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Aplicacoes e perspectivas da espectrometria de massas na rotina de

laboratérios clinicos

Leticia Meier Pereira

RESUMO

As técnicas analiticas atuais empregadas pelos laboratérios de Analises Clinicas
apresentam resultados com baixa sensibilidade e seletividade para determinados
analitos. Apesar das constantes melhorias dos imunoensaios, eles apresentam uma
baixa seletividade devido a interferéncia das reacdes cruzadas. Em outros casos, 0s
ensaios clinicos apresentam uma baixa sensibilidade pelo fato do analito estar
presente em concentragdes muito baixas para ser detectado. Estes obstaculos dos
ensaios clinicos tém sido superados com a utilizacdo da espectrometria de massas
(MS), porém sua aplicagao na rotina de laboratérios clinicos permanece limitada. A
identificacdo e quantificacdo de analitos com sensibilidade e seletividade de forma
rapida, abrangente e com capacidade de analisar multiplos analitos simultaneamente
sdo caracteristicas da MS. Desta forma, a MS tem demonstrado ser uma ferramenta
alternativa as técnicas analiticas atuais. A triagem neonatal para os erros inatos do
metabolismo foi a primeira aplicacdo da MS na rotina de laboratério clinico. Com os
avangos tecnolégicos da MS concomitante com técnicas de separagéo
cromatografica, como, por exemplo, a cromatografia liquida (LC), as areas de
aplicagbes da MS em laboratdrios clinicos apresentam um crescente uso. Por isso,
nesta revisdo abordaremos as principais aplicacées e perspectivas da MS na rotina
de laboratérios clinicos. Além disto, discutiremos que apesar das vantagens
significativas que podem ser obtidas da incorporacdo da MS no laboratdrio clinico,

ainda existem desafios consideraveis.

Palavras-chaves: Espectrometria de Massas, Cromatografia Liquida, Laboratorios

Clinicos, Aplicagdes de rotina clinica



ABSTRACT

The current analytical techniques employed by the clinical analysis laboratories
present results with low sensitivity and selectivity for certain analytes. Despite the
constant improvement of immunoassays, they present a low selectivity due to the
interference of cross-reactions. In other cases, clinical trials have a low sensitivity since
the analyte is present in very low concentrations to be detected. These obstacles in
clinical trials have been overcome with the use of mass spectrometry (MS), but their
application in the routine of clinical laboratories remains limited. The identification and
quantification of analytes with sensitivity and selectivity, quick way and with the ability
to analyze multiple analytes simultaneously are characteristics of MS. Thus, MS has
been shown to be an alternative tool current analytical technique. Neonatal screening
for the innate errors of metabolism was the first application of MS in the clinical
laboratory routine. With the technological advances of MS concomitantly with
chromatographic separation techniques, such as liquid chromatography (LC), the
areas of MS applications in clinical laboratories have a growing use. Therefore, in this
review, we will address the main applications and perspectives of MS in the routine of
clinical laboratories. In addition, we will discuss that despite the significant advantages
that can be obtained from the incorporation of MS into the clinical laboratory, there are

still considerable challenges.

Keywords: Mass Spectrometry, Liquid Chromatography, Clinical laboratories, routine

clinical applications,



1 INTRODUGAO

O laboratdrio clinico desempenha um papel essencial na decisao diagndstica
e terapéutica. Os exames laboratoriais contribuem na verificagdo das condicbes de
saude dos pacientes, auxiliam nas intervengdes terapéuticas e sdo uteis para o
monitoramento e eficacia de terapias medicamentosas. As técnicas analiticas atuais
empregadas pelos laboratorios de Analises Clinicas baseiam-se nos principios
fotométricos, turbidimétricos, eletroquimicos, imunolédgicos, cromatograficos e
eletroforéticos. No entanto, muitos analitos de interesse clinico ndo sao quantificados
por essas técnicas devido a baixa especificidade e sensibilidade analitica na detecgéo
de moléculas de baixo peso molecular e as interferéncias de reacdes cruzadas
verificadas nos imunoensaios (IA do inglés, immunoassay) .(VOGESER; SEGER,
2012).

