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ALTA ExaTIDAO EM ESPECTROMETRIA DE MASSA: DA COMPOSICAO
ELEMENTAR A ANOTACAO EM METABOLOMICA

ANTONIO E. N. FERREIRA*

A alta exatidao de massa associada & alta resolucdo em espectrometria de massa permite o calculo da composicéo ele-
mentar dos compostos detetados em misturas complexas. O conhecimento da composi¢ao elementar restringe 0 nimero
de resultados nas buscas em bibliotecas de compostos conhecidos, para efeitos de identificacdo de pequenas moléculas
organicas. Em relagdo a compostos desconhecidos, a composi¢cdo elementar é frequentemente a primeira anota¢éo pos-
sivel em bases de dados de pequenas moléculas e é o ponto de partida para a elucidag@o estrutural. Neste artigo é feita
uma revisao dos principais passos envolvidos na determinacdo da composicao elementar de pequenas moléculas a partir
de valores de massa obtidos em instrumentos de alta exatidao..

INTRODUCAO

Durante a ultima década, o desen-
volvimento técnico em espectrometria
de massa (MS) resultou num aumento
dramatico de duas “figures de merit”
instrumental: a resolucéo e a exatidao
de massa. Aresolugéo a um dado val-
or de massa m é geralmente expressa
por m/Am, em que Am é a largura a
meia altura de um pico e a exatidao
de massa é geralmente expressa em
ppm, segundo a definicao:

(mexp erimental m calculada ) 1 06

ppm=

exp erimental

No mercado atual, os espectrometros
do tipo Ressonancia Ciclotronica de
I&o com Transformada de Fourier (FT-
ICR) conseguem atingir 0,1 a 1 ppm
de exatiddo de massa e resolucdes
acima de 1 000 000 [1]. Espectromet-
ros do tipo Orbitrap conseguem atingir
0,5 a 1 ppm de exatidao de massa e
100 000 de resolugdo. Embora a alta
exatiddo de massa seja importante na
analise de macromoléculas bioldgi-
cas e agregados supramoleculares,
ela é essencial no campo da identifi-
cacao sistematica e em larga escala
de espécies de baixa massa molecu-
lar. Partindo de uma situagédo em que
ha um total desconhecimento sobre
a estrutura do ido que deu origem a
um determinado pico num espectro de
MS, a alta exatiddo permite restringir
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a atribuicao de identidade baseada
numa busca sistematica realizada so-
bre uma base de dados de compostos
possiveis: regra geral, quanto mais
restrito for o intervalo de massa da
busca, menor o nimero de compostos
candidatos encontrados.

Uma area de aplicagdo particular-
mente importante e de elevado in-
teresse é a metaboldmica: a identifi-
cagédo em larga escala de compostos
organicos de baixa massa molecular
com interesse funcional em amostras
biolégicas complexas. Sob o ponto de
vista analitico, em metabolémica, o
problema é a necessidade de identifi-
car uma mistura complexa de compos-
tos organicos em quantidades quase
vestigiais, alguns relativamente ins-
taveis e sob a imposi¢cao de um ciclo
de trabalho relativamente curto, dada
a necessidade de proceder a analise
de muitas amostras em tempo dutil.

Em geral, a identificagdo inequivoca
de um composto passa pela sua car-
acterizagdo estrutural, combinando
técnicas de espectrometria de massa
tandem (MS") com a informag&o ob-
tida a partir de outras metodologias
(NMR 1D e 2D, espectroscopia de in-
fravermelho, cristalografia de raios X,
estudos de reatividade). No entanto,
num cenario de identificacdo em larga
escala, é impossivel aplicar sistemati-
camente metodologias complemen-
tares para cada um dos compostos
presentes num espectro de MS. Por
outro lado, a utilizagdo de MS" pode
ndo ser viavel, seja pela lentiddo do
ciclo de trabalho, seja pelo facto de

ndo existir uma estratégia univer-
sal de elucidagéo estrutural por MS"
para pequenas moléculas, uma vez
que estas ndo tém a regularidade de
repeticdo de residuos caracteristica
das macromoléculas bioldgicas (pro-
teinas e acidos nucleicos). E, por isso,
de todo o interesse obter o maximo de
informacao possivel a partir da utiliza-
¢ao de apenas um nivel de MS.

