sugerem que o
impacto dela na reducdo de casos humanos e caninos é pouco perceptivel
(COSTA, 2011; GRIMALDI et al., 2012). Os principais motivos da ineficacia
desta medida sao a baixa sensibilidade dos métodos sorolégicos utilizados e 0s
atrasos na deteccéo e eliminacdo de cées infectados. Além disso, na maioria dos

casos, ocorre a rapida substituicdo do animal sacrificado por filhotes mais
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susceptiveis a doenca (COURA-VITAL, WENDEL et al., 2014). Adicionalmente,
o tratamento de caes infectados ndo é eficaz quando héa recaidas e o céo é
reinfectado (ALVAR, et al., 1994). Estes relatos e fatos apontam a necessidade
de um enfoque maior no controle do vetor do que no controle de reservatorios

para combater a disseminacéo da doenca (PICADO et al., 2012).

Os sitios de reproducéo de flebotomineos sao dificeis de se encontrar na
natureza. Assim, medidas de controle contra a fase imatura do inseto ndo séo
viaveis (ALEXANDER; MAROLI, 2003). Os principais métodos relacionados a
controle vetorial consistem em utilizar o controle quimico, pulverizacao
intradomiciliar ou sitios onde possa ser encontrado e mosquiteiros impregnados
com inseticida (ALEXANDER; MAROLI, 2003; MAROLI; KHOURY, 2006). Ainda
dentro de controle quimico, o uso de coleiras impregnadas com inseticidas
piretréides também é uma alternativa; gestdo ambiental para reduzir ao maximo
0 contato entre o vetor e humanos, através de interven¢des em nichos ecoldgicos
e um monitoramento entomoldgico para avaliar a presenca de insetos e a
eficacia das medidas de controle, também sédo recomendadas (WHO, 2010).
Dentre estes métodos, a pulverizacdo é a mais utilizada para areas urbanas,
contudo seu uso € contestado por ser ineficaz em areas rurais onde as casas
estdo dispersas e cercadas por reservatorios naturais do inseto vetor (MAROLI;
KHOURY, 2006). Soma-se a este fato, os danos causados por contaminacao
ambiental e o desenvolvimento de resisténcia nos insetos (AMORA et al., 2009).
Devido a estas problematicas, a mediacdo comportamental dos insetos vetores
através da ecologia quimica tem ganhado maior visibilidade nesta area.

3.4 Ecologia Quimica e Metabolémica

Ecologia quimica é uma ciéncia que descreve relacdes entre seres vivos
intermediada por compostos quimicos (PAREJKO, 1988). Nesta comunicacao
alguns compostos tém efeitos especificos sobre as fungcdes bioldgicas de um
determinado organismo vivo. Esses compostos sdo chamados de
semioquimicos (sinais quimicos), pois transmitem informacdes entre organismos
vivos (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009). Infoquimico, apesar de ser um termo
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semelhante a semioquimico, possui uma definicdo mais restrita a ideia de
substancias quimicas que fornecem informacfes sobre individuos que
interagem entre si e provocam no receptor uma resposta fisiolégica ou
comportamental (VILELA; LUCIA; DELLA, 2001). Neste contexto, o termo
infoquimico seréa usado de preferéncia a semioquimico, haja vista que o termo
semioquimico inclui toxinas e nutrientes como sinais de comunicacao, mas que

nao sao objetos de interesse neste trabalho.

Nas ultimas décadas a ecologia quimica tem-se mostrado uma alternativa
elucidativa e resolutiva em questdes na agricultura e saude; somando-se a iSso
o beneficio de um menor impacto ambiental. A medida que ferramentas da
informatica e técnicas analiticas sdo aperfeicoadas, a ecologia quimica tem
entrado em diversas areas do conhecimento e vem se tornando uma ciéncia de
fronteira (RAGUSO et al.,, 2014). KANG; BALDWIN (2008) creem que as
mudancas que ocorrem na filogenética, genémica comparativa, biologia de
sistemas, engenharia metabdlica e neurociéncia, trazem uma nova geracao de
ferramentas com as quais € possivel explorar interacbes entre organismos

mediados quimicamente.

Ha muito tempo a ecologia quimica ja vem sendo utilizada no manejo de
pragas na agricultura (ROOT, 1973), mas o seu uso também é descrito na
literatura como ferramenta que pode elucidar a comunicac¢ao entre micrébios e
a resisténcia a antibiéticos (KOLTER, 2010). Entre estes e outros modos de se
utilizar da ecologia quimica como ferramenta, estd o aprimoramento de
armadilhas para captura de insetos causadores de doencgas vetoriais, a exemplo
da febre do Nilo ocidental, transmitida pelo Culex pipiens quinquefasciatus
(SYED; LEAL, 2009) e a malaria, que é transmitida por mosquitos do género
Anopholes sp. (MORAES et al., 2014). Pesquisas como estas sd0 possiveis
gracas ao estudo dos COVs emitidos pelos organismos que se deseja investigar
0 comportamento ou a resposta fisiologica frente a uma situacdo problema
(KNOLS; MEIJERINK, 1997; LOGAN et al., 2008; SYED; LEAL, 2009). Por tras
da producédo e emissdo destes volateis esta a ciéncia chamada metabolémica,
que consiste no estudo sistematico do perfil de metabdlitos causados por
modificacdes genéticas, estimulos fisiolégicos, ambientais, nutricionais, entre

outros fatores (DE ANDRADE et al., 2014). Quando injuriados, organismos vivos
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tendem a reagir fisiologicamente gerando produtos de processos celulares
intermediados pela agéo direta de enzimas e proteinas, assim, metabdlitos estdo
mais préximos do fenétipo da doencga do que informacao genética ou protedmica
(TER KUILE; WESTERHOFF, 2001). Muitas pesquisas ja foram realizadas com
base na metabolémica a fim de conseguir uma forma alternativa de diagndstico,
progndstico, desenvolvimento terapéutico e biomarcadores de doencgas
(GOWDA et al., 2008).

Diferentes tipos de matrizes ja foram utilizadas em pesquisas com
abordagem em metabolémica, tais como pele (DORMONT et al., 2013), halito
(FOWLER et al., 2015), biofluidos (TRIVEDI; ILES, 2015), pelo animal
(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014) cabelo (MOLINA-VILLALBA et al., 2015)

entre outros.

3.5 Extrac&o de COVs em estruturas pilosas

Em 1859 foi registrado o primeiro caso de deteccédo de produtos téxicos
em cabelo humano. Hoppe detectou arsénio no cabelo de um corpo exumado
apos 11 anos (CASPER, 1857). Desde entéo, estruturas pilosas tém sido usadas
na pesquisa cientifica como forma de avaliar o uso de drogas ilicitas na
toxicologia forense, monitoramento de drogas veterinarias, farmacéuticas e
analise de metabdlitos relacionados a doencas (ADRIAN et al., 2009;
GRATACOS-CUBARSI et al., 2006; RUBIO et al., 2015; SAISHO; TANAKA;
NAKAHARA, 2001). Estas pesquisas acontecem gracas ao mecanismo de
incorporacdao interna de drogas e metabdlitos na corrente sanguinea, como pode
ser visto na Figura 3. O rapido processo de diviséo celular para formar o foliculo
piloso, exige uma grande vascularizacdo desta area e assim, drogas e
metabdlitos presentes na corrente sanguinea sao transportados por difusao
passiva para pelos e cabelos. Outros mecanismos também influenciam o
transporte interno e externo de metabolitos, porém as variadas formas em que
isto ocorre nao estdo completamente compreendidas (KINTZ, 2006). Dentre as
varias matrizes biologicas, o cabelo, a exemplo de uma matriz pilosa, oferece

vantagens tais como uma janela de detec¢do para os analitos de 3 dias & meses
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ou anos, desde que alguns critérios particulares da analise sejam atendidos. Esta
janela de deteccgédo é, comparavelmente, muito maior que matrizes biolégicas tais
como saliva (1h-24h), plasma/soro (3h-2d) e urina (6h-3d) e ainda permite

armazenamento a temperatura ambiente (WENNIG, 2000).

O cortex do pelo impede a
remogie ou incorperagio de
substincias externas

|
1 3

Mdo ha incorporacio de
substancias externas

C

Néo hé remocéo de
metabdlitos ou drogas
incorporadas

s incorporadas durante
cimento do pelo nas
s inacessivels

PELE

Artéria

P Volateis de fontes externas
4 Drogas e metabdlitos internos

B

Figura 3. Modelo de incorporacéo de drogas e metabdlitos, através do fluxo sanguineo, durante
a fase de crescimento do pelo. Fonte: KINTZ, 2006.

As principais vantagens do uso do pelo como matriz para estudos
metabdlitos sdo a extracdo indolor, pratica, facil transporte e matriz estavel. Além
disso, acontece pouca alteracdo durante o armazenamento, que pode ser feito
sem refrigeracdo, controle de pH ou agentes preservantes, que sao geralmente
necessarios em outras amostras biolégicas como sangue e urina (MOLINA-
VILLALBA et al., 2015; RIVIER, 2000)

Os metabdlitos sdo compostos quimicos com arranjos atdbmicos e
grupamentos funcionais diversos e, consequentemente, diferentes propriedades
fisicas e quimicas. Responder a questdo biolégica que motivou a analise,
caracterizar e quantificar estes compostos exige metodologias apropriadas, de
acordo com as classes de compostos (ABDELNUR, 2011). Para escolher a
metodologia adequada para a extracao de COVs, é preciso definir qual o objetivo

da andlise.
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Pelo menos duas abordagens sdo comuns em metabolémica. A primeira
refere-se a uma analise direcionada chamada targeted, também chamada de
metaboldmica quantitativa, que consiste na quantificacdo de metabdlitos
endodgenos que ja sdo conhecidos (KOAL; DEIGNER, 2010). A segunda é
chamada de non-targeted ou metabolbmica qualitativa, a qual representa um
tracado do perfil dos metabdlitos de um sistema, permitindo triar e identificar
metabdlitos endbdgenos a fim de detectar compostos significativos e relevantes
(Ql et al., 2014). Este trabalho foi desenvolvido sob a perspectiva non-targeted

e, por isso, os métodos e técnicas aqui abordados sdo discutidos sob esta o6tica.

3.5.1 Metodologias para a extracdo de volateis

Com o desenvolvimento da ecologia quimica e das técnicas analiticas,
foram desenvolvidas ferramentas para extracdo de COVs in vivo (HOSSAIN;
BOJKO; PAWLISZYN, 2013), in vitro (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014) , ex
vivo (EGAN et al., 2013) e in situ (GIKONYO et al., 2002) com o objetivo de
estudar metabalitos.

A preparacdo da amostra deve ser a mais simples possivel, a fim de
minimizar a manipulacdo da matriz, incluindo suas modificacdes e perdas. O
preparo de amostra ideal consiste em garantir o fim das reacdes metabdlicas até
0 momento da andlise; cobrir uma ampla faixa de analitos com o objetivo de
garantir uma amostragem representativa e evitar contaminagcdes com o
background que pode levar a falsas conclusbes (BOJKO et al.,, 2014). As
abordagens mais comuns para a extracdo de COVs estdo representadas na

Figura 4.
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Método de amostragem de COVs

Amostra em fase Amostra em fase
solida ou liquida gasosa

Extracao com
adsorvente sdlido

——
- LLE Headspace

Extracao com liquido

- DSE { SPME

—_sPE_|

— SFE

Figura 4. Principais métodos de extracdo de COVs. Adaptado de PAWLISZYN, (1997); BART,
(2005).