A espectrometria de massas (MS do inglés, Mass Spectrometry) foi
primeiramente introduzida nas areas de triagem neonatal, triagem de drogas e
diagnostico de disturbios metabdlicos organicos .(MAURER, 1992, 1999;
MILLINGTON et al.,, 1990; RASHED et al.,, 1997). A espectrometria de massas
sequencial (TMS do inglés, Tandem Mass Spectrometry) tornou-se o método padréao
para a triagem neonatal de doengas metabdlicas .(CEGLAREK et al., 2002). Enquanto
que o acoplamento da cromatografia a gas a espectrometria de massa (GC-MS do
inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) tornou-se essencial na analise
toxicolégica sistematica de varias categorias de medicamentos relevantes para
toxicologia clinica, toxicologia forense e controle de doping .(BERTHOLF, 2000).

A deteccado de compostos mais polares e de baixo peso molecular, os quais a
GC-MS nao era capaz de detectar, foi possivel através dos avangos tecnolégicos na
area da cromatografia liquida e da MS. Os avangos da cromatografia liquida
concomitante com o desenvolvimento de fontes de ionizacdo e de analisadores de
massas promoveram o acoplamento destas duas técnicas analiticas, a LC-MS (LC-
MS, do inglés Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). A unido de ambas
proporcionou uma alta especificidade, sensibilidade e potencial multi-analitico na
deteccdo de compostos. Deste modo, a LC-MS tornou-se uma metodologia poderosa
na rotina em laboratorios clinicos e uma alternativa para testes de imunoensaios e
para a cromatografia liquida de alta performance convencional (HPLC do inglés, High
performance Liquid Chromatography) .(LEUNG; FONG, 2014).



Uma analise comparativa da determinagao de vitamina D em soro e plasma
humano, mostrou que por LC-MS o limite de quantificacédo foi de 4 nmol/L, enquanto
que por IA, a sensibilidade funcional foi 13 nmol/L .(MAUNSELL; WRIGHT;
RAINBOW, 2005). Em outro estudo de quantificagdo de cortisol na urina por GC-MS,
LC-MS/MS e por dois kits de IA, os valores de cortisol foram superestimados nos IA,
enquanto que a sensibilidade por LC-MS foi de 2 nmol/L e as variagdes intra e inter-
ensaio foram menores que 5% em cada amostra de controle de qualidade. Portanto,
a alta sensibilidade, especificidade, linearidade, preciséo e exatiddo da determinacao
de cortisol urinario por LC-MS, mostra que esse método pode ser utilizado na rotina
laboratorial .(WOOD et al., 2008).

Ao longo dos anos, a LC-MS foi consolidada como tecnologia chave em
pesquisa biomédicas, especificamente, na busca por novos biomarcadores. No
entanto, o emprego da LC-MS no laboratdrio clinico ainda permanece limitado e
restrito a poucos laboratérios especializados .(GREBE; SINGH, 2011), pois ainda ha
0 preconceito que a tecnologia € onerosa e complexa, requerendo analista
especializado. Contudo, os ensaios clinicos baseados na LC-MS podem oferecer
analises rapidas, abrangentes e de multiplos componentes, com sensibilidade,
seletividade e precisao .(HIMMELSBACH, 2012).

Ampliar e divulgar o uso da MS na rotina de laboratério clinico é importante
para reforcarmos a importancia da implementacdo desta versatil e poderosa técnica
analitica que, majoritariamente, é utilizada em associagdo com a LC. Desta forma, o
objetivo da revisdo é apresentar as caracteristicas da MS, suas aplicagdes e

perspectivas na deteccao de analiticos com importancia clinica.

2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A MS ¢é uma técnica analitica utilizada para identificar compostos
desconhecidos, estudar as estruturas moleculares e quantificar moléculas especificas
com sensibilidade até niveis sub-nanomolares (WATSON; SPARKMAN, 2005). Um
dos requisitos para as analises de MS é a formacdo de ions em fase gasosa das
moléculas presentes na amostra para que possam ser separados de acordo com a
sua razao massa/carga (m/z do inglés, mass-to-charge ratio) e detectados (PAVIA. et
al., 2015). Além disto, € necessario analisar os ions no vacuo para minimizar qualquer
interferente em forma de matéria .(NIER.; YERGEY.; GALE., 2015).