Neste contexto, a alta exatidao no
valor de massa fornece um primeiro
nivel de restricdo no universo da bus-
ca para identificagcdo de compostos:
ela permite o calculo da composi¢ao
elementar de compostos com a con-
sequente possibilidade de pesquisar
bibliotecas de compostos a partir de
férmulas elementares. Idealmente, a
partir do espectro de massa de uma
mistura complexa obteriamos uma
Unica férmula de composigéo elemen-
tar para cada composto detetado.
Na realidade, mesmo em alta exa-
tiddo, obtemos um conjunto de com-
posicdes elementares compativeis
com o valor de massa de cada um dos
compostos detetados dentro de um
intervalo de exatiddo de massa espe-
cificado. Este célculo é feito em varios
passos, compreendendo a obtencéo
da massa monoisotopica de cada es-
pécie, a remogao dos valores de mas-
sa de aductos, o calculo combinatoério
das formulas possiveis e a aplicagao
de filtros ortogonais de restricdo do
numero de férmulas calculadas.

Em seguida é apresentado um resu-
mo de cada um desses passos.
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RemocAo VIRTUAL DE ADUCTOS

Especialmente em LC/MS é frequente
que grande parte dos ides subjacen-
tes a um espectro sejam o resultado
de aductos e que poucos picos pos-
sam ser associados a ides molecu-
lares. Em modo positivo, por exem-
plo, s&o particularmente vulgares os
aductos com H*, Na* e K*. Assim, na
analise de um espectro de MS, de-
vem ser identificadas ou calculadas
as espécies sem aductos, de prefer-
éncia calculando a massa da espécie
molecular neutra. A um aducto com
H*, por exemplo, deve ser subtraido
o valor de 1,007276 Da' para obter a
espécie neutra. Na interpretagdo de
um espectro de massa é geralmente
possivel atribuir séries isotépicas a
presenca destes aductos. Por outro
lado, o processo pode ser semiauto-
matizado recorrendo a “calculadores
de aductos”, ferramentas que se po-
dem encontrar no software associado
a equipamentos de MS.

CALcuLo pa Massa MonoisoTéPica

Embora teoricamente o calculo de for-
mulas de composi¢ao elementar com-
pativel com uma dada massa possa
ser realizado a partir de massas de
ibes em qualquer estado de carga
e qualquer composicdo isotépica, o
procedimento esta uniformizado para
a utilizacdo da massa monoisotdpica
da espécie neutra. A determinacao de
uma massa monoisotopica envolve,
em primeiro lugar, a desconvolugéo
do conjunto dos ides polivalentes no
caso da ionizagdo quimica ou por
elecrospray. Daqui resulta a identifi-
cagao, num espectro de MS, da série
isotépica correspondente ao i&o mon-
ovalente de cada um dos compostos
detetados. E essencial poder contar

com um instrumento de alta reso-
lugéo, com o objetivo de resolver os
picos da série isotdpica junto a linha
de base. Por via computacional é feito
um ajuste a distribuicdo estatistica
das intensidades dos picos da série
isotdpica e a massa contendo apenas
atomos de isétopos mais baixos para
cada elemento, a massa monoisotépi-
ca, & assim calculada. O processo
esta, uma vez mais, frequentemente
implementado no software de apoio
ao equipamento de MS, sendo os
algoritmos de calculo de massa mo-
noisotopica algo sofisticados. Na ver-
dade, estes algoritmos tém de lidar
com o facto da distribuigdo isotdpica
poder ser muito variada consoante a
natureza € o numero dos elementos
presentes no iao, como esta ilustrado
na Figura 1.

