Universidade de Lisboa

Faculdade de Farmacia

U

l|SBUA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE FARMACIA

DE LISBOA Universidade de Lisboa

Otimizacdo de separacédo de Acidos Biliares por
HPLC acoplada a MS/MS

Maria Beatriz Forja Paz
Pedro Fernandes

Trabalho de Campo orientado pelo Professor Doutor Humberto E. Ferreira,
Professor Auxiliar da Faculdade de Farmacia

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

2023






Universidade de Lisboa

Faculdade de Farmacia

U

“SBUA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE FARMACIA

DELISBOA Universidade de Lisboa

Otimizaco de separacédo de Acidos Biliares por
HPLC acoplada a MS/MS

Maria Beatriz Forja Paz
Pedro Fernandes

Trabalho Final de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
apresentado a Universidade de Lisboa através da Faculdade de Farmécia

Trabalho de Campo orientado pelo Professor Doutor Humberto E. Ferreira,
Professor Auxiliar da Faculdade de Farmacia

2023






Agradecimentos:

Ao professor Humberto, por ter apostado em mim e no meu potencial, numa altura em que o meu
rumo na faculdade nédo estava tracado e por me ter ajudado ao longo dos ultimos 4 anos. Gragas a
si e as inumeras ocasifes em que trabalhdmos em conjunto, pude desenvolver o meu espirito critico
e confianga nas minhas capacidades de trabalho laboratorial, assim como perceber que o espaco
dentro de um laboratorio € um lugar de aprendizagem constante, sem ter que haver juizos de valor
por falta de conhecimento, o0 que me suscitou uma grande paixao pelo trabalho em laboratério.
Agradeco também todo o esfor¢o e dedicacdo que demonstrou ao longo dos Ultimos 9 meses e por
nunca ter deixado de acreditar em mim.

Ao0s meus pais, que sdo 0s meus maiores cheerleaders e que sempre me apoiaram em todas as
decisdes que tomei e que me incentivaram a descobrir novos horizontes e a explorar a minha
curiosidade.

Valorizo eternamente todos os sacrificios que fizeram por mim, ao longo dos ultimos 24 anos e por
me terem proporcionado a melhor ferramenta que eu posso ter para a minha vida futura: a minha
educacéo.

Todo o vosso amor e apoio que me deram durante 0 meu percurso da faculdade foi essencial para
conseguir concluir o curso, face a todas as adversidades que enfrentdmos os trés em familia.

Para além disso, ndo poderia estar aqui sem a vossa forca e perseveranca. O nosso percurso de vida
a 3 repleto de desafios e situagdes novas ensinou-me a adaptar e a manter em mente que nao é
como nds caimos, é como nds nos levantamos e seguimos com 0 nosso caminho.

Ao Manuel, por todo o amor e apoio incondicional que me deste ao longo do meu percurso
académico, entre seres 0 meu fact cheeker enquanto estudava anatomia e fisiologia e precisava de
decorar os nomes dos 0ssos, a todo o0 apoio que me deste quando tive a rutura de ligamentos no pé
direito e as boleias infinitas, e por me apoiares nas alturas mais dificeis do curso, sem nunca me
deixares cair.

Eu ndo estaria aqui se ndo fosse por ti e por isso, fico-te eternamente grata. Contigo e com nosso
puppy Mike, fazemos a nossa pequena familia repleta de amor e risos.

Ao longo dos altimos 7 anos, tenho tido o melhor parceiro para a vida que podia pedir e espero
continuar ao teu lado por muitos mais anos.

A todos os meus amigos e familia, que me acompanharam ao longo destes 6 anos, quer seja em
Portugal, ou na Australia, ou no México, levo-vos sempre comigo, pois quando a amizade é forte,
sobrevive todos os desafios. Sempre ouvi a frase “o curso ndo se faz sozinho” e felizmente, tive a
oportunidade de perceber o significado dessa frase e conhecer pessoas incriveis durante o curso,
que vou levar sempre comigo, especialmente a ti, Mafalda, o meu raio de sol.

Adoro-vos com todo 0 meu coracéo.
Obrigada por tudo.



Resumo:

Os &cidos biliares (AB) sdo compostos essenciais para varios processos fisioldgicos e sdo produtos
derivados do colesterol, apds a metabolizacdo hepatica, que originam AB livres e AB conjugados,
como € o caso dos glicoconjugados e tauroconjugados.

Alguns dos processos bioldgicos em que os AB estdo envolvidos sdo a homeostasia lipidica,
sinalizagdo celular e regulacdo dos niveis de glicémia.

Adicionalmente, sdo cada vez mais importantes para o diagndstico e prognostico de complicagdes
associadas a transplantes hepéticos.

Usando como referéncia o trabalho anteriormente realizado pelo Professor Doutor Humberto E.
Ferreira no ambito dos AB, estudou-se a separacdo dos AB conjugados com taurina e glicina, por
HPLC-MS/MS, com a utilizacdo de uma mistura de solventes de fase movel basicos, com uma fase
organica (isopropanol e acetonitrilo) e uma fase aquosa (acetato de amoénio e agua), de forma a
potenciar a ionizacdo das moléculas em eletrospray, o que consequentemente aumenta o sinal
registado pelo MS/MS. Para além disso, a ordem de eluicdo dos AB conjugados passa a ser ditada
pelo nimero de grupos hidroxilo que o AB possuir.

Através do software JMP, foi feita a otimizacdo da composicdo da fase movel, tendo por base
Response Surface Models (RSM), que se baseiam em equagdes quadraticas a quatro incognitas
(cada uma respetiva a um componente do solvente), de forma a determinar a melhor composicao
da fase movel, que garanta uma boa separacao e eluicdo dos AB. O JMP permite ainda realizar
Design Of Experiments (DoE) com recurso ao |-optimal design, de forma a minimizar o nimero
de experiéncias necessarias a otimizacao da fase mdvel.

Baseando-se no trabalho previamente realizado, foi estudada uma nova composi¢do da fase movel,
aplicadas a uma nova coluna C18 fase reversa, que contém os varios solventes em estudo e que
permite otimizar o processo de eluicdo e separacdo dos AB, nomeadamente ao avaliar a diferenca
dos tempos de retengdo de compostos di-hidroxilados que contenham o mesmo tipo de molécula
conjugada. A otimizacdo da fase movel permite uma maior tolerncia a alteracdes durante a
eluicdo, sem comprometer a separagdo dos compostos, 0 que contribui para a robustez do método.

Palavras-chave: Acidos e Sais Biliares, HPLC-MS/MS, RSM, I-Optimal Design, DoE



Abstract:

Bile acids (BA) are essential compounds for several physiological functions, and byproduct of
cholesterol, after hepatic metabolization. There are at least two types of BA: free BA and
conjugated BA, such as the glycoconjugates and the tauroconjugates.

Some of the physiological roles that BA perform are lipid homeostasis, cellular signaling and
glycemic regulation.

In addition to their metabolic role, BA have become a powerful tool regarding diagnosis and
prognosis in liver transplanted patients.

Using the work previously done by PhD Professor Humberto E. Ferreira in regards to BA as
reference, namely the BA conjugated with taurine and glycine, their separation has been studied
using HPLC-MS/MS and a mobile phase using basic solvents, which consists of a mixture of an
organic phase (isopropanol, acetonitrile) and an organic phase (ammonium acetate and water), in
order to increase the BA ionization, by means of electrospray, which in turn increases the signal
captured by MS/MS. In addition, the order in which the BA are eluted is dictated by the number of
hydroxyl groups in the molecules.

By using JMP software, we were able to optimize the mobile phase, while using Response Surface
Models (RSM), which use quadratic equations with four variables (one variable per solvent), in
order to determine the best mobile phase for the separation and elution of the BA. In addition, JMP
allows for a Design of Experiments (DoE), using I-optimal design, which decreases the number of
experiments necessary to optimize the mobile phase.

Based on previous work, we studied a new mobile phase, by resorting to a new C18 column and
using a mixture of the different solvents previously used, not only to determine a new mobile phase
that allows a better separation and elution of BA, but also to analyze outcome variables, such as
the difference between the retention times of di-hydroxyl BA that have the same conjugated
molecule. This new mobile phase allows for a more robust technique, without compromising the
separation of the molecules.