E importante destacar terminologias utilizadas na MS. fon é uma espécie
atdbmica, molecular ou radicalar com carga elétrica liquida ndo nula. Uma molécula
desprotonada é um ion formado pela remogao (abstracdo) de um préton (ion H*) a
partir de uma molécula M, sendo representada por [M - H]. Um ion formado pela
interacdo de uma molécula com um préton € representado por [M + H]*, chamada de
molécula protonada. Quando a molécula interage com multiplos protons,
representamos por [M + nH]"™ ,onde n é o numero de prétons (MURRAY et al., 2013;
VESSECCHI et al., 2011).

O espectro de massa € um grafico construido através da abundancia relativa
de ions em fungao de seus valores de m/z. O espectrémetro de massa faz a medida
da m/z e ndo da massa da molécula. Uma biomolécula € ionizada, por exemplo, pela
adicdo de um ou mais prétons. O instrumento irda medir a m/z apos a adigéo de 1 Da
(Dalton) para cada préton adicionado. Sendo assim, a molécula com massa de 1500
Da que for ionizada pela adigao de um préton, aparecera no espectro de massa com
m/z de 1501 ([1500+1]/1). Caso a molécula for ionizada pela adicdo de dois prétons,
a m/z sera de 751 ([1500+2]/2). As moléculas podem ser ionizadas perdendo um
préton, adquirindo carga negativa. Neste caso, a molécula com massa de 1500 Da
aparecera no espectro de massas com m/z de 1499 ([1500-1]}/1) (WILSON; WALKER,
2013).

Em geral, todos os espectrémetros de massas compreendem 4 componentes
principais: o inlet (injetor de amostra, termo do inglés), a fonte de ionizagao, analisador
de massas e o detector (Fig 1). A Figura 1 mostra alguns métodos de ionizagao
comumente usados e técnicas de separacao de massa para laboratorios clinicos
(LEUNG; FONG, 2014).
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Figura 1: Representagdo dos componentes principais dos MS com alguns métodos de ionizagéo e
separagdao de massas para laboratérios clinicos. LC (Cromatografia Liquida); GC (Cromatografia a
Gas); ESI (Fonte de lonizagéo Eletrospray), MALDI (Fonte de lonizagdo/Dessorgéo a laser assistida
por matriz); TOF (Analisador de massa do tipo tempo-de-v60); Hibridos que sao constituidos por pelos

menos dois analisadores de massa diferentes. (O AUTOR, 2018).



O desenvolvimento e a construcdo de cada componente dos espectrometros
de massas levaram anos. Thomson, Aston e Dempster sdo considerados os
fundadores do campo da MS. J.J Thomson ganhou o prémio Nobel de fisica em 1906
pela descoberta do elétron. F.W Aston foi ganhador do Nobel de quimica em 1922
pelo desenvolvimento do espectrografo de massa usando campos elétricos e
magnéticos para realizar a focagem de velocidade de um feixe de ions e a medicao
dos isotopos dos elementos. J. Dempster desenvolveu independentemente um
instrumento de setor magnético que empregava a focagem de dire¢ao pela constante
de energia dos ions. Todos estes conhecimentos ganharam notoriedade durante a
Segunda Guerra Mundial, na qual a MS desempenhou um papel fundamental na
preparacgao de plutdnio para uso militar. No entanto, somente apés a Segunda Guerra
Mundial, a MS passou a ter um grande numero de aplicagdes na quimica organica
.(DE LAETER, 2016; NIER.; YERGEY.; GALE., 2015; WATSON; SPARKMAN, 2005).

Em 1938, A. O. Nier usou pela primeira vez a MS para analise de uma mistura
complexa. Este fato levou a produgao comercial dos espectrdmetros de massas nos
Estados Unidos da América .(NIER, 1990). Na década de 1950, a GC-MS foi
desenvolvida e introduzida no campo do diagnostico clinico para a analise de
compostos volateis e termicamente estaveis. No caso de compostos nao volateis, é
necessario realizar a reacao de derivatizacdo. Essa reacao consiste na substituicao
dos hidrogénios ativos na molécula por agrupamentos apolares com o objetivo de
reduzir a polaridade e aumentar a volatilidade tornando os compostos viaveis ao uso
na GC-MS .(BLAU; KING, 1993). Porém, a utilizagdo de amostras biolégicas ainda
permaneceu limitada devido as caracteristicas quimicas da maioria dos analitos, bem
como pela falta de técnicas de ionizagdo das amostras que eram adequadas somente
para compostos de peso molecular baixo e também pela falta de bons métodos para
introdugdo da amostra no alto vacuo dos espectrometros de massas .(VAN DEN
OUWELAND; KEMA, 2012).

