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Objetivos

Empregar um dispositivo analitico microfluidico
em papel (UPAD) para coleta de amostras de
plasma e deteccao de doencga neonatal através
de paper spray ionization e espectrometria de
massas (PS-MS). Além do potencial do yPAD
como plataforma de coleta de amostras
bioldgicas, também avaliar o potencial para a
detecgdo e determinagdo da fenilalanina via
PS-MS como ferramenta para triagem da
fenilcetonduria.

Métodos e Procedimentos

O YPAD possui barreiras hidrofébicas capazes
de confinar a amostra em uma area especifica.
Para a fabricagdo das barreiras hidrofébicas,
os dispositivos foram desenhados em o
software e impressos duas vezes em papel
qualitativo n°1, utilizando a impressora HP
Color LaserJet CP1215. Em seguida, foram
aquecidos em estufa por 40 min a 150°C para
que o toner permeasse as fibras do papel
formando as barreiras hidrofébicas.

Para a amostragem, uma aliquota de 6 yL da
amostra ou padrdo de fenilalanina foi aplicada
no UPAD e seca, formando o dried plasma spot
(DPS).

Para as analises, o pPAD contendo o
analito/amostra foi dobrado e posicionado com
sua ponta paralela a entrada do espectrémetro
de massas utilizando uma garra de cobre. Uma
aliquota de 15 pL da mistura de solventes com

o reagente derivatizante foi adicionada ao
papel e um alto potencial (5 kV) foi aplicado
para gerar o spray, permitindo a analise via
PS-MS.

A analise foi realizada no espectrdmetro de
massas TSQ Quantum Acess Thermo
Scientific, triplo-quadrupolo. Os dados obtidos
foram tratados através do programa Xcalibur.
As amostras de plasma utilizadas no
desenvolvimento do projeto foram adquiridas
da BIOVT e sdo amostras de um pool de
plasma humano em K,EDTA.

Resultados

Nas primeiras analises de plasma sanguineo,
empregou-se como solvente uma solu¢do de
metanol, agua e acido férmico e obteve-se um
espectro ruidoso € um sinal pouco intenso. Em
alternativa a analise direta, foi utilizado o
p-dimetilaminobenzaldeido  (p-DMAB), um
agente derivatizante, e fez-se uma reacao
online com a fenilalanina, no qual o reagente é
solubilizado diretamente na mistura de solvente
que é adicionado ao papel no momento da
analise. Essa estratégia levou a formagao de
ions de maior massa/carga em zonas de menor
interferéncia. Como demonstrado na Figura 1.
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Ao realizar a fragmentagdo do produto da
reacao online, observou-se a quebra da ligagao
formada entre as moléculas da fenilalanina e
de p-DMAB, caracterizadas pelos picos de m/z
166, caracteristico da fenilalanina protonada e
m/z 150, caracteristico do p-DMAB protonado.
As perdas de massa a partir do ion precursor
sdo condizentes com essa quebra, pois a sua
diferenga em relagdo ao ion precursor sédo a
massa da fenilalanina e do p-DMAB. Houve
também a fragmentagdo da fenilalanina,
formando o ion produto em m/z 120, uma
fragmentagao caracteristica desse aminoacido,
sendo a perda de agua e monodxido de
carbono.

Na segunda etapa da pesquisa, visou-se a
otimizagdo das condi¢cdes experimentais que
gerou as condigdes descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des experimentais obtidas apds a
otimizacdo experimental.

Parametro Valor
Temperatura do capilar 175°C
Distancia do papel 6 mm
Voltagem da fonte 5kV
Voltagem das lentes 7BV

Apos a otimizagdo, construiu-se uma curva de
calibragdo (Figura 2) variando a concentragéo
de fenilalanina de 5 a 100 mg L' e utilizando
uma concentracdo constante de um padrao
interno (**Cg-Fenilalanina).
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Figura 2: Curva de calibragdo da concentracdo de
fenilalanina em mg L™ pela razédo intensidade do

analito pela intensidade do padrao interno no
espectrémetro de massas.

Conclusoes

A pesquisa demonstrou que a utilizagdo do
MPAD como dispositivo analitico é viavel,
minimizando o custo e a complexidade da
analise, evitando etapas de preparo de amostra
e podendo ser uma alternativa ao uso da
cromatografia liquida para a analise de
fenilalanina.

A detecgdo e determinagao da fenilalanina via
PS-MS mostrou-se efetiva através da reacéo
online entre a fenilalanina e p-DMAB gerando
um bom sinal com menor ruido.

Com a construgdo da curva de calibragao foi
possivel observar que o espectrbmetro de
massas apresentou um sinal crescente com o
aumento da concentracao de fenilalanina como
esperado.
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