Key words: Bile Acids and Salts, HPLC-MS/MS, RSM, I-Optimal Design, DoE
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Abreviaturas

3D: Three dimensional

AB: &cidos biliares

AC / CA: &cido colico

ASH: figado gordo alcodlico

BA: bile acids

CsH~O: isopropanol

CDC: &cido quenodeoxicolico

CHsCN: acetonitrilo

CH3COONHq4: acetato de amonio:

DC: &cido desoxicolico

DoE: Design of Experiments, ou delineamento experimental
FXR: recetor X Farsenoide

GCDC: acido glicoquenodeoxicdlico

GDC: acido glicodeoxicolico

Glico: glicoconjugados

GLP-1: peptido semelhante a glucose

H20: Agua

HPLC: high performance liquid chromatography
mM: millimolar

MS: mass spectroscopy

MS/MS: mass spectroscopy/ mass spectroscopy
NASH: figado gordo néo alcoolico

RSM: Response Surface Models

Tauro: tauroconjugados

TCDC: acido tauroquenodeoxicolico

TDC: &cido taurodeoxicolico

UPLC: Ultra pressure liquid chromatography
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Introducéo:
Acidos Biliares

Sintese

Os Acidos Biliares (AB) sdo moléculas esteroides complexas que desempenham Vvérios papéis
fisioldgicos que sdo essenciais para varios processos enddgenos. Os AB sdo sintetizados a nivel
hepatico e sdo armazenados sob a forma de bilis, um fluido corporal essencial para a homeostasia
de varios processos bioldgicos. (1)

Os AB sao sintetizados nos hepatdcitos, no CYP27A1 e CYP7BL, a partir do colesterol e possuem
uma estrutura em C24. De forma a poder desempenhar um papel importante na homeostasia
lipidica, os AB necessitam de formar micelas e por isso sdo moléculas anfipaticas que possuem 2
faces diferentes: uma face hidrofilica (face alfa) com varios grupos hidroxilo, e uma face lipofilica
(face beta), com poucos grupos atractores de eletrdes e rica em grupos metilos. (1)

Existem 2 vias para a sintese dos AB: via classica e via alternativa.

A via classica constitui 90% do processo de sintese e d& origem ao &cido colico (CA), com grupos
hidroxilo nas posi¢bes C3, C7 e C12. (1)

A via alternativa constitui 10% do processo de sintese e da origem ao acido quenodeoxicolico
(CDCA) (figura 1), com grupos hidroxilo nas posicdes alfa C3 e C7. A via alternativa é mais
utilizada para a eliminacéo de colesterol em excesso, através das fezes. (1)

Figura 1: Acido quenodeoxicélico, PubChem

Apbs a sintese dos AB, estes podem sofrer processos de conjugacdo com moléculas enddgenas, de
forma a aumentar a polaridade e hidrofilia e facilitar a absorcéo pelas microvilosidades intestinais,
transporte linfatico e entero-porto-hepatico, mas também a sua eliminacéo. (2)
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Os processos de conjugacdo mais comuns S&o:
e Amidacdo N-Acil: adicdo de uma amina glicina/taurina a cadeia lateral do AB, em posicao
C24,
e Sulfatacdo: adicdo de um grupo sulfato, em posicdo C3 alfa do AB;
e Glucoronidacgdo: adi¢do de uma molécula de &cido glucorénico, em posi¢do C3 alfa do AB.

No caso do trabalho previamente desenvolvido, foram estudados compostos conjugados com
moléculas de taurina (figura 2) e glicina (figura 3).

Figura 2: Acido Tauroquenodeoxicdlico, PubChem Figura 3: Acido Glicoquenodeoxicdlico, PubChem

Funcoes Fisiolégicas

Devido ao facto dos AB apresentarem uma estrutura muito semelhante a dos corticosteroides,
mineralocorticoides, hormonas sexuais, 0s AB conseguem variadas funcdes, sendo as mais
relevantes as seguintes (1):

e Formacdo de micelas, no intestino, para absorcéo de lipidos da dieta:
o Tri, di e monoglicéridos;
o Acidos gordos ap6s acio de lipases;
o Moléculas de monoacilglicerdis;
o Vitaminas lipossoluveis;
o Colesterol;
e Excrecdo de compostos endégenos, como o colesterol;
e Excrecédo de xenobioticos;
e Controlo do crescimento da microbiota intestinal.

12



Adicionalmente, os AB sdo mensageiros hormonais e agentes inflamatorios, que regulam o
metabolismo energético (glicémico e lipidico). Os AB exercem fungfes ao nivel de 2 recetores
principais: recetor X farsenoide (FXR) e TGR5. (1)

No figado, os AB ativam o FXR, que inibe a transcricdo de genes importantes para a sintese de
AB, logo é um recetor envolvido nos mecanismos de feedback negativo na sintese de AB, pelos
préprios AB. As funcdes adjuvantes séo (1):

e Aumento das enzimas cujos substratos sdo AB;

e Aumento da bomba de excregdo de AB.

Os recetores TGR5 existem nas células de Kupffer, as células do Sistema Imunitéario responsaveis
pela protecdo imunolégica do figado. Estas células tém uma atividade protetora ativa contra (2):

e Figado gordo;

e Doencas inflamatorias intestinais;

e Aterosclerose;

e Diabetes.

Estes recetores induzem a sintese do GLP-1 (péptido semelhante a glucose), o que regula o apetite,
niveis de glucose, glucagon e insulina, a nivel pancreatico. (1)

Desta forma, os AB conseguem ser um marcador celular de varias patologias cada vez mais
relevantes para a sociedade ocidental, sendo estas (1,3,4):

e Rejeicdo de transplantes hepéticos;

e Figado gordo néo alcodlico (NASH) e Figado gordo alcodlico (ASH);
e Intolerancia a glucose;

e Doencas da vesicula biliar.

Através do doseamento e analise qualitativa de amostras biolégicas que contenham ABs, é possivel
aumentar as aplicacdes clinicas, com base nas concentraces e permitir melhores métodos de
diagndstico e prognostico destas mesmas doengas. (1,4)

Método Analitico de Acidos Biliares

O método de exceléncia para o doseamento dos AB é HPLC-MS/MS (tandem), pois permite manter
a integridade das moléculas e a especificidade e seletividade sdo ideais. (5)

A maioria dos métodos de doseamento com HPLC-MS/MS utilizam solventes de base aquosa
acida, contendo acido acético ou o acido férmico, pois estes vao diminuir a polaridade e a ionizagéo
das cadeias laterais aquando da entrada dos AB no segmento MS, do equipamento de HPLC-
MS/MS. Sabendo-se que formas idnicas positivas tém excelente sinal em MS/MS, a sua protonacéo
por &cidos aumenta o sinal. (2)
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Ao utilizar solventes acidos, a ordem de saida ap6s a analise depende do grupo prostético associado
a cadeia lateral, nomeadamente da polaridade deste grupo, sendo a ordem a seguinte: Conjugados
com taurina; conjugados com glicina; acidos biliares livres.

Como método inovador realizado em Trabalhos de Campo previamente orientado pelo professor
Humberto E. Ferreira, utilizaram-se solventes aquosos basicos, em vez de solventes aquosos
acidos, de forma a potenciar a ionizagéo das moléculas, nomeadamente dos grupos &cido carbonilo,
que ficam em déficit de protdes. (2)

A face beta do esteroide serve de ancora para com a fase estacionaria apolar (C18), 0s grupos
carboxilo terminais e grupos hidroxilo da face alfa interagem com o solvente. Desta forma os AB
séo eliminados consoante o nimero de grupos hidroxilo, o que realca o caracter anfipatico destas
moléculas. (2)

Trabalho Prévio

Previamente, ao presente trabalho foi realizado um processo de delineamento experimental com
vista a otimizacdo da fase movel, através do software JMP (versdo 10), com 0 objetivo de
correlacionar as varidveis de controlo e as variaveis de resultado obtidas apds as analises feitas as
misturas de AB, de forma a otimizar a composicao da fase movel, para assegurar os 2 objetivos do
trabalho (2):

e Melhor separacao;

e Maior Cadéncia de amostras processadas como resultado de uma boa separacéo.

Definiu-se previamente que as percentagens das fases organica e aquosa seriam respetivamente
35/65 % da fase movel. (2) Tal restricdo ndo existe no presente trabalho.

As variaveis de controlo definidas foram as percentagens dos solventes usados para a separagdo
dos acidos biliares, com fase movel de natureza basica (2):

e Isopropanol (C3H70O, CAS 67-63-0);

e Acetonitrilo (CHsCN, CAS 75-05-8);

e Acetato de Amdnio (CH3COONH4, CAS 631-61-8), em solucdo aquosa 10 mM;

e Agua (H20, CAS 7732-18-5).