Essa situacdo mudou drasticamente quando John Fenn, nos anos 80,
desenvolveu a fonte de ionizacao eletrospray (ESI do inglés, electrospray ionization),
ganhando o Prémio Nobel 2002. A ESI permitiu analisar biomoléculas com maior peso
molecular, devido a sua ionizagdo ser mais branda quando comparada a ionizagao
por impacto eletrébnico usada na GC-MS, permitindo assim a visualizagdo do ion
molecular .(FENN et al., 1989). Em sequéncia, na década de 1990, K. Tanaka

desenvolveu a fonte de ionizagao por lonizagado/Dessorcao a laser assistida por matriz



(MALDI do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) .(KAUFMANN, 1995).
Essas técnicas permitiram que compostos polares ou termicamente instaveis de alto
peso molecular fossem ionizados em fase liquida e transferidos para a fase gasosa,
permitindo a interface bem-sucedida da LC para espectrdbmetros de massas.
Concomitantemente, houve grande avango tecnologico nos analisadores de massas
com o desenvolvimento dos quadrupolos e dos tempo-de-véo (TOF do inglés, time-
of-flight) .(ZHANG et al., 2016).

Em termos de instrumentagado, a sensibilidade e especificidade da LC-MS
quase dobra a cada ano. Além de ser uma técnica flexivel por realizar multiplas
analises simultaneamente, possui rendimento superior em comparagdo a outras
técnicas. Apesar do custo inicial do equipamento ser expressivo, o custo dos
reagentes usados para operar o instrumento, bem como o custo da preparagéo da
amostra € geralmente menor em relagao aos reagentes dos IA. Por estas razées, tem-
se tornado uma técnica amplamente aceita no campo dos laboratérios clinicos .(WU;
FRENCH, 2013).

As matrizes bioldgicas mais comuns nos testes de diagndsticos clinicos sao
soro/plasma e urina, podendo também ser utilizadas saliva e tecidos. A preparagao
da amostra, também conhecida como tratamento de amostras/limpeza de
amostras/extragdo de amostras, € uma parte integrante da analise do método
bioanalitico (analise quantitativa ou qualitativa de farmacos, metabdlitos e
biomarcadores em matrizes bioldgicas) .(LEUNG; FONG, 2014). O tipo de matriz da
amostra afeta a escolha da técnica de preparacdo da amostra. A extracao liquido-
liquido, precipitagéo de proteina, extracdo em fase sdélida e diluicdo s&o as técnicas
de preparo de amostra que tém sido mais utilizadas .(KOLE et al., 2011).

Métodos baseados na LC-MS exigem uma validagao completa, semelhantes
aos de outros métodos de diagndstico. A validagdo deve incluir a documentacao de
linearidade, precisao, exatidao, sensibilidade, especificidade, intervalos de referéncia,
substancias interferentes, carryover e estabilidade .(VAN DEN OUWELAND; KEMA,
2012). Além disto, sdo necessarias a determinacgao dos efeitos da matriz (supressao
de ions) e a recuperagao do preparo da amostra para metodologias desenvolvidas
utilizando LC-MS .(TRUFELLI et al., 2011). A FDA (Food and Drug Administration’s)
publicou um guia para Industria de Validagao de Métodos Bioanaliticos, no qual indica
a necessidade da avaliagao do efeito matriz durante o desenvolvimento e validacao

de métodos LC-MS para “garantir que a precisdo, seletividade e sensibilidade ndo
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sejam comprometidas” .(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
2013). No Brasil, a RDC n° 27 de 17 de Maio de 2012 dispde sobre os requisitos
minimos para a validagdo de métodos bioanaliticos .(ANVISA, RDC n°27/2012).

A importancia da MS nos laboratorios clinicos esta aumentando,
principalmente com o uso da LC-MS. Por isso, o Instituto de Padrées Clinicos e
Laboratoriais (CLSI do inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute) nos EUA,
publicou em outubro de 2014, um guia chamado C62-A sobre o desenvolvimento e
validacdo de métodos para testes desenvolvidos em laboratério. O documento tem
por objetivo estabelecer orientacbes para avaliar interferéncias, desempenho do
ensaio desenvolvido e outras caracteristicas pertinentes para reduzir a variagao

interlaboratorial dos ensaios clinicos .(CLARKE et al., 2014).