CALcuLo pe FormuLas be Composi-
GAO ELEMENTAR COMPATIVEIS

A partir da massa monoisotépica do
composto neutro, sdo calculadas
féormulas de composi¢do elementar
compativeis dentro de um intervalo
de exatiddo de massa. Trata-se de
um problema simples de quimica
combinatéria. Podem aqui ser usa-
dos de uma forma eficiente algoritmos
de busca exaustiva (“forga bruta”),
dada a simplicidade do problema e a
grande rapidez de célculo, caracter-
istica dos meios computacionais atu-
almente ao dispor. O processo pode
ser realizado num computador pes-
soal utilizando, por exemplo, o pro-
grama MWTWIN [2], ou ferramentas
do tipo Formula generators, incluidas
no software associado aos espectré-
metros. Na busca de composigcdes
elementares tem de ser especificada
uma lista de elementos que podem
entrar na constituicdo das férmulas,
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Figura 1 — Distribuicdo isotdpica prevista para diversos compostos puros. Distribuigdes calcula-
das com o auxilio do programa MWTWIN [2], ferramenta Isotopic Distribution Modelling, para
iGes do tipo [M+H]* normalizadas a forma isotépica mais abundante (100 %)
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a massa monoisotopica de referéncia
e um intervalo de exatiddo de massa,
geralmente especificado em ppm. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as con-
tagens resultantes do calculo de fér-
mulas matematicamente possiveis
em torno de dois valores de massa
de referéncia, para diferentes valores
de exatiddo de massa. Como se pode
observar, o efeito da exatidao de mas-
sa é muito significativo. E também in-
teressante observar a distribuigdo das
massas de todas as composicdes el-
ementares para um dado conjunto de
elementos tipicamente encontrados
em compostos bioldgicos. Na Figura
2 estdo indicadas as contagens das
férmulas possiveis ao longo do inter-
valo de 50 a 500 Da. S&o evidentes
duas caracteristicas: o numero de
composigdes calculadas tem um cres-
cimento aproximadamente exponen-
cialmente com o aumento de massa
(Figura 2 A) e a maior das férmulas
tende a distribuir-se em torno dos va-
lores unitarios de massa (Figura 2 B).

CRITERIOS DE ExcLUSAO

Finalmente, sao aplicados critérios
de exclusado de férmulas de modo a
reduzir o numero de composicdes
elementares calculadas. A neces-
sidade deste refinamento decorre do
elevado numero de formulas que sao
geralmente obtidas levando em con-
ta exclusivamente o calculo combi-
natorio de elementos. O crescimento
exponencial do numero de férmulas
leva a que, por exemplo, se consid-
erarmos os elementos C, H, N, O, S
e P, existam 3 572 670 féormulas de
composigcdo elementar no intervalo
de massa entre 50 e 500 Da. A alta
exatidao pode nao ser suficiente para
reduzir o nimero de férmulas para um
valor viavel para se realizar uma bus-

Tabela 1 — Numero de féormulas de composi¢do
elementar matematicamente possiveis para
diferentes valores de exatiddo de massa.
Consideraram-se combinagdes dos elementos C,
H, N, O, S e P. Valores calculados com o auxilio
do programa MWTWIN [2],
ferramenta Formula Finder

Exatiddo de massa (ppm)

400,002635 | 347 179 34 18 4

600,001757 | 2168 | 1086 | 218 | 103 | 23
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ca em bases de dados de compostos
de baixa massa molecular [3]. Assim,
por exemplo, a uma exatidao de 0,1
ppm, ja no limiar do limite que é hoje
tecnologicamente possivel com os es-
pectrometros de massa mais podero-
sos, ainda encontramos 23 férmulas
em torno da massa 600,001757 Da
(Tabela 1). Idealmente, obteriamos
apenas uma unica formula de com-
posi¢ao elementar para cada valor de
massa monoisotdpica em alta exa-
tidao.

Os critérios adicionais de excluséo
decorrem, por um lado, de consid-
eracoes tedricas sobre a capacidade
de se gerar uma férmula molecular
de um composto orgéanico a partir de
uma dada composigcao elementar, e,
por outro lado, de regras empiricas
que séo verificadas pela grande maio-
ria das entradas existentes em biblio-
tecas de compostos conhecidos.

Kind e Fiehn [4] estudaram a aplica-
¢céo de alguns destes critérios, avali-
ando o seu impacto na redugdo do
numero de féormulas candidatas apés
o calculo combinatério. Neste estudo,
estes autores enunciaram “sete re-
gras de ouro” a aplicar como critérios
de selecdo. Alguns exemplos destas
regras sao:

= Numero de atomos de cada ele-
mento numa férmula: o recensea-
mento da composi¢cdo elementar
dos milhdes de entradas em bib-
liotecas de compostos revela que
existem maximos naturais quanto
ao numero de atomos de cada el-
emento. Por exemplo, na bibliote-
ca Dictionary of Natural Products,
para compostos de massa inferior
a 1000 Da, o numero de atomos de
N nao excede 27 [4].