As variaveis de resultado definidas foram os intervalos de tempo de elui¢éo dos 2 compostos di-
hidroxilados, delta t, ou At, em minutos, em cada uma das suas formas: conjugados com a glicina
e taurina:

o AtTCDC/TDC: acido tauroquenodeoxicolico e acido taurodeoxicolico;

o At GCDC /GDC: acido glicoquenodeoxicolico e &cido glicodeoxicolico.

Em cada grupo de conjugados, os di-hidroxilados sdo sempre os compostos mais dificeis de
separar, pelo que sdo 6timos alvos para um processo de otimizacgao de fases moveis.

Com base na interpretagéo dos resultados desse mesmo trabalho, concluiu-se que houve um grande
aumento de sinal, com a otimizacédo da fase movel, para alem de uma nova ordem de saida dos
compostos, tendo por base o nimero de grupos hidroxilo, e dentro de cada grupo por ordem de
conjugacéo. (2)As percentagens de cada solvente que originaram melhores resultados encontram-
se no Anexo 1.
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Apesar de ter havido uma otimizacdo da fase mdvel, o impacto de pequenas variacdes na
composicdo da fase mdvel tem um impacto significativo nas variaveis resultado, sendo que é
necessario aumentar a robustez e a estabilidade da analise, para além da zona estudada, o que
significa que é necessario realizar mais trabalho de DoE em que a composicdo da fase mével ndo
seja fixa em 35%/65%. (2)
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Objetivos

Os dois grandes objetivos deste trabalho sdo, para uma coluna nova (recém-introduzida no
mercado): 1) otimizar a fase mével de modo a separar os 2 pares de AB di-hidroxilados, que séo
as separacOes de referéncia para desenvolvimento de novas fases mdveis; 2) Ajustes adicionais
para reduzir ao minimo os tempos de retencdo, mantendo separacGes 6timas, ou seja, minimizar o
intervalo de tempo de elui¢do dos compostos, definido com delta t, ou At, expresso em minutos.

Com este trabalho, pretende-se explorar varios grupos de condigcdes experimentais que possam
aumentar a robustez e estabilidade do método analitico, diminuir o tempo de analise e a quantidade
de amostra necessaria, aumentando a sensibilidade do método.

Tendo por base o trabalho desempenhado anteriormente pelo professor e pela aluna Ana Catarina
Santos, foi decidido como abordagem experimental permitir a variacdo das percentagens de cada
solvente utilizado no trabalho anterior, cujas gamas de valores estdo na tabela 1, ou seja, adotar
uma abordagem experimental diferente da previamente utilizada.

Tabela 1: Gama de valores para os solventes da fase mével usados na presente otimizacéo.

Isopropanol 6,0 13,2
Acetonitrilo 18,0 28,8
Acetato de Amonio 54,6 75,3
Agua 0,0 3,6

A premissa deste pensamento é conseguir-se determinar se existem percentagens 6timas dentro dos
limites previamente mencionados (tabela 1), e averiguar se é possivel melhorar:

e Capacidade de separacdo dos compostos
e Tempo de retencdo de cada composto
e Cadéncia.

Esta otimizacdo vai ser feita mais uma vez com recurso ao software de Design-of-Experiments
JMP Pro 16, tendo por base as variaveis-controlo e as variaveis-resultado anteriormente usadas.
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Material e Métodos

Estrutura do trabalho experimental

Como método inovador adicional ao trabalho a ser realizado, escolheu-se dividir a componente
laboratorial em duas partes:

1. Definir as experiéncias necessarias a otimizacéo laboratorial com o apoio do software JMP,
para 0 DOE;

2. Executar as experiéncias delineadas pelo JMP e com o0s ajustes necessarios com base nos
resultados preliminares do primeiro DoE, a fim de determinarmos quais sdo as percentagens
de cada solvente para otimizacdo do processo de eluicdo, e o tempo de corrida, de modo
que este Ultimo seja 0 minimo possivel e conduza a uma separagdo eficaz (i.e., sem haver
sobreposicao de picos de varios compostos presentes na solucao a analisar).

Otimizacao da fase movel

A primeira parte do trabalho assenta no delineamento experimental e a otimizagao das experiéncias
a executar, de forma a minimizar: o nimero de experiéncias a realizar, o tempo utilizado para obter
resultados relevantes e maximizar a identificacdo de pontos criticos para o desenvolvimento do
nosso trabalho.

A utilizacdo do software JMP (leia-se JUMP) do SAS Instititute permite realizar varios modelos
de otimizacdo, que dependem somente dos objetivos pretendidos e do tipo de variaveis utilizadas:
variaveis-controle, i.e., 0s pontos criticos do delineamento experimental, e as variaveis-resposta,
i.e., 0 que é mensuravel das experiéncias realizadas. A versdo do JMP utilizada foi JMP Pro 16.1.0.

Neste trabalho, definiu-se como varidveis-controle as percentagens de cada solvente que compde
a fase movel e como variaveis-resposta a diferenca dos tempos de retencdo dos compostos di-
hidroxilados com o mesmo tipo de conjugacao (glicoconjugados, tauroconjugados e livres).

Neste caso, 0 objetivo é realizar a otimizagdo da fase movel, que é composta por quatro solventes
diferentes: isopropanol, acetonitrilo, acetato de aménio 10 mM e agua.

O modelo de otimizacdo utilizado foi o I-Optimal design, que minimiza as variancias (entre
resultados observados e esperados) permite obter resultados significativos com um baixo nimero
de experiéncias.

Adicionalmente, definiu-se o nimero de corridas a realizar em dezasseis, 0 que permitiu que o
software fizesse o delineamento de dezasseis experiéncias preliminares, que servem de ponto de
partida para rondas de otimizacdo subsequentes.

Apbs a execugdo das primeiras dezasseis corridas, caso fosse necessario, proceder-se-ia a

realizacdo de um lote adicional de dezasseis corridas mais especificas, tendo por base os resultados
obtidos do primeiro lote de experiéncias e a devida analise realizada pelo software.
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O lote das primeiras dezasseis experiéncias a realizar esta tabelado na tabela 2.

Tabela 2: Composicao percentual das fases moveis para os diferentes conjuntos experimentais

1 6,00 18,00 72,40 3,60 100,00
2 11,76 24,48 61,42 2,34 100,00
3 8,97 20,16 69,43 1,44 100,00
4 13,20 18,00 65,20 3,60 100,00
5 8,16 28,80 62,32 0,72 100,00
6 7,44 28,80 60,16 3,60 100,00
7 13,20 23,40 61,96 1,44 100,00
8 9,60 18,00 70,24 2,16 100,00
9 13,20 18,00 68,80 0,00 100,00
10 6,72 18,00 75,28 0,00 100,00
11 9,60 22,68 64,12 3,60 100,00
12 6,00 25,56 68,44 0,00 100,00
13 13,20 28,66 54,63 3,51 100,00
14 10,32 23,21 66,47 0,00 100,00
15 13,20 28,80 58,00 0,00 100,00
16 6,00 24,48 67,00 2,52 100,00

Execucao das experiéncias por HPLC MS/MS

Ap0s a realizacdo do DoE, procedeu-se a preparacdo laboratorial para a execu¢do das experiéncias
sugeridas pelo software.

Relativamente a utilizacdo de HPLC-MS/MS, a parte cromatografica é composta por um sistema
modular “Alliance 2695” (Waters Portugal), com 0s seguintes componentes e caracteristicas:

e Bomba quaternéria e valvula de mistura

e Injector automatico para 99 amostras, termostatizado

e Forno de coluna.

O sistema de detecgdo ¢ um espectrometro de massa “Quattro Micro” (Micromass, UK) com:

e Triplo quadrupolo

e Duas bombas de vacuo, sendo uma externa rotativa Edwards (E2M28B) e uma interna
turbo-molecular interna (Micromass, UK)

e Um tanque pulméo de azoto capaz de fornecer até 600L/min de gas, que é alimentado por
um gerador de azoto (SysAdvance, Portugal) que filtra 0 mesmo a partir de uma fonte de
ar comprimido

e Um sistema de fornecimento de amostra, externo ao HPLC, que através de uma bomba
peristaltica interna e um capilar fornece amostra ao espectrometro para calibrar as raz6es
m/z do equipamento e estudar fragmentacdo de compostos a analisar.
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Todo o equipamento descrito acima é controlado por software, a partir de um computador, usando
0 programa MassLynx versdo 4.1 SCN 714.

Relativamente a coluna utilizada para as corridas experimentais, foi utilizada a coluna C18HQ, 4.6
x 250 mm, 5 um, 100 A, da Uptisphere Strategy - Interchim, cujo nimero de lote é C18HQ100-5-
20343 e cujo certificado de analise se encontra no anexo 2.