3 APLICAGOES DOS ENSAIOS CLINICOS BASEADOS NA ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

A busca por metodologias mais sensiveis e especificas € um retrato do
panorama atual observada pelo numero continuamente crescente de protocolos
publicados para analitos de relevancia clinica. O emprego da MS, principalmente em
associacdo com a LC, tem sido a técnica analitica de escolha no desenvolvimento de
meétodos bioanaliticos. A LC-MS proporciona rapidez, sensibilidade, especificidade,
resultados robustos e rapidos e, por isso, tem sido utilizada na aplicacdo de ensaios
clinicos.

Por desempenhar um papel essencial na homeostase do calcio e sua
deficiéncia esta associada ao aumento do risco de doencgas cardiovasculares,
diabetes, doencas infecciosas, raquitismo em criancas e osteoporose em adultos
.(HOLICK; CHEN, 2008), a Vitamina D (25(OH)D) apresenta variagbes na
quantificacdo entre os métodos de imunoensaios e, por isso, tem sido alvo no
desenvolvimento de método analitico por LC-MS .(ANNEMA et al., 2018). Um estudo
realizou a comparacgao nos niveis séricos de Vitamina D entre radioimunoensaio e LC-
MS em pacientes mulheres lactantes e péds-parto, e demostram que o
radioimunoensaio apresentou resultados falsamente alto quando comparado com a
LC-MS .(HARA et al., 2018).

A avaliagao clinica dos disturbios adrenais é realizada através dos ensaios de

esteroides séricos e sao rotineiramente medidos com imunoensaios. Porém, ndo é
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possivel realizar a quantificacdo simultdnea de todos os esteroides o que demanda
bastante tempo de analise. Neste sentido, foi desenvolvido um método para realizar a
quantificacdo simultdnea de 15 esteroides adrenais, sendo eles: cortisol, cortisona,
11-desoxicortisol, 17-hidroxiprogesterona, 21-desoxicortisol, progesterona, 11-
desoxicorticosterona, corticosterona, 11-desidrocorticosterona, 18-
hidroxicorticosterona, 18-hidroxi-11-desoxicorticosterona, aldosterona, sulfato de
dehidroepiandrosterona, testosterona e androstenediona. Demostrou-se que o
método por LC-MS/MS foi sensivel, especifico e agil na quantificagdo dos 15
esteroides simultaneamente quando comparado com os imunoensaios. No caso dos
esteroides aldosterona, 17-hidroxiprogesterona, androstenediona e 11-desoxicortisol
0s imunoensaios revelaram um grande viés negativo. Além disso, a quantificacédo em
pacientes com hiperplasia adrenal congénita com deficiéncia de 21-hidroxilase foi
mais sensivel e especifica mesmo tendo um pequeno volume de amostra .(TRAVERS
et al., 2017)

Existem varias aplicagbes da MS em ensaios clinicos com potencial uso na

rotina de laboratérios clinicos. A Tabela 1 traz alguns exemplos de aplicagdes.

Aplicagoes da LC-MS em aplicagoes

linicas

Analito .Ma’t ri.z Preparagao Referéncia
Biolégica da amostra

Acetyl coenzyme A Sangue PPT SPEZIZA(‘J]% etal,

[-Arginina, Derivados de

Arginina, FLESZAR et al.,

Dimetilada, L-Citrulina e Soro ELL 2018

Dimetilamina

25-hidroxivitamina D (25

(OH) D) Soro PPT DIRKS et al., 2016

Aminoacidos Soro EL SONG et al., 2015

Testosterona Soro PPT NEALE et al., 2013

Corisol e dexametasona Plasma EFS HEMIZISQ\IZet al.,

Cortisol e Cortisona Saliva EFS JONES et al., 2012

Al!poprotel’na A-le Plasma e PPT AGGER, 2010

Alipoproteina B Soro

Estrona e Estradiol Soro & ELL KUSHNIR et al.,

plasma 2008
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Analito M a't rz Preparo da Referéncia
Biolégica amostra
Epinefrina e Noraepinefrina Plasma PPT Jletal., 2010
Tiroxina livre (T4) Soro EL SOLDIN et al., 2005
Plasma,
" . sangue VAN ANDEL et al.,
Plitidepsina total e ELL 2017
urina
Sulfato de colesterol, SANCHEZ-GUIJO et
n . Soro PPT
androgénio e progestageno al., 2015
FRENCH et al.,

