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0 que é lipidomica?

0 termo "lipidoma" refere-se a todos os lipidios que existem em

um organismo e aos seus efeitos em diversos processos celulares.

Para compreender a lipidoma, é importante caracterizar e quantificar
os lipidios, tanto de forma coletiva quanto individual. A espectrometria de
massas surgiu como uma ferramenta de deteccéo analitica, suportando
a determinacdo do perfil de lipidios para a pesquisa lipidomica.
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Fluxos de trabalho de lipidomica

0 fluxo de trabalho de shotgun lipidémico

é uma técnica bem conhecida com base em
infuséo projetada para produzir rapidamente
dados quantitativos de classe de lipidios

em um pequeno nimero de lipidios usando
padrées internos de classe. Esta abordagem
produz informacdes sobre a classe do
lipidio, a composicao e os grupos R, mas
nao fornece identificacao clara dos lipidios.
0 shotgun lipidémico pode ser realizado

em um espectrometro de massas de triplo
quadrupolo (QQQ) ou quadrupolo tempo

de voo (Q-TOF). Os usuérios podem atingir
classes de lipidios especificas usando a

varredura de ion precursor ou modos de
varredura de perda neutra em espectrémetros
de massa de QQQ. Um instrumento de Q-TOF
oferece mais sensibilidade do que um QQQ
nos modos de varredura e exatidao de massa
mais alta, mas ndo apresenta a especificidade
da varredura de perda neutra do QQQ.

Uma grande limitacdo do shotgun lipidémico

6 a supressao de ions causada pela diversidade
quimica dos lipidios e suas eficiéncias de
ionizag&o muito distintas. Sem a separacao

dos lipidios, apenas as informacdes de MS

e MS/MS nao podem resolver diferencas
biologicamente relevantes na estrutura, como
a localizacdo de ligacao dupla, a posicao do

grupo R, etc. A natureza quimica diversificada
das classes de lipidios apresentam um
desafio constante ao desenvolvimento

de metodologias de separacio para resolver
e identificar lipidios individuais.

A determinacéo de perfil lipidomico, uma
técnica de separacgdo, surgiu como uma
abordagem mais abrangente, produzindo

a quantificacdo e a identificacéo relativa

de centenas de lipidios em uma Unica anélise.
Este desenvolvimento foi possibilitado por
avancos na cromatografia, assim como pelo
desenvolvimento de espectrometria de massas
de mobilidade de ions (IMS) e ferramentas

de anélise de software avancadas.



FERRAMENTAS DE LIPIDOMICA

PARA DIVERSAS APLICACOES

A Agilent é a principal fornecedora de instrumentos, consumiveis, informatica e suporte
técnico para cromatografia e espectrometria de massas para a pesquisa lipidomica global

em diversas areas de aplicacao.

Pesquisa basica e clinica

Examine lipidios em biofluidos complexos
para identificar biomarcadores de lipidios

e compreender 0 metabolismo celular em

um nivel de detalhes que ndo é possivel com
métodos analiticos classicos. A lipidomica pode
ser usada para documentar perfis de lipidios e
revelar alteracdes em lipidios que ocorrem em
disturbios metabalicos, além de desempenhar
um papel fundamental na compreensao

dos mecanismos de aterosclerose, acidente
vascular cerebral, hipertensao e obesidade.

Agricultura

Compreenda as funcdes dos lipidios na
agricultura através de seu impacto no solo
e na biologia vegetal.

Alimentos e nutricdo
|dentifique e avalie como os lipidios, de forma
independente ou junto com proteinas, regulam

as funcdes celulares e sub-celulares, como

a sinalizacdo e expressdo do gene. Estudos

de lipiddmica abrangentes estéo possibilitando
novas descobertas das ligacdes entre 0s
alimentos que ingerimos e a nossa saude.

Farmacéutica

Identifique lipidios para melhorar a descoberta
de drogas e fornecer a base para tratamentos
mais eficientes para doencas debilitantes.

Biocombustiveis

Determine o perfil de lipidios em &cidos
graxos e microalgas produtoras de 6leo como
importantes marcadores para determinar a
compatibilidade e as métricas de desempenho
para biocombustiveis. A lipidomica esta
desempenhando uma funcdo na execucéo de
novas sequéncias de moléculas para produzir
ésteres etilicos de &cidos graxos (FAEEs),

um componente do biodiesel.