Os canais MS/MS (filtros de sinal) utilizados para a identificagdo de quatro compostos, no
espectrometro de massa, ja tinham sido previamente definidos, aquando da realizagdo do trabalho
que precedeu o atual, para 0os compostos: acido tauroquenodeoxicolico, acido taurodeoxicdlico,
acido glicoquenodeoxicdlico e acido glicodeoxicolico. A definicdo dos canais encontra-se no
Anexo 3.

Relativamente aos solventes utilizados ja referidos, procedeu-se a utilizagdo de solventes de gama
HPLC, mas com uma purifica¢do adicional dos solventes aquosos, por filtracdo, de forma a garantir
que ndo existiam particulas em suspensao que pudessem contaminar e/ou comprometer o fluxo nos
varios canais capilares de solvente e nas valvulas de mistura.

O fluxo de solventes foi inicialmente definido em 0,2 mL/min e a durag&o das corridas em 120
minutos.

De forma a minimizar o desperdicio de solventes e maximizar o trabalho laboratorial, realizaram-
se duas etapas adicionais antes de executar as experiéncias:

e Converter as percentagens de cada solvente obtidas pelo JMP em volumes reais;
e Calcular o volume total de cada solvente que seria gasto para a realizacdo das dezasseis
corridas.

Para garantir a estabilizacdo da coluna de HPLC e de cada composic¢éo da fase mével, realizaram-
se 2 corridas por conjunto de condig¢des experimentais, 1 corrida sem injecdo do analito, mas sim
de metanol e 1 corrida com injecdo do analito em metanol, ambas com a mesma duragdo e com as
mesmas condicOes experimentais.

Adicionalmente, realizou-se uma corrida de limpeza no final da execucéo de todas as corridas, com
as condicdes experimentais do Gltimo conjunto sem usar acetato de aménio. Na realidade, em vez
de se realizar 16 corridas, realizaram-se 33 corridas, 0 que altera os volumes de solventes
necessarios para o trabalho laboratorial.
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A tabela 3 resume os volumes utilizados de cada solvente, para cada experiéncia, assim como 0s
volumes totais de cada solvente:

Tabela 3: Composicdo em mililitros de cada componente das fase moveis

Corrida C3H80 CH3CN CH3COONH4 H20
mL mL mL mL

1 5,40 16,20 65,16 3,24

2 10,58 22,03 55,28 2,11

3 8,07 18,14 62,49 1,30

4 11,88 16,20 58,68 3,24

5 7,34 25,92 56,09 0,65

6 6,70 25,92 54,14 3,24

7 11,88 21,06 55,76 1,30

8 8,64 16,20 63,22 1,94

9 11,88 16,20 61,92 0,00

10 6,05 16,20 67,75 0,00

11 8,64 20,41 57,71 3,24

12 5,40 23,00 61,60 0,00

13 11,88 25,80 49,17 3,16

14 9,29 20,89 59,82 0,00

15 11,88 25,92 52,20 0,00

16 5,40 22,03 60,30 2,27
Limpeza 5,40 22,03 60,30 2,27

Volume total
(2 corridas por 287,22 686,29 194287 53,62
conjunto)

Relativamente a preparacdo da amostra, procedeu-se a mistura dos quatro &cidos biliares di-
hidroxilados, cujas concentracgdes iniciais estdo apresentadas na tabela 4:

Tabela 4: Concentragfes dos AB para preparacdo do analito

Acidos Biliares Concentragdes (mg/mL)
TCDC 0,1050
TDC 0,1010
GCDC 0,0976
GDC 0,1009
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No entanto, devido a uma anélise prévia de cada um dos compostos no mesmo equipamento,
determinou-se que seria necessario fazer um ajuste de intensidade de sinal dos compostos, ao
adicionarmos volumes diferentes de cada uma das solugbes, a fim de garantir que ndo iria haver
um composto com uma intensidade de sinal muito superior, comparativamente aos outros.

Desta forma, a tabela 5 apresenta os seguintes volumes de cada uma das solu¢fes dos compostos
utilizados, para se obter um volume final de 326 microlitros:

Tabela 5: Composicao da amostra que contém os analitos

TCDC 0,1050 65,00
TDC 0,1010 10,00
GCDC 0,0976 262,00
GDC 0,1009 14,76

Relativamente a duragdo das corridas e o tempo total de execucdo das trinta e trés corridas, definiu-
se como duracao de cada corrida 120 minutos, o que perfaz 3960 minutos, ou seja, 66 horas para
executar o lote de corridas com a solucéo de metanol (branco) e a solugéo a analisar.
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Resultados e Discusséo:
Execucéo laboratorial das experiéncias por HPLC-MS/MS

Parametros laboratoriais a ajustar

O primeiro lote de 16 experiéncias foi realizado nas condi¢fes delineadas pelo JMP e apos a
imputacdo dos resultados para o software de analise das corridas de HPLC-MS/MS (Clarity),
realizou-se a analise dos cromatogramas obtidos, e registaram-se 0s tempos de retencdo de cada
composto e foi possivel concluir dois aspetos fundamentais para a otimizacao do lote seguinte de
experiéncias.

Primeiramente, a intensidade do sinal dos quatro compostos da solu¢do a analisar ndo era idéntico,
pois existiam compostos com intensidades de sinal a rondar 102 e o écido glicodeoxicélico com
intensidades de sinal a rondar as centenas, o que permitiu aferir que a concentracao inicial deste
composto ndo estava correta.

Isto constitui um problema, pois é necessario que a intensidade de cada composto seja idéntica,
mas também porque é necessario para uma analise por MS/MS correta que a intensidade dos picos
de cada composto seja inferior a 10°.

Apesar de se terem feito ajustes iniciais de concentracdo para assegurar que este problema néo se
iria colocar, o ajuste ndo foi bem-sucedido.

Serd, pois, necessario so refazer certas “solucdes méae” (nomeadamente do &cido glicodeoxicolico),
bem como concentrar a solucdo a analisar, para se obter intensidades de sinal consideradas normais
para os AB, que sejam inferiores 10’em area.

Para tal, fez-se um novo vial e recorreu-se a0 méetodo de evaporacao por azoto, de forma a se
conseguir concentrar mais as solugdes de AB. Colocou-se 1 mL de cada solucdo (0,10 mg/mL),
levando a secura 3 das solucBes de ABs e a quarta solucdo ndo foi levada a secura, pois serviu para
ressolubilizar os ABs cujos solventes tinham sido evaporados previamente.

A segunda concluséo foi referente a duracdo de cada corrida e a capacidade de eluicdo dos
COmpostos.

Com base nos tempos de retencdo obtidos e os picos de cada composto, foi possivel determinar
que certos compostos glico, como é o caso do acido glicodeoxic6lico, ndo estavam a ser analisados
e eluidos durante os 90 minutos de cada corrida, mas sim ao inicio da corrida seguinte,
aproximadamente nos primeiros 15 minutos de anélise.

Isto demonstra ser um problema néo s6 pela elui¢do insuficiente dos compostos em andlise, mas
também porque as condi¢bes experimentais sdo diferentes entre corridas, pois sao experiéncias
diferentes.

Desta forma, decidiu-se alterar as condi¢fes experimentais em 2 parametros:

e Aumentar a duragéo das corridas de 120 minutos para 180 minutos;
e Aumentar o fluxo de 0,2 mL/min para 0,5 mL/min.
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O objetivo destas alteracfes é assegurar que ao aumentar a durag¢do da corrida, 0S compostos sao
eluidos durante o uso da mesma fase movel, que corresponde as condi¢fes experimentais
previamente definidas no conjunto DoE, e confirmar se um fluxo mais elevado facilita a elui¢éo
dos compostos ou néo.

Apds a execucao de algumas corridas nestas condi¢Bes experimentais, concluiu-se que mesmo com
0 aumento da duracdo das corridas, algumas das experiéncias delineadas ndo permitiam que a
eluicdo dos compostos fosse realizada durante os 180 minutos de analise nas condigdes
experimentais especificas, logo decidiu-se aumentar o nimero de corridas com as mesmas
condicdes experimentais.

Desta forma, para cada conjunto de condi¢des experimentais, realizou-se:
e 1 corrida de estabilizacdo da fase mdvel, sem analito;
e 1 corrida de injecdo do analito, com 180 minutos de analise;
e 2 corridas em branco nas mesmas condicOes experimentais, mas sem injecdo de analito,
mas com o solvente usado, cada uma com 180 minutos de analise.