Busulfan Plasma PPT 2014
Tacrolimus, sirolimus Mancha de

. T ’. sangue EL KOSTER et al., 2013
everolimus e ciclosporina A

seco
. . e . DJEDOVIC;
Glicocorticoides sintéticos Urina EFS RAINBOW. 2011
Tetrodoxina Urina & Filtracao LEUNG; FONG;
Plasma ¢ TSOI, 2011

28 benzodiazepinicos Cabelo ELL VOGUZA(';?I etal.,
Metanefrinas e catecolaminas Urina EFS WHITING, 2009

Tabela 1: Publicagdes envolvendo o uso da LC-MS em aplicac¢des clinicas. ELL: extragao liquido-
liquido; EFS: extragdo em fase solida; EL: extragao liquida; PPT: precipitacdo de proteina.

As aplicagbes da técnica de LC-MS sédo amplas. Atualmente, seu uso esta

envolvido no monitoramento de drogas terapéuticas,

toxicologia, horménios

esteroides, horménios tiroidianos e na triagem dos erros inatos do metabolismo

(FRENCH, 2017).
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4 PERSPECTIVAS DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM ENSAIOS CLINICOS

Introduzida pela primeira vez nos laboratérios de microbiologia clinica e
ganhando espago rapidamente por outros laboratérios em todo o mundo, a
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF, para a identificacdo bacteriana e
fungica, tem sido considerada um avangado técnico incontestavel por ser uma
ferramenta rapida, precisa, econémica e aplicavel. A utilizacdo do MALDI-TOF permite
a deteccdo de componentes celulares intactos que podem ser comparados a
impressdes digitais individuais contido em bancos de dados para identificar
organismos especificos. Contudo, os organismos da amostra do paciente precisam
ser cultivados em meios de cultura. Uma vez crescida a colbnia, estas s&o transferidas
para um slide contento uma matriz e inserida no MALDI-TOF. Apesar disto, o tempo
neste processo é significativamente inferior ao tempo necessario para a obtengao de
respostas através das técnicas tradicionais microbioldgicas .(FORD; BURNHAM,
2013; PATEL, 2015; SEGAWA et al., 2014).

Alguns estudos demostraram o sucesso do uso do MALDI-TOF na
identificacdo de microorganismos na urina (DEMARCO; BURNHAM, 2014), Liquido
Cefalorraquidiano (SEGAWA et al., 2014) e cultura de sangue (LELI et al., 2013).
Outros estudos mostraram a utilidade da analise de MALDI-TOF na identificacdo de
Enterobacteriaceae (RICHTER et al.,, 2013), na identificacdo de bactérias Gram-
Positivas de relevancia clinica (TEKIPPE et al., 2013) e no desenvolvimento na
identificacéo de espécies Mycobacterium nao tuberculosas .(ALCAIDE et al., 2018).

O uso da LC-MS na identificacao e determinacao quantitativa de peptideos e
proteinas de relevancia clinica no soro, plasma e urina humano tem despertado muito
interesse na comunidade cientifica .(GILLETTE; CARR, 2013). A importancia desse
tipo de pesquisa é vista na quantificacao do peptideo B-amildide associado a Doenca
de Alzheimer (BROS et al., 2015); na detecc¢ao do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF1) envolvido em diversos processos fisiologicos (NIEDERKOFLER et
al., 2013); na quantificagdo multicomplexa de 67 provaveis biomarcadores de doenga
cardiaca (DOMANSKI et al., 2012); detecgdo de biomarcadores no cancer de
pancreas (PAN et al., 2013); desenvolvimento e validagdo de método para
quantificacdo da hemoglobina glicada importante no diagnéstico de diabetes
(CERQUEIRA., 2018).
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As andlises metabolémicas (estudo dos metabdtitos) baseadas na MS
também tem sido aplicada na busca por biomarcadores em diversas doengas. Como
no caso da identificagdo de metabdlitos urinarios de nefropatia causada por Diabetes
Tipo 2 (CHEN et al., 2018); do perfil metabdlito tecidual e sérico de pacientes com
carcinoma hepatocelular humano (HAN et al., 2019) e dos novos candidatos a
biomarcadores para Neutropenia Febril em pacientes hematolégicos (LAPPALAINEN
et al., 2018).