Segundo a IUPAC (1997), a extracao por solvente (SE) € o processo de
transferéncia de uma substancia a partir de qualquer matriz para uma fase
liquida apropriada e, se a substancia esta inicialmente presente como um soluto
em uma fase liquida imiscivel, o processo é sinbnimo de extracdo liquido-liquido
(LLE). A extracédo direta por solvente (DSE) e a extracao por fluido supercritico
(SFE) baseiam-se nas diferencas de solubilidade entre fluidos imisciveis com o
propoésito de separar, concentrar ou purificar (CICERI; PERERA; STEVENS,
2014).

Na ecologia quimica, a DSE é a metodologia mais utilizada para a
extracdo de feromonios de insetos (SNART; HARDY; BARRETT, 2015), haja

vista ser um método pratico e com menor gasto de tempo quando comparado

14


file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_30
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_30
file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_107

aos demais métodos. E certo que este tipo de extracio traz o 6nus de uma
grande quantidade de impurezas que estao relacionadas com o inseto ou a parte
dele usada na extracao por solvente; contudo, traz o bonus da possibilidade de
concentrar feromonios que sdo emitidos na faixa de nhanogramas ou picogramas
(THOMAZINI, 2012; VILELA et al., 2001; ZARBIN; FERREIRA; LEAL, 1999).

A extracdo com fluido supercritico € usada em processos de transferéncia
de massa e para a extracdo de compostos de baixa volatiidade (BRUNNER,
2010; WALRADT, 1982) e possui vantagens como extracdo de analitos
termolabeis e uma rapida cinética de extracdo quando comparado com a
extracao por solventes liquidos, apresentando porém, alto custo de investimento
(KING, 2002; WALRADT, 1982).

Com distinta citacao na literatura cientifica, a SPME € um dos métodos
mais utilizados para extracdo de COVs (BOJKO et al., 2014). TIKUNQV et al.
(2005) fazem referéncia a esta técnica (SPME-GC-MS) como adequada para
estudos metabolémicos de volateis por ter reconhecidamente alta sensibilidade,
reprodutibilidade e robustez. A técnica consiste, sucintamente, na adsorcao
fisica dos analitos no interior ou sobre um material polimérico que cobre uma
fibra de silica (STASHENKO; MARTINEZ, 2007).

O trabalho de amostragem por SPME pode ser realizado através da
técnica headspace, cujas variagdes mais conhecidas sdo os modos headspace
estatico (HS-SPME) e amostragem por headspace dinamico (DHS-SPME) que
sdo mostradas na Figura 5. No primeiro modo, os volateis estdo selados em um
recipiente e sdo coletados no headspace depois do equilibrio de volatilizacao
com o auxilio de um holder (aplicador) e, no segundo modo, um gas, inerte de
preferéncia, passa pela amostra e leva os analitos até a fibra polimérica onde
serdo adsorvidos fisicamente. Qualquer que seja o modo, os analitos s&o
posteriormente dessorvidos termicamente ou por solvente e detectados
(BOYACI et al., 2015).
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Figura 5. SPME por headspace em modo a) estético e b) dinAmico. Fonte: IIJIMA, 2014.

BOJKO et al. (2014) descrevem entre as vantagens da técnica:

1. A diversidade de fases de extracdo disponiveis comercialmente que

permitem o planejamento do tipo Taylor?;

2. O uso de auto-amostradores que permitem uma automacao completa dos
métodos e melhoraram a taxa de transferéncia da amostra e a

repetibilidade;

3. A portabilidade que permite analises in situ e observacfes de mudancas

dindmicas em organivos in vivo.

Como ferramenta em estudos sobre metabolémica, a literatura relata o
uso de SPME em medicina, alimentos, agricultura, ciéncia forense, entre outros,
tais como caracterizacao e biomarcadores volateis de cancer (LIU et al., 2014;
SILVA; PASSOS; CAMARA, 2012), avaliacdo do efeito de agentes
antimicrobianos e farmacéuticos em sistemas bioldgicos complexos (HOSSAIN

et al., 2013), resposta defensiva de plantas a ataque de pragas (LAWO et al.,

1 E a substituicio da improvisacdo, empirismo e critério individual do analista por
métodos planejados e testados.
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2011), caracterizacao de espécies de plantas e cultivares (LUYKX; VAN RUTH,
2008), deteccao de biomarcadores na deterioracdo bacteriana em peito de
frango (ALEXANDRAKIS et al., 2012), deteccdo de drogas de abuso em cabelo
(ALEKSA et al., 2012) e muitos outros. Entretanto, a SPME possui desvantagens
como menor sensibilidade para isolar COVs liberados em baixa concentracdo e
os resultados obtidos sao dificeis de se relacionar com a concentracao real dos
compostos na matriz quando comparada com métodos exaustivos e isto é o
principal fator limitante da técnica (BOJKO et al., 2014; SANCHEZ-PALOMO et
al., 2009).

Das trés metodologias supracitadas, a extracdo em fase sélida é o método
exaustivo mais versatil. Pode ser adaptado com o auxilio de dispositivos como:
cartuchos?, colunas, discos (HENRY, 2000). Pode ser usado com solvente ou
sem solvente (GUALLAR-HOYAS et al., 2012), em analises targeted ou non-
targeted (PEREIRA; MARTIN, 2014) e executadas em modo on-line ou off-line
(CALDAS et al., 2011). Por ser um método exaustivo e possuir estas
possibilidades de uso em metodologias de extracdo, a SPE permite adaptacdes
para diferentes técnicas analiticas instrumentais (SIMPSON, 2000), tornando-a
adequada para andlises de compostos organicos e inorganicos em diferentes
matrizes, tais como amostras aquosas, gasosas, biolégicas, clinicas, ambientais
e alimenticias, entre outras (BIELICKA-DASZKIEWICZ, 2015; BOYACI et al.,
2015). A Figura 6 mostra a metodologia SPE usada in vivo e in situ na extragao
de COVs do Kobus ellipsiprymnus, uma espécie de antilope que vive na Africa
subsaariana, para avaliar os volateis emitidos pelo animal e que sdo atrativos

para as moscas tsé-tsé (G. morsitans).

Comparada a metodologias que utilizam-se da extracdo por solvente, a
SPE possui maiores vantagens como simplicidade, alto rendimento, robustez e,
em muitos casos, menor custo, além de permitir mais facilmente a automacao
para analises de rotina (LI; RIVORY; CLARKE, 2006).

20 termo “coluna” ¢ somente aplicado a parede do tambor da seringa usada na extragao.
O termo “cartucho” ¢ usado de modo intercambidvel com o formato coluna, porém o seu
uso e preferivel por evitar confusdo com a coluna analitica.
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Figura 6. Cintos com adsorventes presos em Waterbuck. Fonte: GIKONYO et al., 2002.
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Apesar de prover maior quantidade em massa de analito, MILLAR; HAYNES
(1998) fazem notar que a técnica apresenta quatro pontos negativos na ecologia

quimica:

1. Os extratos sdo misturas complexas de compostos volateis e ndo volatéis e,
se o0 objetivo for isolar algum composto puro, numerosos passos de

fracionamento tornarédo o trabalho factivel, porém trabalhoso.

2. O perfil de voléateis coletados pode néo ser representativo do perfil de volateis
liberados da matriz quando se desconhece o mecanismo de liberacdo de
volateis. Por exemplo, se a analise é in vivo, situacdes de stress fardo o
organismo liberar volateis que ndo séo de interesse, como os volateis de folha
verde (acetato de (Z)-3-hexenal, (Z2)-3-hexenol e (Z)-3-hexenila) que séo

produzidos por oxidacdo de acidos graxos em tecidos de plantas.

3. Se em alguma etapa houver aquecimento, compostos de interesse podem

ser degradados ou sofrer rearranjos.

4. O uso de solvente pode ocasionar perda de volateis durante etapas de

eluicdo ou pré-concentracao.

18


file:///C:/Users/Wyllian%20Franz/Desktop/Dissertação/Versão%20de%20Jailson_DISSERTAÇÃO_WyllianFSO1.docx%23_ENREF_81

Com base nestas desvantagens, é indutivo concluir que metodologias
usando SPE que tenham conhecimento e tratamento adequado da matriz,
condi¢cbes brandas de aguecimento e que sejam livres de solvente, mostram-se

altamente vantajosas na extracao de volateis.

3.5.2 Técnicas analiticas para a determinacdo de COVs

A diversidade de compostos em metabolémica é incomparavelmente
maior do que na proteébmica (arranjo de 20 aminoacidos) e na transcriptbmica
(arranjo de quatro bases nucleotidicas ligados a estrutura de acucar e fosfato).
Metabolitos possuem grandes variacbes em suas propriedades quimicas (peso
molecular, solubilidade e polaridade) e fisica (volatilidade) em graus de
concentracdo que variam de mmol & picomol (DUNN; ELLIS, 2005). Uma Unica
técnica que mapeie o metaboloma (conjunto de todos os metabdlitos) de um
organismo Vivo ou responda todas as perguntas levantadas por pesquisadores
sobre a relacdo de metabdlitos e a comunicacdo ou resposta metabdlica de

organismos vivos, infelizmente, n&o existe.

O que existe de fato € uma combinacédo de varias técnicas analiticas que
sdo aplicadas de forma otimizada e interdisciplinar para atender ao objetivo da
andlise. Para isso, a sequéncia analitica normal é: isolamento, concentracao,
separacao, identificacéo e bioensaio, com uma ou mais etapas desta sequéncia
podendo ser omitidas a depender do objetivo da analise, da matriz e da
metodologia de extracdo escolhida (BERGSTROM, 2008; MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2014; THOMAZINI, 2012).

Varias plataformas analiticas tém sido apresentadas em metabolémica,
incluindo espectroscopias, como Espectroscopia de Infravermelho (IR),
Infravermelho  proximo (NIR) ou Ultravioleta (UV), além de técnicas
cromatograficas hifenadas GC-MS, GC-FID, LC-ESIMS, CE-MS e LC-NMR,
entre outras técnicas (ORAV; VIITAK; VAHER, 2010; RAVAGNANI et al., 2012).

Em termos de instrumentagcdo analitica, atualmente, as duas principais

plataformas de deteccdo em metabolémica sédo: Espectrometria de Massas (MS)
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e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). E se o propésito é
a separacao, as principais abordagens ainda sdo cromatografia gasosa (GC) e
cromatografia liquida (LC) (BOJKO et al., 2014). A matriz e a metodologia de
amostragem de compostos volateis escolhida, praticamente definem a técnica
analitica a ser utilizada. Se, por exemplo, o metabdlito encontra-se no plasma
sanguineo, a LC diminuir4 o grau de manipula¢édo da matriz, mas se 0 metabalito
é volatil, GC se mostra como a melhor alternativa. Se a quantidade, por exemplo,
de ferébmonio obtido estiver na faixa de nanogramas ou picogramas, a faixa em
gue geralmente sdo emitidas, a elucidacéo da estrutura através da NMR néo &
viavel sem uma etapa de concentragdo, redundando em mais tempo, material de
analise e maior manipulacdo da matriz. Assim, a MS seria uma melhor alternativa
(ROBERTSON, 2005).