O que perfaz 720 minutos, ou 12 horas, de analise por cada conjunto de condi¢des experimentais,
0 que na realidade significa que em vez de se realizar 2 corridas por conjunto, realizaram-se 4
corridas por conjunto e resulta em 372 horas, ou 15,5 dias. Logo o volume de solventes a consumir
esta tabelado na tabela 6:

Tabela 6: Composicdo em mililitros para as novas condi¢Bes experimentais

1 5,40 16,20 65,16 3,24
2 10,58 22,03 55,28 2,11
3 8,07 18,14 62,49 1,30
4 11,88 16,20 58,68 3,24
5 7,34 25,92 56,09 0,65
6 6,70 25,92 54,14 3,24
7 11,88 21,06 55,76 1,30
8 8,64 16,20 63,22 1,94
9 11,88 16,20 61,92 0,00
10 6,05 16,20 67,75 0,00
11 8,64 20,41 57,71 3,24
12 5,40 23,00 61,60 0,00
13 11,88 25,80 49,17 3,16
14 9,29 20,89 59,82 0,00
15 11,88 25,92 52,20 0,00
16 5,40 22,03 60,30 2,27
Volume total (4
corridas por 569,05 mL 1350,55 mL 3825,44 mL 104,97 mL
conjunto)
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Obtencao de resultados

Apds a execucdo laboratorial dos 16 conjuntos de experiéncias, com as condi¢Ges experimentais

alteradas, obteve-se 0s seguintes tempos de retengéo, apresentados na tabela 7:

Tabela 7: Tempos de retencéo obtidos para os compostos Glico (esquerda) e Tauro (direita) conjugados.

393,00
31,78
325,50
75,20
21,08
26,72
82,98
128,81
433,25
540,00
540,00
139,43
60,75
540,00
42,64
357,51

468,00
39,00
328,97
93,84
26,14
32,57
100,92
518,00
528,76
540,00
540,00
152,15
64,95
540,00
51,37
357,51
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432,00
36,66
164,62
86,30
25,39
31,60
82,88
162,09
234,87
540,00
540,00
110,57
62,98
264,64
48,02
256,18

688,00
45,69
178,71
109,20
31,32
39,34
104,00
528,88
302,06
540,00
540,00
232,85
77,28
525,70
57,27
256,18
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Ao importar os dados para o software JMP, representado na figura 4, obteve-se os intervalos de
tempo de eluicdo dos compostos em minutos, neste caso, At TCDC / TDC e At GCDC / GDC que
sdo as variaveis-resultado neste estudo.

Run

isop_mix CH3CN_mix | acetato_mix | agua_mix | Delta_Glc | Delta_Tar | Order

1 0,06 0,18 0,724 0,036 75 256 1
2 0,1176 0,2448 | 061419424 | 0,02340576 7,22 9,03 2
310,0896831914 0,2016 | 0,6943168086 0,0144 347 14,09 3
4 0,132 0,18 0,652 0,036 18,64 22,9 4
5 0,0816 0,288 0,6232 0,0072 5,06 593 5
) 0,0744 0,288 0,6016 0,036 585 7,74 6
7 0,132 0,234 0,6196 0,0144 17,94 21,12 7
8 0,096 0,18 0,7024 0,0216 389,19 366,79 8
9 0,132 0,18 0,688 0 95,51 67,19 9
10 0,0672 0,18 0,7528 0 0 0 10
11 0,096 0,2268 0,6412 0,036 0 0 11
12 0,06 0,2556 0,6844 0 12,72 122,28 12
13 0,132 | 0,2866138576 |0,5463102373 | 0,0350759051 4,2 14,3 13
14 0,1032 0,23211 0,66469 0 0 261,06 14
15 0,132 0,288 0,58 0 873 9,25 15
16 0,06 0,2448 0,67 0,0252 0 0 16

Figura 4: Composicao das experiéncias laboratoriais com os respetivos resultados, pelo JMP

Tendo por base os resultados do primeiro lote de experiéncias, foi possivel importar os dados
obtidos para o JMP ¢ definir as gamas dos At para a eluicdo dos compostos em andlise que
forneciam resultados mais otimizados, considerando 0s nossos objetivos experimentais:

e Melhor cadéncia do sinal,
e Boa eluicdo dos compostos;
e At de tempos de retencéo razoavel.

Definiu-se que At podia admitir valores entre 3 minutos e 14 minutos, sendo o valor expectavel
6timo de 8 minutos.

E importante denotar que, apesar da preparacio da solucdo com os analitos pelo método de secura
por azoto, com o0 objetivo de aumentar a concentracdo e consequentemente a intensidade dos sinais
associados a cada AB, ndo foi possivel aumentar a intensidade de sinal dos ABs, o que dificultou
a analise dos cromatogramas. Tal deve ser devido a um efeito de formacao de dimeros de ABs, em
que duas faces polares se encontram face-a-face, estabilizando pontes de hidrogénio e como
consequéncia, evadindo a vigilancia dos filtros MS/MS impostos para 0s varios grupos de
compostos.
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Otimizacao da composicdo da fase mével, pelo IMP

O software analisou os parametros na globalidade e definiu como composicado 6tima para a fase
movel a seguinte composicdo, como esta na tabela 8:

Tabela 8: Composicéo otimizada da fase mével, estimada pelo JMP, usando o método das misturas

Isopropanol 9,79

Acetonitrilo 23,06

Acetato de amonio 65,36
Agua

1,78

De seguida, realizou-se um conjunto experimental, cuja fase mdvel tivesse a composi¢do 6tima,
para os compostos glicoconjugados e tauroconjugados.

A figura 5 representa o cromatograma obtido para a separacdo dos compostos glicoconjugados,

com a separacdo do GCDC aos 49,33 min e 0 GDC aos 61,33 minutos e com um intervalo de tempo
de eluicdo dos compostos a rondar os 12 minutos.

Di-HIDROXILADDS

20 ':3?»:,:5_1]1 mizado_D2 Sm (Mn, 5x5

100+

T T T T T T
10.00 20.00 30.00 4000

T T T T T T
S0.00 60.00 F0.00 80,00

T T T
90.00 100.00 1

Figura 5: Separagéo dos compostos GCDC (49,33 min) e GDC (61,33 min)
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Nesta figura, é possivel ver que a separacdo foi bem sucedida, devido aos picos bem separados e
com uma linha de base préxima do nivel zero de sinal. Adicionalmente, os tempos de separacdo

dos compostos em estudo cumprem os objetivos previamente definidos, o que demonstra que a
otimizacéo foi conseguida.

A figura 6 representa o cromatograma obtido para a separacdo dos compostos tauroconjugados,
com a separacdo do TCDC aos 57,98 minutos e do TDC aos 73,08 minutos e com um intervalo de

tempo de eluigdo dos compostos a rondar os 15,1 minutos.

Di-HIDROXILADOS
20230703 _optimizado_02 Sm (Mn, 6x5)

100+

57.98

%73

000 2000 | 8000 | 4000 | s000 | 6000

T T T T T T T T
70.00 60.00 90.00 100.00 1

Figura 6: Separacéo dos compostos TCDC (57,98 min) e TDC (73,08 min)

Tal como no caso dos glicoconjugados, é possivel ver que houve uma separagdo dos compostos
tauroconjugados, com resolucdo na linha de base. Esta ndo se encontra ao mesmo nivel que a linha
de base dos glicoconjugados, pois o filtro de detecdo MS/MS para os tauroconjugados é diferente
do dos glicoconjugados. Adicionalmente, os tempos de separacdo dos compostos em estudo

cumprem o0s objetivos previamente definidos, o que demonstra que a otimizacdo foi bem
conseguida.

E importante denotar que os compostos glicoconjugados tém tempos de retencdo intercalados com

os tempos de retengdo dos tauroconjugados, mas nunca ha sobreposicéo de picos, pois utilizam-se
canais de detecdo MS/MS diferentes para cada par de compostos.
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Ao analisar-se de forma critica os cromatogramas obtidos, é possivel aferir que a composicéao
otimizada pelo JMP é especifica para este tipo de analitos, pois em termos de boas caracteristicas
da eluicdo e cromatogramas temos:

e Atcurtos e dentro da gama de intervalos definida apds a integracdo dos dados experimentais
do primeiro lote;

e Largura dos picos relevante para os ABs;

e Linhas de base bem definidas apds conveniente smooth;

e Mais tarde, verificou-se que esta fase movel otimizada também promove a resolucéo
completa dos AB ndo conjugados ou di-hidroxilados livres (CDC e 0 DC).