O monitoramento de proteinas no plasma utilizando protocolos padronizados,
demostrou a reprodutibilidade, a recuperacao, a faixa dindmica linear, os limites de
detecgao e quantificagdo de ensaios multicomplexos entre diferentes laboratérios e
plataformas instrumentais .(ADDONA et al., 2009). Este estudo demonstra o caminho
para o uso da MS e suas interfaces para substituir as plataformas analiticas nos
laboratérios clinicos de rotina. Além disso, empresas tém demonstrado interesse na
producao de Kits. Como o caso do primeiro kit de teste aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration, do inglés) para uso em laboratérios clinicos. O kit Waters
MassTrak Immunosuppressants (Waters, Milford, MA), que foi usado para a
quantificacdo de um imunossupressor, tacrolimus, em amostras de sangue total de
pacientes transplantados de figado e rim .(J.E.M. et al., 2011). A medida que mais kits
recebem aprovacgao do FDA e de outras agéncias de regulamentagao, o uso de MS
passara a ter um papel central nos exames laboratoriais levando a melhorias no

desempenho interlaboratorial.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, o desenvolvimento e aprimoramento da espectrometria de
massas proporcionou a analise de misturas complexas, incluindo fluidos biolégicos
como soro, plasma e urina. A interface com a Cromatografia Liquida ampliou o
espectro de moléculas possiveis de se identificar e quantificar, o que levou o
desenvolvimento de métodos bioanaliticos de interesse clinico. Portanto, a LC-MS tem
se tornado uma ferramenta analitica poderosa que pode identificar e quantificar
simultaneamente diversos analitos em baixas concentragdes em diferentes amostras
biologicas.

Estudos demonstram que a sensibilidade e especificidade dos imunoensaios

sdo ineficientes a diversos analitos. Isto impulsionou a busca por métodos mais
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eficazes e rapidos, além de que a ciéncia tem descoberto novos biomarcadores
através do uso da LC-MS. Neste sentido, observa-se um numero crescente de
publicagdes que envolvem a aplicagdo da MS em ensaios clinicos com o objetivo de
substituir os imunoensaios.

Um ponto curioso € que as solugdes de padrbes utilizados nos kits de
imunoensaios sao validados e verificados através da MS para a conferéncia da pureza
e concentracdo. Esse fato nos faz refletir sobre de porque os préprios analitos
quantificados pelos imunoensaios n&o sao analisados por MS.

A area de imunoensaio em quimica clinica comegou com a desenvolvimento
do primeiro imunoensaio para insulina por Solomon Berson e Rosalyn S. Yalow em
1959. Desde |a, varios avangos foram conquistados na area dos imunoensaios até
sua definitiva implementacédo na rotina de laboratérios clinicos. Porém, como toda
técnica inovadora sua implementacgao foi recebida com receio. O uso da MS na rotina
de laboratério clinica também é recebido com receio pelos professionais, porém suas
vantagens de sensibilidade, especificidade e analise multi-analitica devem ser
consideradas.

Um 6timo exemplo de como podemos ter na rotina de laboratério clinico a MS
foi durante as Olimpiadas no Brasil em 2016. O Laboratério Brasileiro de Controle de
Dopagem (LBCD) realizou milhares de analises de doping diariamente em amostras
de soro e urina de todos os atletas olimpicos. A lista da WADA (Agéncia Mundial
Antidopagem) é extensa, contendo todas as substancias proibidas. Este fato mostra
que podemos analisar diversas substancias simultaneamente, de forma rapida e
exata.

Empresas tem desenvolvimento kits de LC-MS que contém os solventes,
padrées e colunas cromatograficas para agilizar as analises. Esses kits eliminaram os
esforgos gastos no desenvolvimento e validagao dos métodos utilizados, podendo ser
usados diretamente na identificacdo e quantificacao de bioanalitos. Desta forma, a MS

tem diversas perspectivas e cada vez mais sera utilizada em laboratorios clinicos.
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