De fato, a escolha da técnica instrumental passa por critérios menos
superficiais do que os exemplos citados, entretanto, para a analise de
metabolitos volateis a técnica mais utilizada € a GC-MS. Vérios fatores
contribuem para esta escolha como possibilidades de analises qualitativas,
guantitativas, rapidas, sensiveis, seletivas e a capacidade de cobrir uma ampla
faixa de metabdlitos (BERGSTROM, 2008; DUNN; ELLIS, 2005; THOMAZINI,
2012).

As abordagens modernas em metabdlitos volateis contam com inovacdes
que permitem medidas acuradas de alta resolucdo em poucos minutos. O
desenvolvimento rapido e recente das plataformas analiticas GC, HPLC, UPLC,
CE acopladas a MS ou NMR permitem a separacao, deteccédo, caracterizacao e
guantificacdo de metabdlitos, porém, nenhuma delas € suficientemente capaz de
medir todos 0os metabdlitos do organismo ou sistema a que se propde estudar
(ZHANG et al., 2012). Além da hifenizacao, algumas abordagens tém somado
significativamente na andlise de metabdlitos volateis. Entre estas abordagens,
pelo menos duas merecem um destaque especial: a Dessor¢do Térmica (TD) e
a Eletroantenografia. A TD € uma técnica facilmente automatizada e que,
acoplada a um cromatégrafo a gas, permite analises de volateis, abrindo méo da
extracdo por solvente. Somente por esta perspectiva, é impossivel deixar de
notar vantagens como menor manipulacdo da matriz, ndo diluicdo da amostra,

nao ocorréncia de solvolise, menor risco de perda de metabdlitos volateis que
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podem ser obtidos no extrato (eluato) ou que podem ser perdidos na etapa de
pré-concentracdo, auséncia de interferéncia por um grande pico de solvente no
cromatograma e menor gasto de tempo (KANNO; SUGIMOTO, 1995; VILELA
et al., 2001).

A técnica consiste em uma dessorcao primaria dos compostos coletados
no cartucho adsorvente, auxiliados pelo aquecimento do cartucho e um alto valor
de vazao de gas inerte, para um trap contendo adsorvente sélido em temperatura
muito baixa. Antes de chegar ao trap, parte destes compostos podem ser
descartados ou pode-se eliminar seletivamente compostos indesejados através
do uso opcional do split 1. Os compostos aprisionados no trap sao rapidamente
aguecidos e arrastados para a coluna em um tipo de inje¢cdo “on-column” na
forma de uma estreita banda de vapor, que mitiga o efeito de espalhamento das
bandas e favorece a determinacdo de componentes da mistura termicamente
instaveis. Essa dessorcdo secundaria que ocorre a partir do trap, também pode,
opcionalmente, eliminar compostos através do Split 2. Os componentes da
mistura sdo separados na coluna e apos a detecc¢éo, é gerado o cromatograma.

A Figura 7 apresenta estas etapas simplificadas.

Split 1 Split 2

tempo

Cartucho

T
Adsorvente rap Coluna Cromatograma

Figura 7. Esquema simplificado de dessor¢ao térmica a partir de cartucho adsorvente.

Mesmo sua principal desvantagem, a degradacdo de compostos
termolabeis, tem sido contornada com processos de dessorcdo brandas em um

equilibrio eficiente de menor temperatura e maior vazao de dessor¢cdo com gas
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inerte. Assim, o complexo volatii do metaboloma de um sistema pode ser
facilmente notado nas centenas de compostos extraidos por esta técnica (SPE-
TD-GC-MS) em comparacao com as dezenas obtidas por outras técnicas.

A eletroantenografia € uma técnica que, ao ser acoplada a um
cromatografo a gas, possibilita a realizacdo de um bioensaio para a deteccéo de
estimulantes olfatorios presentes em uma mistura de volateis que causam
resposta fisioldgica no inseto, usando apenas a antena do inseto como
biossensor (ARN; STADLER; RAUSCHER, 1975; SYNTECH, 2004). A técnica
nao € um fim em si mesma. Dela pode se extrair informacdes sobre quais volateis
estdo relacionados a uma resposta fisiolégica do inseto, contudo, saber se o
volatil funciona como atrator, estimulante alimentar, repelente ou deterrente sé
pode ser verificado em um bioensaio comportamental. Assim a
eletronantenografia responde a pergunta “o que?”, enquanto o posterior
bioensaio responde a pergunta “como?”, reduzindo um estudo com centenas de

volateis a apenas algumas unidades.

Algo digno de nota sobre esta técnica, € que, apesar da MS estar
abalizada na literatura cientifica como detector em metabdlitos volateis
(BERGSTROM, 2008), ela ndao permite a hifenizagcdo com GC quando este esta
hifenado ao EAD. A causa, € o fato do eluente da coluna cromatogréfica ser
divido entre o detector (FID) e a antena do inseto, o biossensor do detector EAD
(VILELA et al., 2001). O vacuo criado pelo detector MS impediria que o efluente
da coluna chegasse a antena do EAD impossibilitando a detec¢do simultanea
que € um dos privilégios da técnica GC-FID/EAD. Além do mais, o tempo de
retencdo dos compostos sob vacuo no MS seriam diferentes daqueles obtidos
no EAD sob pressdo positiva, dificultando a comparacdo dos picos nos
cromatogramas (BYERS, 2004). Devido a esta limitagdo, FID é o detector mais

utilizado em anélises com deteccao simultanea com o EAD.

Atualmente, raros sdo os trabalhos de elucidacdo de estruturas que néo
utilizam a combinacdo GC-FID/EAD gracas a sua especificidade (VILELA et al.,
2001). Assim, apesar da sensibilidade do FID ser menor que a do MS e a diviséo
do efluente para dois detectores diminuir a sensibilidade do FID pela metade
(BYERS, 2004), o seu amplo uso, gracas a sua especificidade, atesta sua
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eficiéncia em deteccdo de metabdlitos volateis. Na FIGURA 8 € mostrado um

detector EAD juntamente com um FID hifenados ao GC.

Injetor de Amosira
e
L M
a 'a Colind Anbaia ;Jq,ﬁjq_._.\_.. il ok i
= \H—— s
sl | Ampliicador | Eletrcaniencgrama
EAD
] ' 10 n
Tempo (min)

Figura 8. Detecgdo especifica de um infoquimico a partir da geracdo simultdnea de um
cromatograma e um eletroantenograma no GC-FID/EAD.

3.6 Quimiometria

O grande volume de dados obtidos a partir de métodos de extracdo de
volateis e técnicas analiticas em organismos vivos, ndo diz nada em si mesmo e
é de dificil interpretacao. Nao somente por desconhecer o gene responsavel pela
emissao de determinados volateis, mas também porque sistemas bioldgicos sdo
facilmente perturbados por fatores ambientais ou experimentais, tais como
idade, dieta, fase de crescimento, nutrientes, pH, sexo e temperatura
(ALVAREZ-SANCHEZ; PRIEGO-CAPOTE; DE CASTRO, 2010a;2010b). A
depender dos organismos estudados, o nimero de metabdlitos podem variar de
centenas a milhares de centenas (DUNN; ELLIS, 2005). Segundo BROWN et al.

(2005) os dados metabolémicos séo gerados:

e Por uma grande variedade de organismos (humanos, micrébios, plantas)
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e Usando um numero de diferentes abordagens (metabolic profiling,

fingerprinting ou targeted e etc.)
e Usando um nimero de diferentes técnicas analiticas

e Por muitas aplicacbes (Determinacdo de toxicidade, diagnosticos,

determinacao da funcao de um gene e etc.)

Nesta etapa da ciéncia entra uma ferramenta poderosa em tratamento de
dados: a quimiometria. FERREIRA (2015) a define como uma disciplina que se
utiliza de fundamentos matematicos aliados a recursos de informatica com o
objetivo de otimizar e avaliar dados de origem quimica em experimentos,
extraindo assim, o0 maximo de informacdes destes experimentos. Dada a sua
aplicabilidade em analises de metaboloma, ha quem sugira que nenhum bom
artigo de revisédo sobre metabolémica é completo sem mencionar a quimiometria
(ROBERTSON, 2005).

As quatro etapas para a identificacdo de volateis que intermedeiam a
comunicacao entre organismos Vivos, citados por BERGSTROM (2008), podem
ser otimizadas via quimiometria: Isolamento de volatéis a partir de uma matriz
(DE OLIVEIRA et al., 2008), Separacédo cromatografica (FERREIRA et al., 2007),
Identificacdo (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014a) e bioensaio comportamental
(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014b). Ver Figura 9.

Pelo menos em duas destas etapas a quimiometria merece destaque
adicional. A primeira é o planejamento de métodos de extracdo de volateis a
partir do planejamento fatorial, a fim de avaliar os fatores que interferem
significativamente na resposta e, assim, excluir fatores insignificantes e diminuir
0 numero de experimentos sem prejuizo na interpretacdo dos dados (OLIVEIRA
et al., 2008) . Este tipo de planejamento reduz custo e tempo. Usualmente, este
planejamento é seguido de otimizacao via metodologia de superficie de resposta
(MSR), cujo objetivo final & desenvolvimento, melhoria e otimizagdo de
processos (FERREIRA, 2015). A segunda é o tratamento do grande volume de
dados obtidos a partir da etapa de identificacdo que, em metaboloma,
geralmente é obtido por MS ou NMR (OKADA et al., 2010). Aqui estd um dos

grandes trunfos da analise non-targeted de metabdlitos volateis: processar um
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complexo e grande volume de dados a fim de extrair 0 maximo de informacdes
sobre o sistema de estudo, através da reducdo de dados, agrupamento de dados
e abordagem visual de facil interpretacdo (KOTLOWSKA, 2014). As duas
ferramentas quimiométricas mais populares para este tipo de processamento
sdo Analise de Componentes Principais (PCA) e Minimos Quadrados Parciais
(PLS) (WORLEY; POWERS, 2013). O objetivo destas ferramentas € identificar
as diferencas de classe a partir de um conjunto de dados multivariados. Em
metabolémica, uma classe pode referir-se a qualquer classificacdo
biologicamente relevante, tais como, seres humanos tratados com uma dieta ou
medicamento especifico; ou células expostas a stress ambiental (WORLEY;
POWERS, 2013). Além da possibilidade de reducdo de dados através da PCA,
a PLS e métodos supervisionados, permitem uma investigacdo do metaboloma
em um sistema bioldgico, cuja informacéo de interesse pode estar mascarada
pelo background de outros efeitos grandes e multiplexados, como em estudos
epidemiologicos, ambientais ou nutricionais (FONVILLE et al., 2010). Um
exemplo notavel do uso da PLS em farmaco-metabol6mica foi a possibilidade de
prever a resposta individual a uma agresséao téxica antes da administracdo do
farmaco, o que possibilita o tratamento medicamentoso personalizado de um
paciente (CLAYTON et al., 2009; CLAYTON et al., 2006).