Analise dos graficos RSM dos &cidos biliares

Os graficos RSM (Response Surface Models) permitem interpretar os resultados experimentais
(resolugdo dos compostos di-hidroxilados) em funcdo das varidveis previamente definidas
(variaveis de controlo), que neste caso é a composicdo da fase movel. No entanto, como um dos
aspetos fulcrais deste trabalho é determinar quais € que sao os solventes que tém um impacto maior
na variacdo dos resultados experimentais, o que fez com que se dividisse a variavel da composicao
da fase movel em 3 varidveis diferentes: isopropanol (Isop), acetonitrilo (CH3CN) e acetato de
amonio + agua (CHsCH2-NHa4), pois para a solubilizagdo do acetato de amoénio a 10 mM é
necessaria agua.

No inicio do trabalho, definiu-se como modelo experimental 0 modelo de Mistura (a soma de 4
variaveis € 100%), no entanto, este ndo permite obter os Response Surface Models (como a soma
de 4 variaveis é de 100%, basta assumir que a soma de 3 delas é <=100% e que a quarta variavel é
0 que faltar para 100%). Os RSM s&o essenciais para podermos avaliar o impacto que cada solvente
tem na separacdo dos compostos e determinar as gamas de valores relevantes para cada solvente,
que oferecem a melhor eluicdo dos compostos.

Desta forma, alterou-se 0 modelo para um modelo de anélise 3D e inseriu-se 0s mesmos dados que
tinham sido previamente obtidos (3 variaveis-controlo e 2 variaveis-resultado) e o software
determinou uma nova composicao 6tima para a fase movel, apresentada na tabela 9:

Tabela 9: Composicéo da fase mével otimizada, através do Modelo estatistico RSM 3D, pelo software JMP

Isopropanol 9,60
Acetonitrilo 23,40
Acetato de aménio 64,96
Agua 2,05
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Acidos Biliares Glicoconjugados

Gracas ao software JMP, foi possivel obter graficos RSM (3D), em que estdo representados 0s
dados retirados dos cromatogramas. Os gréaficos representam o intervalo de tempo das elui¢es dos

2 compostos AB di-hidroxilados em funcdo da composicdo da fase movel, mais especificamente
cada solvente em estudo.

Os graficos RSM permitem aferir quais € que sdo as zonas 6timas de trabalho para cada solvente,
ao utilizarmos as linhas de contorno sobre a superficie dos graficos e o impacto que cada mistura
de solventes tem ao nivel da eluicdo dos compostos.

Obteve-se 3 graficos diferentes:

e Isopropanol (X) e acetato de amonio (Y);
e Isopropanol (X) e acetonitrilo (Y);
e Acetonitrilo (X) e acetato de amoénio (Y).

Isopropanol e Acetato de Amonia

O gréfico da figura 7 em forma de sela apresenta uma amplitude considerdvel, com uma sec¢do
conica estavel no topo da sela, o que confere robustez a variagdes de cada solvente. E até possivel
definir uma reta que percorre a parte estavel da sela e define claramente a dependéncia da % de
acetato de amanio versus % isopropanol.
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Figura 7: Grafico RSM de andlise do acetato de amonio vs isopropanol, para 0os compostos glicoconjugados
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No gréafico, € possivel ver que existe uma zona central (topo da sela) que permite uma separacao
otimizada do GCDC e GDC, considerada composi¢do 6tima de analise. Os valores estimados de
cada solvente que a delimitam s&o os seguintes:

e Isopropanol: 9 — 11%;
e Acetato de amonio: 60 — 66%.

Adicionalmente, conseguiu-se identificar composicdes de pouco interesse experimental. Estas
zonas estdo delimitadas pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Isopropanol: 6 —8,5% e 11,5 — 13,2%;
e Acetato de amoénio: 54,6 — 59,5% e 66,5 — 75,3%.

Numa analise global, 7 dos 16 pontos encontram-se no topo da sela e perto, ou dentro, da zona
central 6tima, o que significa que 7 das condi¢es experimentais permitem obter boas separagdes
dos compostos glicoconjugados.

Isopropanol e Acetonitrilo

O gréfico da figura 8 apresenta uma grande amplitude no topo da sela, o que lhe confere quase um
aspeto de papagaio (plano), o que significa que a mistura de isopropanol e acetonitrilo apresenta
uma grande robustez a variagoes.
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Figura 8: Grafico RSM de andlise do acetonitrilo vs isopropanol, para os compostos glicoconjugados
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Neste gréfico, existe uma zona central da sela que representa a composicao 6tima de analise.
Esta zona esta delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Isopropanol: 9,5 — 13%;
e Acetonitrilo: 18 — 24%.

Adicionalmente, identificou-se como zonas com composicdes prejudiciais de analise experimental.
Esta zona esta delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Isopropanol: 6 — 9 %;

e Acetonitrilo: 25 — 28,8%.

Numa andlise global, 6 dos 16 pontos encontram-se no topo da sela, e perto ou dentro, da zona
central 6tima, o que significa que 6 das condicBes experimentais permitem obter boas separacfes
dos compostos glicoconjugados.

Acetonitrilo e Acetato de amoénio

O gréfico da figura 9 apresenta uma sela com uma amplitude semelhante a amplitude no topo do
grafico de Isopropanol e Acetato de amédnio, o que demonstra que 0 acetato de aménio é mais
determinante para a amplitude de variacdo de delta e consequentemente para a robustez da
Ccomposicao.
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Figura 9: Grafico RSM de anélise do acetato de amonio vs acetonitrilo, para os compostos glicoconjugados
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Neste grafico, existe uma zona central, quasi planar, que representa a composi¢ao 6tima de anélise.
Esta zona esta delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Acetato de amonio: 60 — 68%;
e Acetonitrilo: 23 — 28%.

Adicionalmente, identificou-se como zonas com composicdes prejudiciais de analise experimental.
Estas zonas estdo delimitadas pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Acetato de aménio: 54,6 — 59% e 69 — 75,3%;
e Acetonitrilo: 18 — 22%.

Numa anélise global, 7 dos 16 pontos encontram-se dentro da zona 6tima e 3 dos 16 apresentam-
se adjacentes a mesma, o que corresponde a 10 composicOes experimentais que permitem obter
boas separacdes.

Analise Integral para Delta Glico

Ao realizar uma analise conjunta dos 3 gréaficos, concluiu-se que as amplitudes de variagdo para
cada solvente sdo as seguintes:

e Isopropanol: 0,01, o que representa 1% da composicao total da fase movel;
e Acetonitrilo: 0,02, o que representa 2% da composicdo total da fase movel;
e Acetato de amonio: 0,05, o que representa 5% da composicdo total da fase movel.

Desta forma, é possivel conjeturar que as variacdes de isopropanol na fase mével sdo as mais
impactantes para alteragdes no intervalo de tempos de elui¢cdo dos compostos, pois a amplitude de
variacdo € a menor. As variages no acetato de aménio na composicao sdo mais toleradas, pois a
amplitude de variacao € a maior.

No entanto, ao analisar os 3 graficos de forma global, pode-se identificar que a amplitude dos
graficos é determinada pelo acetato de amoénio e ndo pelo isopropanol, pois no grafico de
Isopropanol e Acetonitrilo, figura 8, a amplitude é muito grande e quando se analisa o grafico de
Acetonitrilo e Acetato de Amonia, figura 9, a amplitude é semelhante a do grafico de Isopropanol
e Acetato de Amonia, figura 7.

O isopropanol, apesar de permitir apenas amplitudes até 1% da composicao da fase movel,
quando ele é utilizado, ele origina uma zona 6tima quase plana. N&o obstante, o acetato de
amonio permitir variacdes até 5% da composicao, contudo a area de zona 6tima é mais pequena,
0 que prejudica o intervalo de tempo de elui¢cdo dos compostos.
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Acidos Biliares Tauroconjugados

A abordagem de analise dos graficos para 0os compostos tauroconjugados, TCDC e TDC é
semelhante & dos glicoconjugados, GCDC e GDC, pois as condi¢des experimentais foram iguais
para todos os acidos biliares em analise.

E importante realcar que os pontos representados apresentam uma dispersdo em torno da superficie
maior do que os pontos dos glicoconjugados e que a curvatura dos graficos é a oposta da dos
glicoconjugados.

Tal como nos glicoconjugados, obtivemos 3 graficos diferentes:

e Isopropanol (X) e acetato de amonio (Y);
e Isopropanol (X) e acetonitrilo (Y);
e Acetonitrilo (X) e acetato de amonio (Y).

Isopropanol e Acetato de Amonia

O gréfico da figura 10 apresenta uma sela invertida de grande amplitude, no entanto, com a
concavidade oposta a concavidade apresentada nos compostos glicoconjugados, uma caracteristica
transversal a todos os graficos dos tauroconjugados.
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Figura 10: Gréafico RSM de analise do acetato de amonio vs isopropanol, para os compostos tauroconjugados
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A concavidade representa o impacto que a composicdo da fase movel tem no intervalo de tempo
dos compostos.