“Ao trabalhar com a Agilent,
desenvolvemos em conjunto

fluxos de trabalho avancados

para a deteccao de lipidios de
baixa abundancia usando uma
combinacdo de captura, separacao
e cromatografia nanofluidica
sequida de espectrometria de
massas tandem de alta resolucao.
Esta abordagem acrescentou
detalhes importantes para a nossa
compreensao. Através de nossa
parceria com a Agilent, também
estamos estendendo nossa
pesquisa a areas relacionadas

a lipidémica, como a metabolémica,
glicémica e proteémica.”
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Maultiplas abordagens, diversas solucdes

A diversidade estrutural dos lipidios exige varias abordagens de separacdo; ndo ha uma solucéo
lnica adequada para todas as classes. A cromatografia gasosa/espectrometria de massas
(GC/MS) tem sido tradicionalmente usada para a caracterizacdo de acil graxo; isso proporciona
informagées detalhadas sobre o grupo R, mas perde as informacdes sobre o lipidio devido

ao preparo de amostras (saponificacdo). Terpenos e esterois sao preferencialmente analisados
por GC/MS devido a melhor separacéo e ionizacdo cromatografica.

A cromatografia liquida (LC) e a cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) séo técnicas
amplamente utilizadas que preservam as informacdes do lipidio, ndo exigem derivatizacdo
e fazem facilmente a interface com espectrometros de massas de pressao atmosférica.

A escolha do método cromatogréfico afeta a classe de lipidios resolvidos e detectados,
sendo assim, depende da aplicacao.

Categoria do lipidio GC/MS LC/MS SFC/MS
Acidos graxos (acilos) oo .
Glicerolipidos (triglicerideos) . .
Glicerofosfolipidios 00
Esfingolipidos 00
Lipidios esterois 00 .
Lipidios prenol o 00
Sacarolipidios 00
Terpenos (plantas) o 00
Policetidos . . 00

Tabela 1. Visao geral da forca relativa de diferentes separacdes cromatograficas para varias classes
de lipidios. =+ indica a melhor técnica de separacéo para uma determinada classe.



A Agilent suporta uma gama completa de solucdes lipidémicas (Figura 1), com uma plataforma de analise de dados unificada para todos
0s GC/MS, LC/MS e SFC/MS.

Analises de
reacoes quimicas

Alinhamento e

Aquisicdo de dados | Buscador de recursos o e
analise estatistica

Identificacdo

Software MassHunter Software Mass Profiler Professional
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1
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Analise e visualizacdo ID Browser usando Pathway Architect usando
0 banco de dados METLIN bancos de dados publicos,
Profinder e a biblioteca Fiehn da Agilent como o KEGG

Instrumentos analiticos
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Figura 1. Solugdes de fluxo de trabalho de lipidomica Agilent



TECNOLOGIA’POTENTE FLEXIVEL \E CONFIAVEL
PARA LIPIIiDMIGA ;%

A cromatografia de lipidios PC

A LC de fase normal e de fase reversa 50 4
oferece varias vantagens para a separagéo
de lipidios. A LC de fase normal permite 0 ;

piaios. P Ceramidas SM
a avaliacdo rapida das classes de lipidios " | —
(Figura 2), enquanto a LC de fase reversa ' . . PE

s Esfingosinas

fornece reprodutibilidade de tempo de =
retencdo excelente e separacao dos lipidios
em uma classe (Figura 3). Em anélises
abrangentes de lipidios, a LC de fase normal
é usada para o fracionamento com base em
classes, seguida de LC de fase reversa das

fracdes para resolver lipidios individuais. Contagens vs. Tempo de aquisicao (min,

Figura 2. Separacao por LC/MS de fase normal de extrato de figado demonstrando a separacéo por classe de lipidio.
PE = fosfatidiletanolamina; LPE = lisofosfatidiletanolamina; Pl = fosfatidilinositol; PC = fosfatidilcolina;
LPC = lisofosfatidilcolina.