. " i, BIDENSAID
B pn s ol SEPARACAD IDENTIFICAGAO Tiinel ds Vents,
4 GC e LT MS, NMR... Difatometrila, Arenas...
Otimizacio Otimizacio Tratamente de Dados Otimizagdo
Quimiométrica Quimlométrica FCA, HCA, PLS-DA... Quimiomeétrica

Figura 9. Utilizag&o da quimiometria em todos os processos da andlise de metabdlitos volateis.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do pelo e selecdo dos grupos de caes

Esta sendo realizado um estudo transversal, com avaliacdo clinica e
laboratorial de cées domiciliados em éarea endémica da Bahia, de forma
randomizada e aleatdria. Esta etapa do trabalho é realizada em colaborag¢éo com
o Laboratério de Patologia e Biointeracdo (LPBI) localizado no Centro de
Pesquisas Gong¢alo Moniz, na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e o
Laboratorio de Infectologia Veterinaria da Escola de Medicina Veterinaria da
UFBA, que séo responséaveis pelo diagnostico laboratorial dos animais. S&o
coletadas amostras de sangue, baco e pelo de animais residentes no municipio
de Camacari, Bahia. Todas as coletas sdo obtidas com o consentimento do
guardido, e as visitas sdo sempre realizadas com a presenca de um agente de
saude do municipio, médicos veterinarios e estudantes de Medicina Veterinaria,

0S quais realizaram as analises clinicas e coleta dos materiais.

4.1.1 Avaliagéo clinica dos cées e coleta de amostras biologicas

Os cées foram avaliados clinicamente para observacédo do estado fisico
geral e foram registrados os sinais compativeis com a LV. No momento da
avaliacdo clinica, foram coletadas as amostras de sangue, baco e pelo. As
amostras de sangue e baco foram encaminhadas para o Laboratorio de
Patologia e Biointervencdo da FIOCRUZ- Bahia, para posterior realizacdo das

técnicas diagnosticas.

Na coleta de pelo canino, as hastes dos pelos foram retiradas da regiao
dorsal do animal com a utilizacdo de uma lamina cortante descartavel. Foram
realizados movimentos de raspagem a favor do pelo, sem que a lamina entre em
contato com sangue ou pele dos animais (Figura 10a). A amostragem foi
realizada em diferentes pontos do dorso de cada animal, sendo coletados pelo
menos 800 mg de pelo. As amostras foram armazenadas individualmente em

sacos plasticos selados e levados para a extinta Empresa Baiana de
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Desenvolvimento Agricola e atual Centro Tecnologico da Agropecuaria -
CETAB/SEAGRI, onde ficaram armazenadas a +4°C até a realizacdo das

andlises (Figura 10b).

Figura 10. Coleta de pelo canino e (b) acondicionamento do pelo.

4.1.2 Diagnostico laboratorial dos cées

O diagnéstico de positividade dos céaes foi realizado pelo teste gqPCR (do
inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction) de sangue e baco. O gqPCR,
também conhecido como PCR em tempo real, € um exame molecular muito
sensivel e especifico, que detecta e quantifica o material genético de um
determinado agente etiol6gico encontrado em uma amostra qualquer. No nosso
estudo, esta técnica foi utilizada para diagndsticar e classificar os caes de acordo
com a carga parasitaria de Leishmania encontrada nas amostras, além de definir
a positividade dos animais. Desta forma, os animais que apresentavam um valor
de Leishmania inferior a 1000 unidades médias foram considerados com baixa
carga parasitaria, enquanto 0os animais que apresentaram valores de Leishmania
acima de 1500 unidades foram considerados com alta carga parasitaria. Os caes
gue nao foram encontrados valores de Leishmania nas amostras analisadas,

foram considerados negativos. Ver anexo.
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4.2 Otimizac&o do método de extragcdo dos COVs

4.2.1 Selegao do adsorvente

A primeira etapa do trabalho consistiu em selecionar o tubo
adsorvente que melhor coletasse e liberasse por dessor¢do térmica uma maior
quantidade de COVs da amostra. Segundo a literatura, um Unico adsorvente ndo
€ capaz de coletar todos os tipos de COVs de uma ampla faixa de graus de
volatilidade (SUPELCO, 2002). Cada tipo de adsorvente com suas
caracteristicas é capaz de adsorver fisicamente uma faixa limitada de voléateis e
semivolateis. O uso de tubos adsorventes multicamadas tem ampliado a faixa de

volateis que podem ser adsorvidos e liberados em apenas um tubo.

Para a selecdo do tubo adsorvente, foram utilizados 3 tipos diferentes de
tubos adsorventes, onde dois destes sdo tubos adsorventes multicamadas
constituidos por Carbopack B, Carboxen-1000, Tenax TA e Tenax GR:

e Tubo 1: Tenax TA
e Tubo 2: Tenax GR e Carbon Graphitized Black (Carbopack B)

e Tubo 3: Tenax TA, Carbon Graphitized Black (Carbopack B) e
Carbon Molecular Sieves (Carboxen-1000)

Esta selecao consistiu em manter fixas as condi¢cdes de extracdo e variar
os tubos adsorventes, utilizando o valor da area total e 0 nimero dos picos do
cromatrograma como resposta analitica para se definir qual tubo oferece maior
area total e maior numero de picos por tubo. As condi¢cdes fixas para a extracédo
foram 90 °C para a temperatura de extracdo, 0,4 L'mint para a vazdo de
amostragem, 100 mg de massa de pelo, e 60 minutos para o tempo de extracao.

A amostra de pelo foi a mesma para os trés tipos de tubos adsorventes.
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4.2.2 Planejamento Multivariado

Apos a escolha do tubo adsorvente, foi realizado um planejamento fatorial
completo de dois niveis 24 para triar fatores que afetam o processo de extracéo
dos compostos organicos volateis do pelo canino. A escolha dos fatores foi
realizada com base no trabalho de Oliveira et al., (2008), acrescentando o fator
“vazado de amostragem” que € um fator passivel de investigacdo em analises por
SPE. Assim, os fatores analisados foram: tempo de extracdo, vazao de
amostragem, massa de pelo e temperatura de extracdo. Neste contexto a
variavel resposta considerada foi a area total do cromatograma. Os niveis
analisados sdo apresentados na Tabela 2. Esta primeira analise quimiométrica
permitiu identificar quais fatores tiveram efeito relevante sobre a resposta e,
como um fator é influenciado a medida que se percorre 0s niveis de outros

fatores.

Tabela 2. Fatores e niveis do planejamento fatorial completo 2* para otimizagdo do método de
extracdo de COVs de pelo canino.

Fatores Simbolo (-1) 0 (+1)
Tempo de extracdo (min) text 20 40 60
Temperatura de extracédo (°C) Text 50 70 90
Massa de pelo (mg) MP 70 100 130
Vaz&o de Amostragem (L'min™) VA 0,2 0,4 0,6

O estabelecimento do planejamento fatorial completo resultou em um total
de 19 ensaios dos quais, trés se referem a triplicata do ponto central. Este
planejamento foi aleatorizado. Na Tabela 3, os fatores sdo apresentados em
valores reais e néo aleatorizados para facilitar a observagcao dos valores entres

0S niveis mais altos e mais baixos de cada fator.
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Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial completo 2* em valores reais.

Experimento texx (Min) VA (L'min?) Tex (°C) MP (mg)

1 20 0,2 50 70
2 60 0,2 50 70
3 20 0,6 50 70
4 60 0,6 50 70
5 20 0,2 90 70
6 60 0,2 90 70
7 20 0,6 90 70
8 60 0,6 90 70
9 20 0,2 50 130
10 60 0,2 50 130
11 20 0,6 50 130
12 60 0,6 50 130
13 20 0,2 90 130
14 60 0,2 90 130
15 20 0,6 90 130
16 60 0,6 90 130
17 (C) 40 0,4 70 100
18 (C) 40 0,4 70 100
19 (C) 40 0,4 70 100

Apos a identificag@o de quais fatores exerciam influéncia na extracao de
COVs, foi utilizada uma metodologia de superficie de resposta com o objetivo de
encontrar as condicbes em que o procedimento adotado resulta na melhor
resposta possivel, neste caso, um valor maximo da area total do cromatograma.
Para a metodologia de superficie de resposta, foi escolhido o planejamento
composto central, haja vista que este é o planejamento mais utilizado para o
desenvolvimento de procedimento analiticos (Bezerra et al., 2008). Os fatores

investigados nesta etapa foram “tempo de extragao” e “vazdo de amostragem”.
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A Tabela 4 apresenta os fatores e niveis investigados. Os fatores
“temperatura de extracdo” e “massa de pelo” foram removidos nesta etapa do
processo de otimizagéo. Assim, para a temperatura de extracéo foi fixado o valor
de 90 °C e massa de amostragem de 130 mg, conforme valores otimizados por
Oliveira et al., (2008).

Tabela 4. Niveis avaliados das variaveis “tempo de extracdo” e “vazdo de amostragem” na
metodologia de superficie de resposta por composto central.

Fatores (-1) PC (+1) -a +a
text (Min) 80 130 180 59,2893 200,7107
VA (L'min?) 0,3 0,575 0,85 0,186091 0,963909

O planejamento composto central requer N = k? + 2k + Cp experimentos,
onde k € o nimero de fatores e Cp € o numero de replicatas do ponto central.
Como visto na Tabela 4, entre os experimentos realizados no composto central
também estdo os pontos axiais, também conhecidos como pontos estrela, cujos
valores para o sistema com dois fatores sdo @ = +v2 (FERREIRA et al., 2007).
E importante ressaltar que, assim como o planejamento fatorial, o planejamento
composto central para a metodologia de superficie de resposta também foi
executado aleatoriamente conforme ordem previamente definida pelo software.
A Tabela 5 apresenta os valores reais dos fatores para a metodologia de
superficie de resposta planejamento composto central (MSR-PCC) e, assim
como no planejamento fatorial, a ordem apresentada na tabela é apenas para

facilitar a observacéo de como os ensaios foram executados.
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Tabela 5. MSR-PCC para os fatores Tempo de extracao (tex) € Vazao de amostragem (VA).

Experimentos text VA (L'mint)

1 80 0.3
2 80 0,85
3 180 03
4 180 0,85
5 59,2893 0,575
6 200,7107 0,575
7 130 0,1861
8 130 0,9639
9(C) 130 0,575
10 (C) 130 0,575
11 (C) 130 0,575

4.3 Método de Extracdo dos COVs do Pelo Canino

Apos a otimizacdo dos fatores de extracdo, foram utilizados 130 mg de
amostra de pelo em cada analise, sendo que cada animal foi avaliado em
triplicata. O pelo foi pesado dentro de um vial modificado de borossilicato em
forma de “L”. A extremidade inferior do vial foi acoplada uma bomba de ar
comprimido através de tubulacao de teflon e conectores de ago inoxidavel. Antes
de chegar ao vial, a bomba comprime o ar ambiente e empurra-o através de
conexdes de teflon através de um sistema purificador composto por carvao ativo
e peneira molecular 13X e, em seguida, chegava ao vial que continha a amostra.
O vial modificado era aquecido a 90 °C sobre uma placa de aquecimento com
um bloco de aluminio em seu entorno. A extremidade superior do vial de
amostragem era conectada ao tubo adsorvente multicamada composto, segundo

ordem de entrada do fluxo de ar proveniente do vial de amostragem, por Tenax
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TA, Carbopack B e Carboxen-1000. Na outra extremidade do tubo adsorvente,
era conectado um medidor de vazao em acrilico, cujo valor foi mantido em 0,5
L'min-t durante 106 min. Apds o término da amostragem, o tubo adsorvente era
colocado no dessorvedor térmico para analise cromatografica. As etapas para
extracdo dos COVs aqui descritos, podem ser visualizados na Figura 16.