Quando a concavidade esta virada para baixo, como é o caso dos glicoconjugados, significa que
pequenas variagbes na composi¢do produzem um intervalo de tempo de eluigdo dos compostos
menor, pois facilmente atinge o valor zero no eixo vertical (uma transformada de Delta-glico ou
Delta-tauro).

Nos graficos dos glicoconjugados, sdo apresentados valores temporais delta inferiores a zero, por
extrapolacdo abstrata do software, 0 que ndo corresponde as observacoes realizadas, porque o eixo
vertical ao contrario do que indica o software, € uma transformada do valor delta e ndo o préprio
delta.

Quando a concavidade esta virada para cima, como é o caso dos tauroconjugados, significa que
pequenas variagdes na composi¢do produzem um intervalo de tempo de eluicdo dos compostos
maior.

No gréfico, é possivel ver que existe uma zona central, que oferece uma separac¢éo otimizada do
TCDC e TDC. Os valores estimados para a composi¢do 6tima que a delimitam sdo os seguintes:

e Isopropanol: 8,5 — 10%;
e Acetato de amonio: 61 — 67%.

Adicionalmente, conseguiu-se identificar composicdes de pouco interesse experimental. Estas
zonas estdo delimitadas pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Isopropanol: 6 —8 % e 10,5 — 13,2%;
e Acetato de amonio: 54,6 — 62% e 68 — 75,3%.

Numa andlise global, 5 dos pontos 16 pontos encontram-se no topo da sela invertida e perto, ou
dentro, da zona central étima, o que significa que 5 das condi¢cdes experimentais permitem obter
boas separacdes dos compostos tauroconjugados.
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Isopropanol e Acetonitrilo
O grafico da figura 11 apresenta uma grande amplitude da curvatura, tal como o grafico homoénimo

dos glicoconjugados, o que significa que a mistura de isopropanol e acetonitrilo apresenta uma
grande robustez a variagdes para os glicoconjugados e tauroconjugados.
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Figura 11: Gréafico RSM de analise do acetonitrilo vs isopropanol, para 0os compostos tauroconjugados

Neste gréafico, existe uma zona central que representa a composic¢ao 6tima de anélise.
Esta zona esté delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

Isopropanol: 8,5 — 11 %;
e Acetonitrilo: 21 — 24,5 %.

Adicionalmente, identificou-se como zonas com composicdes prejudiciais de analise experimental.
Esta zona esté delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

Isopropanol: 6 — 8 %);
Acetonitrilo: 18 — 20,5% e 25 — 28,8%.
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Numa analise global, 5 dos 16 pontos encontram-se no topo da sela invertida e perto, ou dentro, da
zona central 6tima, o que significa que 5 das condi¢bes experimentais permitem obter boas

separacOes dos compostos tauroconjugados.

Acetonitrilo e Acetato de amonio

O grafico da figura 12 apresenta uma sela invertida com uma amplitude semelhante a amplitude
do grafico de Isopropanol e Acetato de amoénio, tal como no grafico homénimo dos
glicoconjugados, o que demonstra que o acetato de amdnio € mais impactante para a amplitude de

variacdo do delta e consequentemente a boa robustez da composicao.
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Figura 12: Gréafico RSM de anélise do acetato de aménio vs acetonitrilo, para 0os compostos tauroconjugados

Neste gréafico, existe uma zona central que representa a composi¢do 6tima de andlise. Esta zona
esta delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Acetato de aménio: 61 — 65 %
e Acetonitrilo: 23 — 27 %

Adicionalmente, identificou-se como zonas com composic¢des prejudiciais de analise experimental
Esta zona esté delimitada pelos seguintes valores estimados para cada solvente:

e Acetato de aménio: 54,6 — 60% e 66% - 75,3%
e Acetonitrilo: 18 — 22%
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Numa analise global, 7 dos 16 pontos encontram-se dentro da zona 6tima e 3 dos 16 apresentam-
se adjacentes a mesma, o que significa que 10 das composi¢des experimentais permitem obter boas
separacoes.

Analise Integral para Delta Tauro

Ao realizar uma andlise dos dados referentes aos graficos e ao comparar com os dados dos
glicoconjugados, concluiu-se que existem muitas semelhancas entre os glicoconjugados e os
tauroconjugados.

As amplitudes de variacdo de delta-tauro para cada solvente sdo semelhantes as dos
glicoconjugados e as zonas de analise 6timas, assim como as zonas prejudiciais para analise,
apresentam valores semelhantes.

Como maior diferenca entre os tauroconjugados e os glicoconjugados é a concavidade das
pardbolas, sendo que nos glicoconjugados apresenta uma concavidade para baixo e 0s
tauroconjugados apresenta uma concavidade para cima.

A concavidade representa de que forma é que pequenas variagdes aumentam ou encurtam o
intervalo de tempo de eluicdo dos compostos, e desta forma, € possivel determinar que a
composicao da fase mével favorece a eluicdo mais rapida dos compostos glicoconjugados, do que
a do tauroconjugados, pelo facto de que o intervalo de tempo para os tauroconjugados é maior e a
concavidade dos tauroconjugados € para cima e nao para baixo.
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Conclusdes e perspetivas futuras:

Relativamente a composic¢do da fase mével, foi possivel aferir que a gama de intervalos que permite
uma melhor eluicdo dos compostos, com uma boa separacdo dos mesmos, apresenta boa robustez.
Tal conclusdo deve-se ao facto de que utilizdmos dois modelos estatisticos multivariados
diferentes, um de mistura e outro 3D, e ambos apresentaram valores concordantes. As composi¢oes
da fase modvel estéo apresentadas na tabela 10:

Tabela 10: Composi¢des da fase mével otimizadas, com recurso a métodos estatisticos diferentes, pelo JMP

Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
minimo maximo minimo maximo minimo maximo minimo  maximo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Mistura 9,79 23,06 65,36 1,78
3D-
RSM 9,60 23,40 64,96 2,04
3D-
RSM 9,00 10,00 23,00 25,00 61,00 65,00 0,00 7,00
(gamas)

Com recurso a andlise dos graficos RSM, pelo software JMP, foi possivel determinar as zonas
6timas de andlise (que fornecem separagdes 6timas), assim como as zonas prejudiciais para a
analise dos acidos biliares, que ndo cumprem 0s objetivos experimentais definidos no inicio do
trabalho experimental.

A andlise global destas gamas de valores é semelhante para os tauroconjugados e oS
glicoconjugados e esta representada na tabela 10.

Ao comparar as gamas de valores que permitem uma separacdao 6tima dos compostos e com um
intervalo de tempo o mais curto possivel, com o delineamento experimental inicial realizado pelo
JMP;, as conclusGes obtidas séo concordantes.

As condicOes experimentais aleatorizadas no delineamento experimental, que apresentam
semelhancas as condicBes Otimas de separacdo, apresentam intervalos de eluicdo curtos e que
cumprem os objetivos delineados.

As condicOes experimentais, cujas composic¢des incluam uma percentagem de solvente que esteja
numa zona prejudicial de analise, originam intervalos de eluicdo de compostos muito longos ou
sem separacgao sequer, o que valoriza a importancia da defini¢do das zonas 6timas de separacéo.

Ao analisar mais atentamente as gamas e o delineamento experimental, os solventes com maior
impacto nos resultados séo o isopropanol e o acetato de amdnio, o que corrobora a conjetura de
que o isopropanol, apesar de permitir apenas amplitudes até 1% da composicdo da fase movel,
quando é utilizado, origina uma zona 6tima quase plana para as variaveis isopropanol-acetonitrilo.
N&o obstante, 0 acetato de amonio permite variacdes até 5% da composi¢do, contudo a area de
zona Gtima € mais estreita, o que prejudica o intervalo de tempo de eluicdo dos compostos.
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Relativamente ainda aos RSM, € possivel visualizar que a dispersdo dos pontos em torno da
superficie de otimizacdo é maior para os tauroconjugados do que para os glicoconjugados, 0 que
permite concluir que a otimizagdo da fase movel e separacdo dos compostos é mais eficiente para
os glicoconjugados, em comparag¢ao com os tauroconjugados.

Tal anélise é verificada pela interpretacdo das curvaturas das pardbolas nos gréaficos e do impacto
que as curvaturas apresentam no intervalo de eluicdo dos compostos.