Acidos graxos, Lyso-PLs Ceramidas, SM, PLs DAGs TAGs

Esfingosinas : : 1T —
x10 |

Contagens vs. Tempo de aquisigdo (min)

Figura 3. Separacéao por LC/MS de fase reversa de extrato de figado demonstrando a separacéo dentro da classe de lipidio.
PL = fosfolipidio; SM = esfingomielina; DAG = diacilglicerol; TAG = triacilglicerol.



Cromatografia de fluido supercritico (SFC)

A SFC utiliza dioxido de carbono muito denso como o componente principal na fase mével da SFC. Uma forma da cromatografia de fase
normal, a SFC é ortogonal a LC de fase reversa, fornecendo separacéo de alta resolucéo de lipidios polares e ndo polares em uma Unica
analise. A SFC é bastante eficaz para resolver misturas complexas de lipidios (Figura 4). O sistema SFC Agilent 1260 foi projetado para
alternar facilmente entre os modos de LC e SFC por meio de uma valvula de alternancia simples.
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Figura 4. Analise por SFC/MS de ¢leo de peixe de um suplemento alimentar comercial. Os cromatogramas de ions extraidos demonstram o alto poder de resolugéo
que a SFC oferece para a analise de misturas complexas de lipidios.

0 sistema hibrido SFC/UHPLC analitico

Agilent 1260 Infinity permite uma Sistema SFC Agilent 1260
versatilidade ainda maior quando

um espectrémetro de massas (MS)

é incorporado como um detector adicional.

* Integrado — Controle de software simples da SFC
de ponta agora em todas as plataformas de LC/MS Agilent

A capacidade de alternar rapidamente entre + "Verde" — Permite a separacéo rapida e de alta
a SFC/MS e a HPLC/MS ¢ um recursos resolucdo de compostos que ndo podem ser
muito eficiente para a lipidomica. separados facilmente por métodos de LC,

com uso limitado de solventes organicos

* Potente — Lipidios polares e ndo polares
podem ser separados em uma Unica corrida

Versatil — Proporciona alta flexibilidade
com grande confiabilidade

& B



A vantagem da mobilidade de ions

A tecnologia de mobilidade de ions fornece uma dimensao adicional e ortogonal de separacao
para amostras complexas como os lipidios. Apos a separacdo cromatografica, os lipidios séo
separados na fase gasosa, fornecendo a separacéo da classe de lipidios com base na secéo
transversal de colisdo do ion do lipidio (Figura 5). A mobilidade de ions também pode fornecer
separacdo de classe de lipidio para amostras complexas. O sistema IMS Q-TOF Agilent 6560
(Figura 6) oferece medicées de massa precisas combinadas com a separacdo por mobilidade
com a mais alta resolucdo comercialmente disponivel.

Tempo de desvio de mobilidade i6nica (ms)

0 500 1000 1500 2000
Massa (Da)

Funil frontal Cela de colisdo

7 \'I'f_l lPuIsador
Funil de . de ions
Filtrode  compressao

captura '
P Tubode  Funil  massado o feixe de ions
desvio  traseiro quadrupolo

Fonte de ionizacéo

Figura 5. A separacéao por IMS de uma mistura
infundida de fosfatidiletanolamina (PE). O aumento
do tempo de desvio é associado ao aumento

do nimero de atomos de carbono.

Figura 6. Cada segmento do conjunto de funis
dindmico, que inclui um funil frontal para enriquecer
a amostra, funil de ions de captura, tubo de
desvio e funil traseiro de foco, foi desenvolvido
cuidadosamente para maximizar a transmisséo

de ions da fonte para o analisador de massa

de alta resolucdo Q-TOF. Isto permite a resolucéo
e a caracterizacdo de amostras complexas usando
a analise de LC/IM/MS, além de manter a alta
sensibilidade, fornecendo um meio de estudar

a diversidade estrutural de moléculas alvo



Identificacao de lipidios

LIPID Metabolites and Pathways Strategy (LIPID MAPS) é uma associacdo de laboratérios criada
para desenvolver o primeiro sistema de classificacdo de lipidios reconhecido internacionalmente,
incluindo a nomenclatura de lipidios e as representacdes estruturais necessarias para identificar um
grande niimero de lipidios. O sistema de classificacdo LIPID MAPS compreende oito categorias de
lipidios (Figura 7), com cada categoria caracterizada pela extensa diversidade estrutural e funcional,
atribuivel a diferentes cadeias alifaticas, estereoisomeria, quiralidade e porcdes do grupo cabega.