Figura 11. Etapas para a extracdo de COVs de pelo canino
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4.4 Analise Cromatografica via TD-GC-FID e GC-MS

4.4.1 TD-GC-FID

Os COVs coletados foram dessorvidos com o uso de um sistema de
dessorcgdo térmica TD-20 (Shimadzu, Japéo) para o cromatégrafo GC2010 Plus
(Shimadzu, Japéo) (Figura 11a), através de uma coluna capilar DB-1MS (30m X
0,25 mm ID x 0,25 um) e detecc¢édo por ionizacdo em chama (FID); vazéo para o
gas carreador He 0,70 mL'mint. As condicdes para a dessor¢édo térmica foram:
temperatura do bloco de dessor¢cédo de 280 °C por 5 min com vazao de
amostragem de 60 mL'mint. A programacéao de temperatura para a coluna foi de
40 °C por 3 min, 2 °C'min! até 130 °C, 130 °C por 15 min, 2 °C'min! até 245°C,

245°C por 4 min, perfazendo um total de 124,50 min de analise.

4.4.2 GC-MS

As condicfes de separacao e identificacdo no GC-MS (Figura 11b) foram:
coluna capilar DB-1MS (30m X 0,25 mm ID x 0,25 um); vazéo do gas de arraste
He 0,70 mL'min%; programagéo de temperatura: 40 °C por 3 min, 2 °C'min até
130 °C, 130 °C por 15 min, 2 °C'min até 245 °C, 245 °C por 4 min (total de 124,5
min); injetor no modo “splitless” e temperatura de 240 °C; temperatura da linha
de transferéncia de 240 °C; temperatura da fonte de ions de 240 °C; energia de

impacto de elétrons de 70 eV.

Figura 12. (a) Cromatografo a gas acoplado a detector FID e unidade de dessor¢édo térmica. (b)
Cromatografo a gas acoplado a detector MS.
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4.5 ldentificagcdo dos compostos

A maneira mais segura de identificar um composto em cromatografia é
usar um padrao auténtico que permite fazer uma comparacéo direta entre o
analito sob investigacdo e o padrao auténtico, quando as condi¢ces de analise
s&0 as mesmas para ambos. Os indices de retencdo como Iindice de Retencgéo
com Programacéo Linear de Temperatura (LTPRI, do inglés, Linear Temperature
Programmed Retention Index) usado em programacao linear de temperatura e o
indice de Kovats (KlI, do inglés Kovats index) usando em cromatografia com
programacao de temperatura sdo o0s mais conhecidos e, também, sé&o
economicamente mais viaveis que o uso de padrdes analiticos, ja que neste caso
€ necessario obter somente o padrao de uma série homologa de interesse para

gue os componentes de uma mistura sejam identificados.

A metodologia usada nos indices de retencdo consiste em injetar no
cromatografo uma série homologa nas condicfes de analise da amostra e
utilizando os valores do tempo de retencéo ajustado do analito sob investigacao
e 0s tempos de retencdo do composto anterior e posterior a este analito e,
aplicando estes dados na equacdo adequada, obtém-se o indice de retencéo,
cujo valor ndo muda, independente das condi¢cdes cromatograficas tais como
comprimento da coluna, espessura, diametro, pressdo, velocidade do géas
carreador e etc. Este indice de retencéo obtido é comparado com os indices de
retencdo de compostos listados em uma base de dados especializada e, o
composto que apresentar o mesmo valor ou um valor muito proximo €,

provavelmente, o composto desconhecido.

Neste trabalho, foram utilizados dois métodos para a identificacdo dos
compostos. O primeiro foi a injecdo de padrdo analitico via dessor¢ao térmica e,

o segundo, através do indice de retencdo chamado indice de Kovats.

Os padrdes analiticos foram indiretamente diluidos para 5 ppm e, ao
serem utilizados, 1L do padrdo era adicionado diretamente no tubo adsorvente
e dessorvido termicamente. Foram utilizados os seguintes padrdes analiticos

certificados da Sigma-Aldrich: padrdo de hidrocarbonetos Cs — Cao, hexanol,
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heptanal, benzaldeido, heptanol, 1-octen-3-ol, octanal, octanol, nonanal,

nonanol, decanal, 8-pentadecanona, heptadecanal.

Para a identificag&o por Kl foi realizada uma extragdo com os parametros
otimizados de uma amostra de pelo de um céo infectado. Usando 1 mL de
hexano (grau HPLC, Sigma-Aldrich) como solvente extrator e pré-concentrando
o eluato para 500 pL, injetou-se 1 pL no GC-MS. O cromatograma obtido por
esta analise foi utilizado para a identificagdo de picos por inje¢cdo de padrdo no
TD-GC-FID.

A correspondéncia entre o pico ndo identificado no TD-GC-FID e o
investigado no GC-MS foi realizada por comparacao entre o Kl no TD-GC-FID e
0 Kl no GC-MS. Um padréo analitico de n-alcanos (Cs-Cao0) como série homoéloga
de referéncia foi injetado em ambos os equipamentos e, utilizando-se o tempo
de retencao do pico sob investigacéo e os tempos de retencéo do hidrocaborneto
anterior e posterior deste pico na equacgéao 4.1, foram obtidos os Kl experimentais
dos compostos sob investigacdo e comparados aos Kl de base de dados
especializadas. Na formula, o t'r € o tempo de retencéo ajustado, i é analito, n &
o numero de carbonos do padrdo adjacente menos retido, e n + 1 € o nimero de

carbonos do padrao adjacente mais retido.

Equacéo 4.1

KI = 100n + 100( 109t~ 199" g )

logt’R(n+ 1)~ logt,R(n)

4.6 Analise de dados
4.6.1 Anéalise multivariada dos dados

A andlise multivariada foi realizada avaliando 39 COVs emitidos a partir
do pelo de 105 amostras arranjadas em trés grupos com 36 amostras em
G1(caes com auséncia do parasita), 36 amostras em G2(cées com baixa carga
parasitaria) e 33 amostras em G3(cdes com alta carga parasitaria). Os

compostos quimicos identificados foram analisados em triplicata por TD-GC-FID,
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sendo que as areas relativas obtidas a partir das diferentes amostras foram

arranjadas em uma matriz 36 x 105.

Uma avaliacdo exploratoria inicial do conjunto de dados foi realizada por
Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) para identificar possiveis tendéncias de agrupamento e/ou
discriminagédo dos trés conjuntos de amostras definidos. Subsequentemente a
matriz de dados foi avaliada por Analise Discriminatoria pelo Método dos
Minimos Quadrados Parcias (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares
Discriminant Analysis) (BRERETON, 2009).

O PLS-DA é uma técnica multivariada que utiliza o perfil dos COVs para
classificar amostras entre os trés diferentes grupos de amostras de cées. O
refinamento do modelo PLS-DA foi realizado selecionando os COVs mais
importantes para discriminar os grupos, sendo utilizadas como técnicas a
Regressao Linear Mdltipla com Algoritimo Genético (MLR-GA, do inglés Multiple
Linear Regressions Genetic Algoritm) e a regressao linear em passos (Stepwise
MLR, do inglés Stepwise Multiple Linear Regression) (CENTNER et al., 2000).

Os calculos por PLS-DA foram realizados empregando o pacote
Unscrambler 9.1 software (CAMO, Norway), enquanto para selecao de variaveis
por algoritmo genérico e regressao linear em passos foram utilizados cédigos
escritos para Matlab (Mathworks, USA). A Unica etapa de pré-processamento
dos dados foi a centragem na média e a validacédo cruzada completa, que foram

empregadas para avaliar a qualidade dos modelos.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Classificacdo dos Cées

A partir dos animais aleatoriamente avaliados na éarea endémica,
selecionou-se o pelo de 35 cdes com perfis clinicos e parasitoldgicos distintos e
distribuidos em trés grupos: (G1) 12 caes higidos clinicamente e apresentando
nenhum grau de parasitismo segundo a qPCR; (G2) 12 caes positivos na técnica
de gPCR, porém que apresentavam baixa carga parasitaria (0,11 a 992 unidades
médias de Leishmania); e (G3) 11 cées positivos na técnica de qPCR e
apresentando alta carga parasitaria (1566 a 1498224 unidades médias de
Leishmania). N&o foi feita distincdo de sexo, idade ou raga entre os animais
examinados.

Os dados com os resultados do teste diagndéstico detalhado com os
valores da carga parasitaria para gPCR, sdo apresentados no Anexo.

5.2 Selecéo do tubo adsorvente

Foi observado que nas analises em branco, alguns picos sé&o
caracteristicos do tubo adsorvente e ndo existe nenhuma relacdo com a extracao
de COVs. Para que estes picos nao interferissem no resultado final da selecao
do tubo adsorvente, foram usados os valores do numero de picos e area total de

analises branco para serem subtraidos da analise normal.

O tubo multicamada numero 3, composto por Tenax TA, Carbon
Graphitized Black (Carbopack B) e Carbon Molecular Sieves (Carboxen-1000),
foi selecionado por apresentar maior valor médio de picos e de area total. Os
resultados estdo expressos na Figura 12. A literatura respalda o tubo adsorvente
selecionado com a ideia de que tubos formados com leitos adsorventes fracos,
médios e fortes, no sentido de adsorcdo, podem coletar uma maior faixa de
COVs (SUPELCO, 2002). Ademais, tubos multicamadas s&o os que apresentam
as qualidades consideradas ideais para um tubo adsorvente (LEE et al., 2006).
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Figura 13. a) Area total em counts e b) niimero de picos obtidos para cada tubo adsorvente

A combinacdo de boas caracteristicas de adsorcdo e dessorcdo do
Tenax TA (6xido (poli)-2,6-difenil-p-fenileno), o torna um dos adsorventes
poliméricos mais amplamente utilizados na extracao de volateis (KROUPA et al.,
2004). Porém, este adsorvente apresenta picos caracteristicos como artefatos,
gue podem gerar falsos positivos. Lee et al., (2006) relatam que o mecanismo
pelo qual estes artefatos sdo produzidos ainda é desconhecido, mas ja se tem
identificado que sua formacdo esta relacionada a decomposi¢do quimica de
compostos na presenca de oxidantes, tais como Os e NOx, sendo 0 0zbnio o
principal oxidante na geracdo de artefatos. Quando sua concentracdo € maior
que 1000 ppb e possui alto grau de penetracdo de O3z no leito adsorvente, pode

gerar fenol, acido benzdico, &cido fenilmaléico, fenilbenzoato e n-aldeidos com
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cadeia de 6 a 10 carbonos. Segundo os mesmos autores, o carbopack B também

gera artefatos na presenca de ozonio, tais como 1-octeno e 1-noneno.