= Regras de LEWIS e SENIOR:
estas regras impdem, respetiva-
mente, a obediéncia a regra do oc-
teto (com a consideragéo de valén-
cias multiplas) e restricdes quanto
ao numero de atomos e numero de
valéncias totais no composto para
que possa existir um “grafo” molec-
ular. Estas s&o regras de natureza
tedrica, para as quais existem ex-
cecdes (espécies radicalares no
caso da regra de LEWIS), mas
que sdo verificadas pela quase to-
talidade dos compostos bioldgicos
conhecidos.

= Quocientes H/C e N,O,P,S/C: uma
analise a distribuicdo dos valores
destes quocientes em bibliotecas
de compostos conhecidos permite
definir balizas que contém quase
todos os compostos conhecidos.
Este € um filtro de simples imple-
mentacdo, embora ndo seja dos
mais eficazes na exclusdo de for-
mulas [4].

= Padrdes isotopicos: Embora este
seja um critério muito poderoso
na exclusdo de formulas, requer
informacdo espectral adicional:
a relagéo entre a intensidade da
espécie monoisotopica (no estado
de carga monovalente) e a inten-
sidade dos dois picos seguintes na
série isotopica. Especificamente,
designando por M a massa mo-
noisotdpica, é necessario fornecer
a proporgao entre M+1 e M+2
(consideram-se geralmente as in-
tensidades normalizadas a massa
monoisotdpica). Os valores experi-
mentais das intensidades destes
dois picos de uma série isotopica
estdo sujeitos a erro experimen-
tal, dependendo da sensibilidade
e resolugado instrumental. Neste
critério de exclusdo é necessario

1000
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Figura 2 — Numero de férmulas de composigdo elementar matematicamente possiveis para
diferentes valores de massa de referéncia. Consideraram-se as contagens das combinagdes dos
elementos C, H, N, O, S e P, em intervalos de comprimento 0,01 Da.

A: todo o intervalo de 50 a 500 Da. B: detalhe junto ao valor de massa 300 Da. Férmulas calcula-
dos com o auxilio do programa MWTWIN [2], ferramenta Formula Finder
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especificar, por isso, um desvio
padréo para os valores de intensi-
dade do sinal. O critério atribui uma
pontuacdo a cada férmula, sendo
comparado o padréo isotépico
previsto com o padrédo isotopico
experimental. Férmulas com pon-
tuagdo muito baixa séo eliminadas.
Este “filtro ortogonal” é dos mais
eficazes na exclusdo de férmulas
candidatas, sendo muitas vezes
suficiente um valor de 5% no erro
das intensidades para se conse-
guir uma reducao de centenas de
candidatos a menos de uma deze-
na [3, 4].

ConcLusAo

A possibilidade do calculo da com-
posicao elementar a partir de um
valor de massa de alta exatiddo ja
tinha sido antecipada por altura do
desenvolvimento de espectrémetros
do tipo FT-ICR [5]. No entanto, a sua
utilizagdo como elemento informa-
tivo capaz de levar a identificagdo
de um composto num espectro de
MS complexo s6 foi possivel com o
desenvolvimento dos métodos com-
putacionais capazes de automatizar
o procedimento e com a disponibiliza-
¢ao de bibliotecas de compostos de
baixa massa molecular com interesse
em determinadas areas cientificas.
Embora a explosdo combinatéria do
numero de formulas possiveis seja o
principal obstaculo a identificagdo em
larga escala, sobretudo para massas
a partir dos 600 Da, a construcéo de
regras de exclusdo e o aproveitamen-
to das caracteristicas de alto desem-
penho dos espectrometros de gama
alta atualmente disponiveis aproxi-
mam-nos do objetivo de obter uma
Unica composigéo elementar por cada
massa monoisotdpica. E de salientar
que o conhecimento da composicao
elementar é util, ndo s6 numa per-
spetiva de restrigdo da pesquisa em
bibliotecas de compostos, mas tam-
bém como informagéo primaria a ser
atribuida na anotagcdo de compostos
desconhecidos. Finalmente, embora
ndo seja possivel distinguir isomeros
ou compostos isobaricos (compostos
com diferentes composicbdes elemen-
tares, mas com uma diferenga entre
massas monoisotopicas nao detetavel
experimentalmente), o conhecimento
da composi¢do elementar € um bom
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ponto de partida para as metodologias
de elucidagéao estrutural.