A observacéo e a identificacdo de lipidios englobam a classe, a composico elementar, o tamanho
e a localizacéo do grupo R, o nimero e a localizacdo de ligacdes duplas e a orientacdo da ligacdo

dupla (cis/trans).
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Figura 7. As oito classes de lipidios diferentes sao definidas pela associacdo LIPID MAPS.

A Agilent oferece diversas solucdes para observar ou identificar lipidios: correspondéncia com
bancos de dados, correspondéncia com a biblioteca espectral de MS/MS ou correspondéncia

espectral tedrica de MS/MS. A correspondéncia de bancos de dados pode ser realizada
usando o banco de dados Agilent-METLIN ou o SimLipid, pacote de software da PREMIER
BioSoft. A correspondéncia de biblioteca espectral de MS/MS é realizada somente

com a biblioteca de MS/MS Agilent-METLIN, que é produzida usando padrées quimicos.
0 SimLipid também suporta a correspondéncia tedrica de MS/MS de espectros de lipidios.

0 banco de dados Agilent-METLIN e a biblioteca de MS/MS podem ser usados para a
observacao e identificacdo de lipidios. Ele contém aproximadamente 36.600 entradas de

lipidios do LIPID MAPS, sendo que cerca de 640 destas tém espectros de MS/MS de padrdes.
0 banco de dados SimLipid engloba oito categorias de lipidios e 36.224 entradas de lipidios.
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Software projetado para
proporcionar flexibilidade

Na determinacao de perfil dos lipidios,
diversas amostras sao analisadas

com o intuito de comparar e descobrir

as diferencas entre os grupos de
amostras. A Agilent oferece o software
MassHunter Profinder para a extracdo

de lipidios e o alinhamento entre as
amostras. Os resultados apenas de MS
podem ser exportados para o SimLipid
para a identificagdo ou para o Mass
Profiler Professional (MPP) para analise
estatistica. Se o SimLipid nao for usado
para a identificacéo, os lipidios podem ser
identificados no MPP usando o ID Browser
integrado e o banco de dados Agilent-
METLIN para fornecer uma correspondéncia
de massa exata. Dependendo da
abordagem de analise de dados, diversos
fluxos de trabalho podem ser utilizados,
usando uma combinacao de solucdes

de software Agilent (Figura 8).

Se os dados de MS/MS foram adquiridos,
a analise pode ser realizada usando o
software de andlise qualitativa MassHunter,
com a identificacdo por meio do SimLipid
ou do Banco de dados e biblioteca de
compostos pessoais de metabolitos (PCDL)
METLIN Agilent (Figura 9).

0 SimLipid esta disponivel no site

da PREMIER Biosoft International:
www.premierbiosoft.com/lipid/
index.html.

MH Profinder SimLipid MPP
LT
Apenas MS E Alinhado [ SmLipid3 Anotado
MH Profinder MPP SimLipid
..t
Apenas MS E Alinhado SimLipid3
MH Qual MPP ID Browser
Elw =)
Apenas MS Ei; Alinhado 7% 1TH
MH Qual SimLipid MPP
MS ou i | — Alinhado
MS/MS = Sliprif e anotado

Figura 8. Fluxo de trabalho de lipidomica integrado ao software MassHunter.

: @ Espectro de MS/MS experimental

@ Espectro de diferenca

@ Espectro METLIN PCDL

Figura 9. Resultados de pesquisa na biblioteca de MS/MS de uma amostra de soro humano no software de
analise qualitativa MassHunter em relacdo ao PCDL de metabolito METLIN. O espectro superior ¢ 0 MS/MS
coletado em um Q-TOF Agilent para um dos compostos; o inferior é 0 espectro da biblioteca do METLIN.

0 intermediario mostra o espectro da diferenca. A pontuacao na Lista de compostos (92.6) indica um resultado
de alta qualidade.