E importante salientar que os aldeidos identificados neste trabalho ndo
sao falsos positivos oriundos do tenax, mas volateis caracteristicos do pelo,
conforme demonstrado por Oliveira et al., (2008) ao conduzir seu trabalho de

extracdo de COVs utilizando SPME com fibra polidimetilsiloxano/divinilbenzeno.

Na pratica, muitos adsorventes geram artefatos, porém duas intervencdes
mitigam este efeito. O primeiro € diminuir ou impedir que O3z e NOx cheguem ao
tubo adsorvente. Para tanto, neste trabalho foi utilizado um purificador composto
por peneira molecular 13x e carvao ativo para reter possiveis contaminantes. O
segundo consiste na realizagdo de um bom condicionamento do tubo
adsorvente. Outros polimeros porosos como Porapaks ou Chromosorbs
apresentam altos niveis de artefatos entre 5-10 ng, enquanto o Tenax TA
apresenta niveis minimos entre 0.1-1 ng para materiais bem condicionados. O
carbopack B e o carboxen-1000 apresentam artefatos inerentes entre 0.01 e 0.1
guando bem condicionados (WOOLFENDEN, 2001).

A umidade é de especial interesse nesta pesquisa, devido aos efeitos
adversos relacionados a coleta de volateis. Dentro da configuragdo inicial do
sistema de extracao, estava prescrito a utilizagcdo de um umidificador, haja vista
gue as circunstancias de extracdo devem mimetizar a condicdo natural em que
0os COVs sao exalados. Contudo, a umidade pode diminuir a forca de um
adsorvente em um fator de 10 para Carbon Molecular Sieves (CMS) em
umidades elevadas. Afeta diversamente a analise ao condensar agua no tubo,
permitindo o particionamento entre a fase vapor e a fase aquosa de compostos
organicos mais polares, gerando resultados néo reprodutiveis (WOOLFENDEN,
2001).

A umidade tem um efeito significativo em CMS, uma vez que esta classe
de adsorvente, do qual faz parte o carboxen-1000, adsorve, relativamente,
grande quantidade de &agua quando comparada com outras classes de
adsorventes (TRABUE et al., 2008). Devido a esta dificuldade, entre outras ja

citadas, o trabalho foi desenvolvido sem umidificacdo. A bomba de ar comprimido
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expele agua a cada 40 min do sistema de extracdo, adicionalmente, a peneira
molecular adsorve a agua residual do sistema, reduzindo o teor de agua a um

nivel que néo inviabilize a extragéo

5.3 Planejamentos Multivariados

O planejamento fatorial completo tendo como resposta analitica a area
total do cromatograma € apresentado na Tabela 6. Nesta tabela sé&o
apresentados os 19 ensaios com seus respectivos valores de area total em
ordem padrdo, para que os efeitos dos fatores possam ser mais facilmente

visualizados.

E possivel inferir do planejamento que a partir dos niveis mais altos dos
fatores temperatura de extragdo e massa do pelo, foram obtidos os maiores
valores na resposta analitica. Estes resultados sao esperados, haja vista que,
guanto maior a massa de pelo, maior serdo os COVs dela dessorvidos e, quanto
maior a temperatura de extracdo, mais favorecida é a cinética de dessorcdo de
compostos volateis a partir do pelo. A Figura 13 do gréfico de Pareto, também
atesta esta observacdo. Baseado no fato de que quanto maior a massa de pelo,
maior a quantidade de COVs dessorvidos da amostra e que a amostra em
estoque disponivel no laboratério é limitada, a massa de pelo foi fixada em 130

mg conforme trabalho de Oliveira et al., (2008).
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Tabela 6. Planejamento fatorial apresentando a érea total em counts como resposta analitica.
Experimento tex (Mmin) VA (L'min?) Tex (°C) MP (mg) Area Total

1 20 0,2 50 70 2391572
2 60 0,2 50 70 5946131
3 20 0,6 50 70 5352113
4 60 0,6 50 70 9646532
5 20 0,2 90 70 19674967
6 60 0,2 90 70 47914045
7 20 0,6 90 70 35026017
8 60 0,6 90 70 81549871
9 20 0,2 50 130 6437266
10 60 0,2 50 130 13688261
11 20 0,6 50 130 6735341
12 60 0,6 50 130 15533106
13 20 0,2 90 130 41473032
14 60 0,2 90 130 123024118
15 20 0,6 90 130 45383542
16 60 0,6 90 130 101913633
17 (C) 40 0,4 70 100 41136380
18 (C) 40 0,4 70 100 37695018
19 (C) 40 0,4 70 100 40205350

Da mesma forma que o fator “massa do pelo”, quanto maior a temperatura
de extracdo, maior quantidade COVs séo dessorvidos da amostra. Contudo,
testes univariados mostraram que em uma temperatura de extracao superior a
110 °C, o perfil cromatografico da amostra muda completamente, denotando
uma descaracterizacdo do perfil de COVs exalados a temperaturas mais

brandas, um indicativo claro da quebra de compostos, favorecido por altas
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temperaturas. Assim como o fator massa de pelo, foi utilizado o trabalho de

Oliveira et al., (2008) para fixar a temperatura de extracdo em 90 °C.

(3)Toul°C) | 60423571
(Dto(min) f 133,24925
1by3 | 26,5366
(4MP(mg) | 20,60149
3by4 | 15,24838
1by4 | 10,04436
2bya | -9,93016
2344 | -8,66109
143+ | 7,741122
142+4 | -5,96876
(2VA(mL/min) | 5,700777
2by3}  |3.227857
123 | [-26722
loy2}  |-624923

Figura 14. Gréafico de pareto para o planejamento fatorial completo 24 com nivel de
confianga de 95%).

No grafico de Pareto nota-se a interacdo entre os fatores, justificando a
abordagem multivariada e, nele também, é mostrado que a temperatura de
extracao, tempo de extracdo, massa de pelo e vazao de amostragem, isto &,
todos os quatro fatores investigados, séo significativos no processo de extracao
de COVs. Entre as interacdes verificadas, a interacdo 1by2 (tex de VA), apesar
de ndo ser significativa, foi a interagcdo avaliada na MSR por razdes ja
mencionadas, sendo que o seu valor negativo, mostra que quando um fator
aumenta outro diminui. Este fato justifica-se com a teoria da cinética de
adsorcao/dessorcéo fisica. O fenbmeno de adsor¢éo é teoricamente favorecido,

entre outros fatores, por temperaturas e vazdes de amostragem baixas.

Fixando o valor da temperatura, notar-se-a que um maior tempo de
amostragem garante uma maior quantidade de amostra a ser adsorvida,

contudo, a dessorgao destes compostos durante a amostragem pode aumentar
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com o tempo, gracas a vazao de amostragem e temperatura do fluxo de ar que
arrasta mecanicamente os COVs através do tubo adsorvente. A vaz&o de
amostragem apresenta um efeito semelhante ao fator tempo de amostragem,
uma vez que, se ela for elevada, aumenta a quantidade de amostra que pode
ser coletada no tubo adsorvente em um tempo pré-determinado, porém, o
aumento da vazao, auxiliado pela temperatura de extracdo, dessorve o0s

compostos fisissorvidos nos leitos adsorventes.

Assim, apos fixado os parametros massa de pelo e temperatura de
extracdo, quais as condicdes de vazdo de amostragem e tempo de extracdo
oferecem um melhor resultado? Estes dois parametros avaliados posteriormente
no processo de otimizagéo da extracdo de COVs via MSR, equivalem ao volume
de amostragem e, de acordo com a observacdo anterior, ndo é somente o
volume da amostra que importa, mas em que condicbes este volume é
amostrado. Na Tabela 7 estd a matriz e resultados da MSR-PCC para a
otimizacao dos fatores tempo de extracdo e vazdo de amostragem.

Tabela 7. MSR-PCC para a otimiza¢do do sistema de extracao (Tex = 90 °C e MP = 130 mg).

Experimentos  texx (Min) VA (L'min?) Area total
1 80 0,3 597486106
2 80 0,85 555417584
3 180 0,3 907828587
4 180 0,85 752950302
5 59,2893 0,575 1006515715
6 200,7107 0,575 400996802
7 130 0,1861 710449017
8 130 0,9639 549840281
9 (C) 130 0,575 782246672
10 (C) 130 0,575 741760916
11 (C) 130 0,575 863752677
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Os resultados apresentados na Tabela 7 sdo melhor visualizados e
interpretados na Figura 15, onde sdo apresentados a curva de nivel e a
superficie de resposta para o planejamento do composto central.

“azdo(LP M)

Il - =Es
Bl =7.75E8
Il <c75E:
[ =&.75E8
. [ <4.75€8
a0 a0 20 100 120 140 160 180 200 20 oesg

Tempo{min) Wl <2.75€s

Figura 15. (a) superficie de resposta e (b) superficie de contorno geradas a partir dos dados da
Tabela 7.

A partir da insercdo dos dados da Tabela 7 no programa Statistica 10.0,
obteve-se os graficos da Figura 15 e os valores criticos para os fatores tempo de
extracdo e vazado de amostragem, que sao respectivamente, 106 minutos e 0,5
L'mint. Assim, para o método otimizado as condicdes de extracdo sdo
apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Condi¢des de extracéo para 0 método otimizado. Em azul estéo os fatores otimizados
via planejamento multivariado.

FATOR texx (Min) VA (L'min?)  Tex (°C) MP (mg)

Condigdo de extragao 106 0,5 90 130

5.4 Extracdo e Analise do Pelo Canino

A extracdo foi realizada conforme a metodologia ja descrita e com 0s
valores padronizados pela MSR-PCC. Para a obtencéo de melhores resultados,

0 nosso laboratério de pesquisa desenvolveu dois materiais de laboratério. Um
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vial foi adaptado em forma de “L” com duas aberturas para que funcionasse em
modo headspace dinamico, facilitando a dessorcéo e o trap dos COVs do pelo
canino no tubo adsorvente (Figura 16a). Para tornar essas duas variaveis ainda
mais eficientes no processo de extracéao, foi produzido um bloco de aluminio que
envolve parte do vial modificado e permite um aquecimento homogéneo da
amostra (Figura 16b). Esse bloco evita o aguecimento localizado da amostra, a
necessidade de temperaturas mais altas para se obter maior concentracéo de
COVs dessorvidos e, consequentemente, a dessorcdo dos COVs coletados no

tubo adsorvente devido ao ar quente.

Figura 16. a) Vial modificado e b) bloco de aluminio criados pelo grupo de pesquisa.

Na Figura 17 estd o cromatograma obtido de uma amostra de céo
infectado, utilizando as condi¢des otimizadas da extracdo dos COVs de pelo. O
cromatograma gerado apresentou, em meédia, cerca de 245 picos. Os dois
primeiros picos sdo caracteristicos do tenax TA e foram desconsiderados em

todas as etapas do trabalho.

A analise das amostras foi realizada em triplicata com um desvio padréo
relativo de até 20% do valor de area total (RIBANI et al., 2004).
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5.5 Identificagdo dos Picos

Foram identificados 30 compostos por injecao de padrdo e 9 compostos
por indice de kovats. Na Figura 17 é possivel observar os 39 compostos

identificados no cromatograma de uma amostra de pelo de cédo infectado.