Tal seria de esperar, pelo facto de a coluna ser apolar (C18) e a principal interacdo com a molécula
ser nas zonas carbonadas apolares (nucleo esteroide e cadeia lateral) que sdo bastante semelhantes.
Estes glico e tauroconjugados diferem apenas nas partes polares representadas pelo nimero de
hidroxilos na face alfa do nucleo esteroide e pelos acidos no extremo da cadeia lateral. Entre os 2
grupos a diferenca na zona carbonada é que os Tauro apresentam 2 grupos CH:2 na parte terminal
da cadeia lateral (taurina, H2N-CH2-CH2-S0O3), os glicoconjugados s6 1 grupo CHz. Logo, frente a
uma coluna de fase carbonada, a ordem de saida sera glicoconjugados e s6 no final os
tauroconjugados, se a fase moével apresenta pH>7, para cada grupo definidor do nucleo esteroide
(cada AB livre).

Numa andlise futura, serd importante desenvolver uma técnica isolada que permita uma maior
robustez na separacdo dos compostos tauroconjugados, em vez de analisarmos 0s 2 grupos de
compostos nas mesmas condi¢des experimentais. No entanto, ndo sao de esperar grandes variacdes
na otimizagdo em relacdo ao que fica definido neste trabalho.

Idealiza-se que futuramente, a composicao étima definida neste trabalho, devera ser estudada para
fluxos de fase movel a variar acima de 0,5 mL/min, potencialmente até 15 mL/min em UPLC
(Ultra-High Pressure Liquid Chromatography), inclusive variando a granulometria do enchimento
(5 para 1,5 micras).

Apds a execugdo de varios conjuntos de experiéncias em condicdes laboratoriais diferentes, é
possivel concluir alguns aspetos importantes relativos as condi¢Ges experimentais de analise dos
ABs: Primeiramente, é possivel deduzir que para que a eluicdo dos ABs seja eficaz, é necessario
um fluxo mais alto do que 0,2 mL/min. No delineamento inicial, foi definido um fluxo de 0,2
mL/min, no entanto, os resultados obtidos desse lote experimental revelaram que o tempo de
eluicdo dos ABs era mais longo que o esperado. Com o aumento do fluxo para 0,5 mL/min, foi
possivel reduzir o tempo de eluicdo dos compostos, especialmente nos conjuntos experimentais
cujas composicBes eram mais semelhantes a composicdo 6tima, gerada pelo software JMP.

O fluxo é especialmente importante, pois a minimizacdo dos tempos de eluicdo dos ABs, sem
comprometer a qualidade da eluicdo, é um dos objetivos deste trabalho.

E importante denotar que o fluxo e a composicdo da fase movel estdo interligados, pois em
conjuntos cuja composicao da fase movel ndo apresentava semelhangas & composi¢do otimizada,
o tempo de eluigdo dos compostos permanecia muito longo, apesar do fluxo mais elevado.
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A segunda conclus&o a retirar desta analise refere-se a intensidade do sinal nos cromatogramas. Os
ABs sdo moléculas anfipaticas, que possuem a capacidade de interagir com a agua. Os ABs
possuem ainda grupos hidroxilo que interagem com os ides em solucdo, podendo criar sais e
complexar (com a possivel formagdo de dimeros) com precipitacdo para o fundo dos vials de
analise HPLC.

Caso haja complexacao, a concentracdo de ABs em solucdo € menor, e 0 equipamento injeta uma
solucdo ndo homogénea.

Como possivel solucdo, pode-se estudar a possibilidade de redissolver os AB em etanol 100%. O
etanol ¢ conhecido como um solvente que “quebra” dimeros, por se introduzir entre os dois
componentes de um dimero, para que ndo haja complexacdo dos ABs no fundo dos vials. No
entanto, as amostras devem estar num compartimento a baixa temperatura para evitar a evaporagédo
do etanol, logo que o vial é injetado a primeira vez.

Como pontos a melhorar para a analise de &cidos biliares por HPLC-MS/MS no futuro, é
importante considerar a reducdo do tempo de analise de cada composto, de forma a maximizar a
rentabilidade do tempo de andlise e diminuir o gasto de solvente.

Para além disso, numa andlise futura de ABs, € importante ter em consideracao a conjugacéo dos
ABs e a necessidade de usar na dissolucdo da amostra a mesma composic¢éo de solventes que vai
fluir dentro da coluna durante a anélise.

Embora, ndo seja reportado neste trabalho, foram produzidos filamentos MIP (Molecularly
Imprinted Polymers) contra o &cido desoxicolico, usando impressdo 3D, que capturaram da solugédo
cerca de 10% da quantidade inicial de AB colocada a disposicdo. A verificacdo da quantidade
capturada da solucdo foi feita com a técnica otimizada neste Trabalho de Campo. Futuramente,
serdo medidas as afinidades de 15 AB contra estes filamentos finos, 0 que demonstra que este
trabalho vai ser de extrema utilidade no curto prazo.

A andlise de &cidos biliares tem um grande potencial prognostico na medicina moderna, pois
permite um diagndstico precoce de rejei¢des de transplantes hepaticos, assim como o diagnostico
de doencas metabdlicas cada vez mais relevantes para a nossa sociedade. Com o aperfeicoamento
a longo prazo das técnicas de analise de acidos biliares, serd possivel progredir nas técnicas de
diagndstico e prognostico de doencgas hepaéticas.
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Anexos:

Anexo 1: Composicdo da fase movel otima utilizada no trabalho
previamente realizado

Tabela 11: Composicdo da fase movel 6tima para cada variavel resposta

Delta

GCDC/GDC Delta TCDC/TDC Area Total
Isopropanol (%) 11 8 8
Acetonitrilo (%) 24 23 27
Acetato de Amonio (%) 62 69 65
Agua (%) 3 0 0

Anexo 2: Certificado de Analise da Coluna HPLC

Certificate of Analysis

Part Number : US5C18HQ-250/046 «
mfg #2107623 f
batch C18HQ100-5-20343 ‘
Column Information Test Conditions
Material : Uptisphere Strategy 100A Mobile Phase : Acstonitrile/Water-{(70/30)
Certificate of Analysis Length (mm) 250 Tomperatre (C) 22
1.D. (mm): 4.6 UV (nm) : 254
pate: December/09/2020 Sample Volume (uL): 5
SHIPPING / STORAGE SOLVENT : Acetonitrile / Water (70/30) |
product: Uptisphere Strategy 100A 5um C18HQ Rm—
Part Number : Usloo-sclsHQ # PeakName Rt Tailling Plates (USP) Resolution (USP)
1 Uncd 215 1 2622552 000
T
gatch: C18HQ100-5-20343 3 Neposew b 1% e ‘oo
Sum
Physical Properties Tests e
o
(r— 1504
Pore size (A) Surface area (m?/g)| Size (um) Nature 1
Specifications : 90-110 ifications : 395-45¢ pecifi 14753 o] 2
103 405 ‘ 48 silica 2 o .
75 = \
50+
Metal trace Bonding % Carbon Shape ‘
Specifications : <20 ppm! Specifications : 19 2 l
yes c18 19.9 spherical A
2 ‘4 ) 1 10

The batch n* C18HQ100-5-20343 is conforming to the evaluation tests.

Accepted by :
This product is certified compli Production Chief

Figura 13: Certificado de analise da coluna HPLC
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Anexo 3: Canais definidos para a analise de acidos biliares por HPLC-
MS/MS no trabalho previamente realizado.

Conjugacio Acido biliar Parent (n/z) [Daugther (m'z)) Cone (V) | Colisdo (V)
432 83 80,15 60 55
LCA 482 83 12422 60 55
482 83 482 83 60 55
498,44 80,13 60 55
Tauwroconjugados| UDCA, CDCA, DCA 498,44 124,22 60 55
498 44 498 44 60 535
51425 80,08 60 55
CA 51425 124 22 60 55
51425 498 44 60 55
432 4 74,22 50 40
LCA 432 4 4324 50 40
448,53 74.2 S0 40
Gliconjugados |UDCA, CDCA DCA - :
i A, CDCA, 44853 448 53 50 40
CA 464 4 74,15 50 40
4644 4644 50 40
LCA 375.5 375,5 50 50
7519 375.5 S0 20
3915 3915 50 40
Li UDCA, CDCA DCA - -
vies A, CDCA, 7839 3914 50 25
CA 407 5 407 5 50 40
799.8 4075 50 20

Figura 14: Defini¢é@o dos canais MS/MS para analise dos AB, de Catarina A, Santos L. Nova separacdo cromatogréfica de

acidos biliares otimizada para HPLC-MS/MS, em regime de alta cadéncia. 2021
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