0 Pathway Architect revela um
contexto hiologico importante

A andlise de amostras de lipidios por LC/MS
apresenta desafios especiais devido a escolha
da cromatografia adequada, assim como

a observacao e identificacdo de compostos
encontrados. Abordagens de determinacéo
de perfil ndo-alvo provavelmente fornecerao
um ntimero maior de lipidios candidatos sem
um contexto hiolégico.

0 médulo Pathway Architect do MPP
pesquisa, filtra, mapeia e visualiza dados
em reacbes bioldgicas. Dois tipos de analises
de reaces sdo suportados; um €é a analise
de Rede derivada de literatura com base
no processamento de linguagem natural

de literatura publicada, enquanto o outro foi
projetado para analisar reacdes bioldgicas
da curadoria disponiveis publicamente,
como KEGG, BioCyc e Wikipathways.

Os dados experimentais foram projetados
com base nestas reacées e permitem que
os usuarios filtrem, ampliem ou selecionem
os dados de forma interativa. As reacoes
podem ser selecionadas e uma lista de
lipidios, proteinas, metabalitos, transcricdes
e genes pode ser exportada e usada

por outros programas para criar novos
experimentos com reacéo direcionada.

Neste exemplo (Figura 10), um fluxo de
trabalho de andlise de lipidio comeca com

a determinacéo do perfil ndo segmentado
de uma amostra por MS e MS/MS para
encontrar o0 maximo de componentes de
lipidio possiveis. O software de identificacao
SimLipid é usado para apontar os resultados,
que sdo entdo visualizados no Pathway
Architect em uma reacéo de KEGG.
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Figura 10. Resultados de uma analise de reacdo de uma amostra de soro humano no Pathway Architect
usando o banco de dados de reacdes de KEGG. Trés compostos de lipidios foram identificados usando

o SimLipid e estavam presentes na reacdo do metabolismo de esfingolipides. Os compostos sdo destacados
em amarelo na reacdo; o composto selecionado atualmente (esfingosina) é destacado em verde.
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AUTOMACAO PARA bIPIDOMICA

Preparo de amostras automatico Comparacao de etapas no protocolo manual x semiautomatico
para obter melhores resultados

Os protocolos automatizados para o preparo

o Extracdo manual Extracdo semi-automatizada
de amostras de lipiddmica aumentam
a reprodutibilidade e diminuem o tempo
gasto no preparo de amostras para analise. Amostras aliquotadas manualmente Amostras aliquotadas automaticamente
Além disso, a automacao libera funcionarios do tubo original em menores fracoes dos tubos originais em menores fracoes
importantes para tarefas mais complexas
e minimiza o impacto da rotacdo da equipe,
que é especialmente importante em estudos
, Solvente de extracdo agregado Solvente de extracdo agregado
de longo praz_o. Por exgmplo, um me_md_o de por transferéncia manual por transferéncia automatizada
extracdo semiautomatico para fosfolipidios
e esfingolipidios de plasma humano foi
desenvolvido usando a Plataforma de
manuseio automatizado de liquidos Bravo o o Sonificacéo e centrifugacao
Agilent no laboratério do Dr. Markus Wenk Sonficagao e centrifugacao (transferéncia manual para o equipamento)
na SLING, a incubadora de lipidomica
da Universidade Nacional de Cingapura.
Sobrenadantes transferidos manualmente Sobrenadantes transferidos automaticamente
aos viais para analise de MS aos well plates de 96 pocos para andlise de MS

Figura 11: No laboratério Wenk, um método automatico usando a Plataforma de manuseio de liquidos Bravo
substitui trés das quatro etapas no preparo de amostras de fosfolipidio e esfingolipidio.
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— As solucdes de manuseio automatizado
de liquidos da Agilent aumentam a
- produtividade sem comprometer a qualidade
dos dados ao simplificar tarefas propensas
a erros, como 0 manuseio, a classificacdo
e a vedacao de liquidos.