Intensity
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Figura 17. Cromatograma obtido apdés a otimizacdo do método de extracdo. Os
compostos identificados estdo humerados e descritos ha Tabela 9.

Os dois primeiros picos sado artefatos que geram o chamado “pico do
sistema”. Isso ocorre porque o trap interno do TD-GC-FID é composto por Tenax
TA. A quantidade destes mesmos artefatos, originados a partir do tubo
multicamada que também é composto por Tenax TA, sdo minimizados apds o

usual recondicionamento dos tubos.

A Tabela 9 mostra os 39 compostos identificados com seus respectivos
KI experimentais e da literatura, obtidos a partir das bases de dados de indices
de Kovats. Apenas 0os 9 compostos em negrito foram identificados,
exclusivamente, a partir do Kl e, os demais compostos, foram identificados por
injecdo de padrédo. Para a série homoldga de hidrocarbonetos, obtidos a partir
da injecdo de um padrao mix, ndo foram apresentados os valores de Kl, uma vez
que a identificacéo por injecao de padrao é superior a identificacao por indice de

Kovats. Outros compostos cujos valores de Kl foram apresentados, mesmo
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identificados por injecdo de padrao, servem para realcar como € util e confiavel

a identificacdo por indice kovats.

Tabela 9. Compostos organicos volateis identificados nas amostras de pelo de cées residentes
em area endémica para leishmaniose visceral, com seus respectivos indices de Kovats.

indice de Kovats

indice de Kovats

N Composto Composto

KI Exp®  K;Lit? KI Exp Ki Lit
1 Hexanol 860 858 21 Hexadecano
2 Heptanal 867 877 22 8-Pentadecanona 1661 1659
3 Nonano 23 Heptadecano
4 Benzaldeido 930 925 24 Octadecano
5 Heptanol 960 954,9 25 Acido pentadecandico 1834 1840
6 1-Octen-3-ol 968 968 26 heptadecanal 1880 1880
7 Octanal 983 983 27 Nonadecano
8 Decano 28 Acido hexadecanéico 1956 1950
9 Octanol 1061 1061 29 Eicosano
10 Nonanal 1084 1080 30 1-octadecanol 2055 2058
11 Undecano 31 (Z)-Metil-octadec-9- 20710 2074,
12 Nonanol enoato
13 Decanal 1185 1186 32 Heneicosano
14 Dodecano 33 Docosano
15  Acido Nonanoico 1259 1263 34 N°"adeE°tai;°at° e 75 2274
16 Tridecano 35 Tricosano
17 Tetradecano 36 Tetracosano
18 Pentadecano 37 Pentacosano
19 Acido Dodecandico 1554 1550 38 Hexacosano
20 tetradecanal 1587 1584 39 Heptacosano

1 K1 Exp: indice de Kovats obtido no experimento; 2 Kl Lit: indice de Kovats obtido na literatura; * Os
compostos em negrito foram identificados por indice de kovats.

5.6 Andalise de dados

O objetivo do tratamento estatistico das amostras atraves de PCA e PLS-

DA foi observar tendéncias de agrupamento e classificagdo das amostras com
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base na carga parasitaria. As amostras e os valores de area de cada composto
foram coletados em triplicatas e organizadas em trés grupos de acordo com a
carga parasitaria (G1, G2 e G3). Estes valores absolutos foram somados para
cada analise da triplicata e, em seguida, transformados em valores relativos, isto

€, calculado o valor em percentagem do composto em cada replicata da amostra.

Os possiveis padrbes de agrupamento entre amostras de cdes com
auséncia de parasita (G1), com baixa carga parasitaria (G2) e animais com alta
carga parasitaria (G3), foram inicialmente avaliados por PCA. A Figura 18 ilustra
o grafico dos scores, onde cada ponto representa uma amostra e foram
empregadas diferentes cores para identificar os grupos a que cada amostra
pertence.

Avaliando a Figura 18, verifica-se que ndo ha uma separacéo nitida entre
os diferentes grupos de amostras. Por outro lado, nota-se que maior parte das
amostras de caes com auséncia do parasita encontram-se nos quadrantes
superiores do grafico enquanto as amostras com baixa e alta cargas parasitérias,
em maior proporc¢ao, encontram-se na porcao inferior do gréfico, indicando que
o0 segundo componente principal (PC2) contribui para esta discriminacdo. Os
resultados obtidos por PCA apontam uma possibilidade de discriminacado das
diferentes cargas parasitarias a partir do perfil de COVs, porém ainda ha uma
grande sobreposicdo entre 0s grupos, verificando-se, portanto, a relevancia do
emprego de outras técnicas quimiométricas de identificacdo de padrdes

multivariados.
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Figura 18. Gréfico dos scores por PCA onde cada ponto representa uma amostra,
sendo amostras com auséncia do parasita (azul), baixa carga parasitaria (verde) e alta
carga parasitaria (vermelho).

Foi construido um modelo PLS-DA para verificar se uma determinada
amostra pertence a classe de amostras que esta sendo avaliada. Neste modelo
foi atribuido um valor positivo (+1) para amostras de cdes que pertencem ao
grupo em andlise no momento, e um valor negativo (-1) para as demais
amostras. Na etapa de previsdo por PLS-DA, uma amostra é identificada como
pertencendo a um determinado grupo se, usando o modelo para este grupo, um
valor positivo for previsto, sendo esta etapa repetida para verificar se a amostra

pertence aos demais grupos.

Um total de 9 varidveis latentes foram identificadas como o numero étimo
para obter menores erros de previsao por PLS-DA. A Figura 19 ilustra o gréfico
dos scores das duas primeiras variaveis latentes obtidas por PLS-DA
empregando validacdo cruzada completa, representando aproximadamente
60% da variabilidade das informac¢des do conjunto de dados. Avaliando a Figura
19, verifica-se que a maior parte das amostras com auséncia de parasita
encontram-se no quadrante inferior a direita, enquanto as amostras com baixa e
elevada carga parasitaria encontram-se majoritariamente no quadrante superior,

dispersas entre a porcao direita e esquerda.

Ainda que o grafico dos scores obtido por PLS-DA (Figura 19) néo
represente valor proximo a 100% da variabilidade das informa¢des do conjunto

de dados, a discriminacdo € mais nitida entre cdes com auséncia e presenca do
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parasita, independente da carga parasitaria, quando comparado aos resultados

do PCA visualizados na Figura 18.
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Figura 19. Grafico dos scores por PLS-DA onde cada ponto representa uma amostra,
sendo amostras com auséncia do parasita (azul), baixa carga parasitaria (verde) e alta
carga parasitaria (vermelho).

As Figuras 20, 21e 22 ilustram os resultados da discriminacdo por PLS-

DA entre os cées dos diferentes grupos (G1, G2 e G3).
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Figura 20. Discriminagdo por PLS-DA entre cdes com auséncia de parasita (vermelho)
e caes com baixa e alta carga parasitaria (azul).
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Figura 21. Discriminacdo por PLS-DA entre cdes com baixa carga parasitéria
(vermelho) e caes com auséncia do parasita e com alta carga parasitaria (azul).
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Figura 22. Discriminacdo por PLS-DA entre cdes com alta carga parasitaria (vermelho)
e cdes com auséncia do parasita e com baixa carga parasitaria (azul).

A Tabela 10 apresenta a distribuicdo dos erros de classificagéo por PLS-
DA empregando todos os 39 COVs identificados entre as 105 amostras. O Erro
Tipo | corresponde ao numero de amostras aos quais foram atribuidas o valor

+1, mas que o PLS-DA classificou como pertencendo ao grupo de amostras aos

52



quais foram atribuidas o valor -1. O valor do Erro Tipo | pode ser visualizado nas
figuras 20 a 22 como as amostras que aparecem no IV quadrante. O Erro Tipo Il
corresponde as amostras aos quais foram atribuidas o valor -1, mas que o
meétodo classificou como pertencendo as amostras as quais foram atribuidas o
valor +1. O valor do Erro Tipo Il pode ser visualizado nas figuras 20 a 22 como
as amostras que aparecem no Il quadrante. A classificacao correta corresponde
a fracdo do universo de 105 amostras aos quais o meétodo classificou
corretamente, sendo o somatério das amostras que aparecem no | e no lll

quadrante.

Verifica-se que os erros de classificacdo mais frequentes foram do Tipo |
(33,3 — 54,5%). Ainda que os resultados obtidos por PLS-DA sejam bastante
promissores, os erros de classificacdo ndo sdo tdo baixos para considerar 0s

modelos de classificacdo como satisfatorios.

Tabela 10. Frequéncia dos resultados da classificacdo por PLS-DA nos trés grupos estudados.

Classificagio  Errotipo I  Erro tipo 11°

Grupos Estudados
correta (n, %) (n, %) (n, %)

Cées com auséncia do parasita (Grupo I) 87 (82,9) 12 (33,3) 6 (8,7)
Cées com baixa carga parasitaria (Grupo 1) 76 (72,4) 19 (52,8) 10(14,5)

Cées com alta carga parasitaria (Grupo 1l1) 77 (73,3) 18 (54,5) 10(13,9)

a: Amostras ndo classificadas no grupo a que pertencem.
b: Amostras classificadas como pertencendo a um grupo incorreto.

De uma forma geral, o modelo PLS-DA consegue lidar com um conjunto
multivariado de dados contendo COVs relevantes para a discriminacdo e
compostos quimicos nado informativos. Por outro lado, na presenca de muitos
COVs nédo informativos no modelo PLS-DA, especialmente COVs néo

informativos com altas areas, contribui para deteriorar a qualidade do modelo.

Uma vez que os resultados obtidos por PLS-DA ainda n&o foram os mais
satisfatorios, empregou-se para selecdo dos COVs duas técnicas de selecéo dos
componentes quimicos mais relevantes e discriminacdo multivariada, o MLR-
GA-DA e Stepwise MLR-DA.
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As variaveis selecionadas por MLR-GA-DA e Stepwise MLR-DA foram
iIdénticas, sendo escolhidos 10 COVs para cada um dos grupos, culminando em
resultados iguais nas previsfes para as duas técnicas de selecdo de variaveis.
A Tabela 11 ilustra os COVs selecionados para discriminacdo entre os trés
grupos, indicando também aqueles que foram selecionados como relevantes

para mais de um grupo.

Tabela 11. Selecéo de covs por MLR-GA-DA / Stepwise MLR-DA nos trés grupos estudados.

COVs selecionados

Octanal, tetradecanal, hexadecano,

hetptadecano, acido pentadecanoico,
Cées com auséncia do parasita
nonadecano, eicosano, acido 9-
(Grupo I)
octadecenoico,  &cido  nonadecandico,

heptacosano

Hexanol, heptanol, octanal, octanol, nonanal,

Cées com baixa carga parasitaria
tetradecano, pentadecano, heptadecanal,

(Grupo 1)
docosano, heptacosano
Hexanol, heptanal, octanol, dodecano,
Cées com alta carga parasitaria pentadecano, heptadecano, nonadecano,
(Grupo I11) octadecano, acido nonadecanoico,

heptacosano

Sublinhados: COVs selecionados comuns em dois grupos. Sublinhado e italico: COVs
comum aos trés grupos.