NoTa

" Neste texto é usado o simbolo Da
(dalton) em vez do simbolo u para
designar a unidade de massa atémi-
ca unificada, pratica corrente em
espectrometria de massa aplicada a

metabolémica e protedmica. Ambos
os simbolos séo atualmente aceites
pela IUPAC.
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ATUALIDADE CIENTIFICA

TESTANDO A PUREZA DE ENANTIOMEROS

Moléculas que sdo imagens especulares entre si podem originar efeitos bioldgicos claramente distintos. Por exemplo, um
enantiomero especifico pode aliviar sintomas de uma determinada doenga, enquanto que o correspondente a sua imagem
especular pode ser completamente inativo ou mesmo desencadear efeitos secundarios nefastos. Deste modo, os quimicos
de sintese desenvolvem métodos para produzir seletivamente apenas o enantidmero que lhes interessa. No entanto, estes
investigadores podem agora avaliar mais facilmente a eficacia dos seus processos através do recurso a uma nova técnica que
possibilita a quantificagdo rapida da proporgao relativa de cada enantiémero presente numa mistura racémica (J. Am. Chem. Soc.,
DOI: 10.1021/ja205775g).

Para estimar a composi¢ao de uma mistura racémica, os especialistas recorrem ao calculo do excesso enantiomérico. Por exemplo,
se uma amostra contém 80% de um enantiémero e, consequentemente, 20% do outro, o excesso enantiomérico é de 60%. Para
avaliar com rigor este parametro, os quimicos utilizam técnicas como cromatografia liquida (HPLC). No entanto, “estes métodos
sdo lentos e ndo possibilitam uma analise em tempo util das centenas ou milhares de reagdes que a industria farmacéutica ou os
investigadores académicos necessitam avaliar durante o desenvolvimento de novos métodos de sintese”, afirma Eric Anslyn, um
quimico da Universidade do Texas, em Austin.

Anslyn e os seus colaboradores pretendiam desenvolver um meio expedito para a quantificagdo do excesso enantiomérico
de acidos carboxilicos, que sdo componentes comuns em medicamentos e polimeros. Em colaboragdo com James Canary, da
Universidade de Nova lorque, a equipa sintetizou uma molécula aquiral contendo cobre. O dtomo de cobre possui um centro de
coordenagdo desocupado e, deste modo, a molécula pode acomodar acidos carboxilicos quirais. Quando este substrato quiral
se liga ao atomo de cobre, os ligandos de quinolona organizam-se em forma de hélice. Esta hélice gira num sentido especifico
consoante a estereoquimica do substrato.

Quando os investigadores analisaram os complexos através de uma técnica designada por “exciton-coupled circular dichroism”,
verificaram que os dois movimentos da hélice absorviam luz polarizada de uma forma diferente. Tal como os enantiémeros, os
espectros de cada molécula representavam imagens especulares entre si, produzindo sinais simétricos a um comprimento de onda
caracteristico. Assim, os investigadores recolheram espectros de misturas conhecidas de enantiomeros de forma a construirem
uma curva de calibragdo, que posteriormente foi usada para estimar o excesso enantiomérico de um conjunto separado de
misturas racémicas.

Através da comparagdo dos valores de excesso enantiomérico reais de cada mistura com os valores estimados a partir da curva de
calibragdo, os investigadores concluiram que a técnica apresenta erros médios de aproximadamente 3%. Assim, Anslyn afirma “a
nossa abordagem nao é tdo exata como HPLC, mas é 100 vezes mais rapida”. De facto, a equipa pode analisar aproximadamente
100 amostras em duas horas.

(adaptado do artigo de 01/08/2011 de Laura Cassiday: Probing Enantiomer Purity
Chemical & Engineering News —
http://pubs.acs.org/cen/news/89/i31/8931scene4d.html)
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