140
= 0,9076x + 0,3895
S0 e e Padréo %RSD %RSD
E R“=0,9964 de lipidio Semiautomatico Manual
S Lot
£ 100 PE 14:0/14:0 4,80 7.13
> .
80 o8 ° PC 14:0/14:0 5,85 5,72
£ @
8 g : C17 Ceramida 7,32 11,97
o " 2
o ‘.‘ o
§ 10 . ". LysoPC 20:0 527 5,05
= @ SM 30:1 379 496
S g .
GluCer
0 / 418:1/8:0 ol ol
0 50 100 150

Extracdo manual de plasma nmol/mL

Figura 12. 0 plano de regressdo mostra os resultados de quantificacdo equivalentes para o método de preparo semiautomatico na plataforma de manuseio de liquidos
Bravo em relacdo ao método manual. Na tabela a direita, vocé pode observar que o método semiautomatico ¢ melhor na quantificacéo dos lipidios padréo.
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SOLUCOES PARA LIPIDOMICA GC/MS E LC/MSJKGINENT

Instrumentos de GC/MS

Sistema GC/MSD 5977A series Sistema GC/MS triplo quadrupolo Sistema GC/MS Q-TOF 72008

Ideal para analise ndo segmentada 7000C & 7010 Identifique lipidios desconhecidos

e descoberta de rotina. 0 GC/MSD Agilent Obtenha excelente quantificacao de anteriormente com os dados de MS/MS
5977A fornece confiabilidade e facilidade MS/MS e limites de deteccdo muito de alta resolucdo. 0 GC/MS Q-TOF Agilent
de uso para examinar grandes nimeros baixos com 0 7010 para andlises 7200B complementa o poder de separacéo
de amostras. orientadas mais exigentes. do GC 7890C com dados continuos de

alta resolucéo.

A Agilent tem uma linha completa de colunas e consumiveis para GC e LC, de todos os
instrumentos no seu laboratério, para apoiar a pesquisa de lipiddémica. Encontre o melhor
conjunto de solucdes para o seu laboratorio em www.agilent.com/chem/selectiontools

14



Instrumentos de LC/MS

0

Sistemas analiticos SFC 1260 Infinity

0 SFC/MS Agilent 1260 permite separacdes
rapidas e de alta resolucéo de lipidios que
nao podem ser separados facilmente por
outros métodos. Lipidios polares e néo
polares podem ser separados em uma Unica
corrida, com alta flexibilidade, alta precisdo
e confiabilidade excelente.

LC/MS Série 6400 triplo quadrupolo

Com experimentos de MRM extremamente
rapidos e desempenho solido e confiavel,

o LC/MS triplo quadrupolo 6400 series
permite um tempo de atividade alto

para analisar grandes conjuntos

de amostras. A sensibilidade de nivel
sub-fentograma permite a deteccéo

de lipidios de baixa abundancia.

‘1

[

Q-TOF de massa precisa 6500 Series

|deal para determinar o perfil e identificar
compostos de baixo peso molecular,

o Q-TOF 6500 series fornece funcionalidade
de MS/MS. A exatiddo de massa tipica
aumenta a confianca na identificaco de
lipidios e reduz falsos positivos em pesquisas
em bancos de dados.

Plataforma de manuseio automatizado
de liquidos Bravo Agilent

Para o preparo de amostras de lipidios,

a plataforma Bravo é capaz de transferir
amostras de tubos de coleta para o formato
de well plate, realizando adicdes de liquido
e extracdo de amostras.

LC 1290 Infinity Il

Atinge desempenho de separacéo

e deteccéo excelentes, disponibilizando
dados de alta qualidade com confianca.

A capacidade de amostra e a velocidade
do ciclo de injecdo unem-se a novos niveis
de utilizagdo para permitir alta produtividade.



Para obter mais informacées, faca o download
da Visao geral e do guia de fluxo de trabalho
de lipidomica, que apresentam instrucées para
andlise de lipiddmica usando os softwares

de andlise quantitativa MassHunter, Profinder,
SimLipid e MPP. Estes guias fornecem detalhes
passo a passo para os fluxos de trabalho

de lipidomica. Encontre-os pesquisando

por 5991-1643EN e 5991-1644EN

(materiais em inglés), disponiveis em
www.agilent.com/chem/library.

Saiba mais
www.agilent.com/chem/lipidomics

Encontre um centro de atendimento
ao cliente Agilent
www.agilent.com/chem/contactus

Brasil
0800-7281405
chem_vendas@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia-Pacifico
inquiry_Isca@agilent.com
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