As Figuras 23, 24 e 25 ilustram os resultados da discriminagdo por MLR-
GA-DA/Stepwise MLR-DA entre os cdes do Grupo 1 - auséncia do parasita;
Grupo 2 - baixa carga parasitaria e Grupo 3 - alta carga parasitaria. Ao comparar
estes resultados com os obtidos por PLS-DA empregando todos os COVs,

verifica-se um melhora na qualidade das classificagcoes.
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Figura 23. Discriminacao por MLR-GA-DA / Stepwise MLR-DA entre cdes com auséncia
do parasita (direita) e baixa e alta carga parasitaria (esquerda).
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carga do parasita (direita) e cdes com auséncia do parasita e com baixa carga
parasitaria (esquerda).

A melhoria dos resultados de classificacdo por MLR-GA-DA / Stepwise

MLR-DA esta associada a remocao de COVs nao informativos e inclusdo apenas

daqueles mais relevantes para discriminacdo entre os grupos. Os coeficientes

de regressao para cada modelo de classificacdo MLR-GA-DA / Stepwise MLR-

DA estéao ilustrados nas Figuras 26, 27 e 28.
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Figura 26. Coeficientes de regressdo MLR-GA-DA / Stepwise MLR-DA para
discriminacdo de cdes com auséncia do parasita de cdes com baixa e alta carga

parasitaria.
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discriminacao de cdes com baixa carga parasitaria de caes com auséncia do parasita e
alta carga parasitéaria.
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Figura 28. Coeficientes de regressdo MLR-GA-DA / Stepwise MLR-DA para

discriminacdo de caes com alta carga parasitaria de cdes com auséncia do parasita e
baixa carga parasitaria.

Quanto maior o valor absoluto do coeficiente de regressdo de um
determinado composto, maior a variacdo deste composto no grupo de estudo
guando comparado aos demais, ou seja, mais relevante ele é para
discriminagédo, sendo que quando apresenta valores positivos, este COV, em
meédia, tende a estar em maiores concentracdes para o grupo de amostra
avaliado. Analogamente, quando o coeficiente de regressdo de um COV é
negativo, indica que ele tende a estar em concentragdes menores no grupo em

estudo quando comparado aos demais. Assim, € possivel observar que ap6és a
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retirada dos COVs néo informativos e a utilizacdo apenas dos compostos mais
relevantes para cada grupo apresentado na Tabela 11, nota-se uma tendéncia
na variacao de alguns grupos funcionais nos COVs presentes nas amostras dos
grupos G1, G2 e G3.

No grupo G1, nota-se uma pequena concentracao de aldeidos que sobe
em G2, e cai um pouco em G3, mantendo-se praticamente estaveis. Avaliando
os hidrocarbonetos, os coeficiente de regressao estdo em uma estreita janela
que vai de -0,2 a 0,2, salvo algumas exce¢des como 0 nonadecano que esta em
baixissima concentracdo em G1, ndo aparece como COV relevante em G2,

reaparecendo em concentra¢cdes mais elevadas no grupo G3.

Hidrocarbonetos j& foram identificados como compostos atratores e, para
o L. longipalpis, uma investigacdo mais acurada através de bioensaio
comportamental ou teste eletrofisiolégico colocaria 0 honadecano como nossa
melhor hipotese entre os hidrocarbonetos. O fato deste composto ndo aparecer
como relevante em G2 ndo quer dizer que ele tenha menos chance de ser um
biomarcador do que compostos cujas concentracées aumentam gradativamente
do grupo G1 até o G3. O que se observa naturalmente € que existem apenas
cées sadios e caes infectados, independente do grau de parasitismo do animal.
COURTENAY et al., (2002) relatam que o alto grau de infeccéo € preponderante
no ciclo de transmissdo da doenga quando o vetor € o L. longipalpis, uma vez
gue este vetor € menos suscetivel a infeccdo do que outros flebotomineos.
Ademais, cdes mais infecciosos (de maior carga parasitaria), transmitem mais
facilmente a doenca (TRAVI et al., 2001). Assim, é indutivo pensar que o inseto
sera mais atraido por caes cujos cairomdnios sdo mais caracteristicos do alto

grau de parasitismo, a exemplo do nonadecano.

Dentre as informacdes mais relevantes, ha um destaque especial para 0s
alcoois. Estes ndo aparecem como compostos relevantes em G1. Em G2 o
hexanol aparece em baixissimas concentra¢des, junto com o heptanol que
apresenta um pequeno coeficiente de regressao negativo, mas em G3 o hexanol
e octanol apresentam, entre todos os COVs relevantes investigados, os maiores

valores de coeficiente de regressao positivos, indicando que na média, foram os
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compostos relevantes de maior concentracdo em caes com alta carga parasitaria

guando comparado com os demais grupos.

Este fato parece ser um indicativo de que cdes saudaveis exalam um odor
com baixissima concentracao de alcoois como hexanol, heptanol e octanol, uma
vez que todos eles estdo presentes nos trés grupos estudados, ainda que néo
aparecam como relevantes para G1 na Figura 26; para caes com baixa carga
parasitaria, estes mesmos alcoois aparecem como relevantes mesmo em baixas
concentracfes, como pode ser observado na Figura 27 e, para cdes com alta
carga de infeccao, o hexanol e octanol apresentam-se como COVs relevantes e

em altas concentragfes quando comparados aos demais grupos.

Além de se apresentar como possiveis biomarcadores da LV canina, a
forma como o hexanol e octanol aparecem nas trés classes de amostras
estudadas também poderia respaldar a hipotese de KNOLS; MEIJERINK, (1997)
e O'SHEA et al, (2002) de que o inseto pica preferencialmente animais
infectados, uma vez que cées saudaveis e infectados, exalam hexanol e octanol,
porém em concentracfes cada vez mais elevadas a medida que a carga
parasitaria no hospedeiro se eleva, tornando caes infectados mais facilmente

detectaveis através do odor destes alcoois.

Usando alguns alcoois alifaticos de cadeia curta, 0 hexano como controle
negativo e o 1-octen-3-ol, como controle positivo, Machado et al., (2015) testou
a atratividade de alguns alcoois em diferentes concentracdes frente ao
Nyssomyia neivai, um Psychodidae da mesma familia do Lutzomyia longipalpis
e percebeu gue o inseto é 3ativado e/ou atraido por estes alcoois com diferentes
intensidades. O teste mostrou que entre os alcoois testados, o hexanol e o
octanol foram 0s compostos que apresentaram a maior porcentagem de insetos
ativados/atraidos, sendo que o hexanol mostrou uma porcentagem de atracao
superior ao 1-octen-3-ol, denominado no estudo de octenol, o qual a literatura ja
0 apresentou como composto atrator para esta espécie de inseto (Pinto et al.,
2012).

3 Ativado equivale ao nimero de insetos que deixam a cAmara de liberacdo dentro do tunel de vento.
Atraido equivale ao nimero de insetos que alcancam a fonte de estimulo.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Magalh&aes-Junior et al.,
(2014) quando estes autores estudaram a atratividade do L. longipalpis ao 1-
octen-3-ol, heptanol, octanol, nonanol e encontraram que machos e fémeas
desta espécie sao fortemente atraidos pelo 1-octen-3-ol, nonanol e heptanol, os
quais sao encontrados como volateis de plantas. Diferentemente do N. neivai, 0
L. longipalpis ndo apresentou resposta concentracdo-dependente ao octanol,
sobressaindo apenas, estatisticamente, a ativacao e atracdo em concentragoes
de 50% de octanol para fémeas e, concentracdes de 10% de octanol para

machos quando comparadas ao controle.

A mistura de &lcoois descrito no trabalho de Machado et al., (2015),
mostra que o inseto é também sensivel & mistura de alcoois. Este fato pode ser
explorado em um bioensaio comportamental do L. longipalpis, uma vez que o
cdo com baixa e alta carga parasitaria eleva a concentracdo de alcoois exalados
a partir do pelo. Outro bom motivo para esta investigacdo é a potencializacao do
efeito atrator de um composto pela interacdo sinérgica de outro(s) composto(s).
Assim, alcoois como o octanol podem gerar elevadas porcentagens de atracao

para o N. neivai tanto quanto para o L. longipalpis.

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo das classificagcbes corretamente
realizadas e os erros de classificagdo por MLR-GA-DA / Stepwise MLR-DA
empregando todos os VOC selecionados. Os percentuais dos erros mais
frequentes foram Tipo | (25,0 - 27,8%).

Tabela 12. Frequéncia dos resultados da classificacdo por MLR-GA-DA / Stepwise
MLR-DA nos trés grupos estudados.

Classificacdo  Errotipo I*  Erro tipo II°
Grupos Estudados

correta (n, %) (n, %) (n, %)

Cées com auséncia do parasita (Grupo I) 92 (87,6) 9 (25,0) 3(4,3)
Cées com baixa carga parasitaria (Grupo II) 91 (96,7) 10 (27,8) 4 (5,8)
Cées com alta carga parasitaria (Grupo I11) 93 (88,6) 9 (27,3) 3(4,2)

a: Amostras ndo classificadas no grupo a que pertencem.
b: Amostras classificadas como pertencendo a um grupo incorreto.
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A Tabela 12 apresenta uma faixa do percentual de erros tipo | e tipo Il, muito
menor quando comparada a tabela 10, onde ndo houve remocao de COVs nao
informativos. Estes menores valores percentuais mostram um modelo

satisfatorio para a classificacdo dos trés grupos de cées estudados.
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6.0 CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método de extracdo do tipo purge and trap usando SPE e
a técnica TD-GC-FID para identificacdo de COVs exalados do pelo de cées
sadios e infectados por Leishmania sp.;

Através da aplicacéo de técnicas de analise multivariada foi possivel discriminar
as amostras entre os grupos de caes sadios, com baixa carga parasitaria e alta

carga parasitaria;

A técnica desenvolvida permitiu a identificacdo em cdes de possiveis
biomarcadores de infecgcao por Leishmania sp.
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7.0 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar o método de extracdo desenvolvido na avaliagdo da atratividade do L.
longipalpis a extratos obtidos do pelo de cées sadios e infectados por Leishmania

Sp;

Avaliar a resposta eletrofisiolégica em antenas de fémeas de L. longipalpis aos

COVs identificados.
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8.0 ANEXO

Anexo 1 — Teste diagnéstico: qPCR

Amostra| qPCR de Baco Resultado Definitivo
RUR 007 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 017 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 018 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 019 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 020 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 052 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 064 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 078 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 083 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 110 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 111 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 155 0,00 Negativo, auséncia do parasita
RUR 042 0,11 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 109 0,64 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 039 1,07 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 021 1,86 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 023 2,00 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 073 6,10 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 001 6,85 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 108 16,98 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 127 19,44 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 056 599,72 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 004 695,01 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 068 992,57 Positivo, baixa carga parasitaria
RUR 016 1566,14 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 191 2566,40 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 069 3194,00 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 074 3925,56 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 150 9789,00 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 112 10107,92 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 055 10670,58 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 072 15080,00 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 038 46987,26 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 065 77628,50 Positivo, alta carga parsitaria
RUR 003 1498224,13 Positivo, alta carga parsitaria
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