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Desistir de aprender é egoismo."

Este é um ditado que eu gosto muito.

Quando acalentamos o desejo de aprender mais,
Nossas vidas estardo repletas

De genuina vitalidade e brilho."

"Criar pessoas capazes demora cem anos"

Isto é verdadeiro!

Jovens, uma drvore ndo cresce numa so noite!
Imperceptivel dentro do solo,

As raizes arraigam-se cada vez mais profundamente,
Absorvendo sem cessar os nutrientes

Através do aprimoramento continuo e da aprendizagem,
Por meses e anos,

Vocés acumulardo muitos "elos de desenvolvimento"
Que se elevardo pelos céus como

Enormes e imutdveis drvores.

Daisaku Ikeda

Poema ”’Jovem Terra de Futuro Grandioso”
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Neste projeto de pesquisa foi desenvolvido um novo método para determinacao
e quantificagdo da homocisteina em plasma, intermedidria da sintese de cisteina, que €
produzida no organismo a partir da metionina. Este novo método emprega a Espectrometria

de Massa por Introducdo via Membrana (MIMS).

Utilizou-se uma sonda de membrana DIMP (Sonda de membrana com insercao
direta) operando no método T&R-MIMS (aprisionamento e liberacdo - Espectrometria de
Massa por Introducdo via Membrana) que amostra os compostos por um determinado
periodo de tempo por adsor¢cao em uma membrana de silicone, seguida de rapida dessorcao
através do aquecimento da membrana. A andlise de homocisteina foi realizada com
derivatizacdo por esterificacdo, adicionando-se cloroformiato de etila, em solvente

contendo piridina, etanol e agua.

Os experimentos foram realizados em um espectrometro de massas
monoquadrupolar, operando em modo SIM (monitoramento de fons selecionados). Foi
monitorado o fon de m/z 234 que corresponde ao fragmento [M-H]" da homocisteina.
Testes de linearidade mostraram um coeficiente de correlagdo de 0,998. O sistema se
mostrou bastante reprodutivel e um experimento no qual foram realizadas cinco repeti¢oes
apresentou desvio de 2,5%. A recuperagdo foi de 97,4%, e limitre de deteccdo de 2 M o

que demonstra que o método € vidvel para a andlise de homocisteina.

Resumo
Xxii
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A homocisteina foi descoberta por De Vigneaud em 1932,' e corresponde a um
aminodcido intermedidrio da sintese da cisteina, produzido no organismo a partir da
metionina. A concentracdo elevada de homocisteina no plasma € reconhecida ha alguns
anos como um fator independente de risco para doencgas cardiovasculares, incluindo
aterosclerose e trombose venosa.” A concentracdo total deste aminodcido no plasma
compreende a faixa de 5 a 15 uM, e valores acima de 100uM podem ser consideradas
como condi¢do de hiperhomocisteinemia. A incidéncia do aumento de homocisteina na

populacdo é de 1:200.000.°

No entanto, ainda ndo existe um consenso sobre valores que identificam um
potencial citotéxico para o desenvolvimento de doenca cardiovascular. Os mecanismos
patolégicos precisos pelos quais a homocisteina pode causar lesdes vasculares ndo estio
totalmente esclarecidos, apesar de intimeros estudos terem documentado efeitos
significantes da homocisteina, considerando esta classe de componentes e os modelos
aterosclerdticos.* Virios estudos “in vitro” vem sendo realizados, sugerindo que niveis
elevados de homocisteina atuam como um fator de risco para patologias de doencas
vasculares, podendo ser discutida por duas questdes fundamentais tais como a falta de
especificidade (outros tiois produzem efeitos similares) e ao aumento extremamente
elevado de suas concentragdes séricas (100-1000 uM em niveis “in vivo” ). Outros estudos
“in vivo” recentemente foram realizados, onde foram demonstrados os efeitos sobre a
expressdo da quimiocina sobre as células endoteliais aorticas’, atravéz de experimentos
onde primeiramente haja inibi¢do do crescimento das células vasculares do endotélio e a
seguir a recuperagdo deste crescimento em resposta ao acimulo deste aminodcido (injuria)G.
Portanto, existem muitos trabalhos que vem sendo realizados para elucidar o papel deste
aminodcido no organismo bem como entender a sua participacdo principalmente nas

doencas cardiovasculares.

Introdugdo
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1.1. 0 METABOLISMO DA HOMOCISTEINA
1.1.1. Transmetilacao

Em contraste com a limitada compreensao de sua patologia, existe uma grande
quantidade de informacdes relativa ao metabolismo da homocisteina, pois esta participa do
metabolismo do aminodcido metionina que € indispensdvel ao organismo. Na Figura 1,
podemos observar que o primeiro passo no metabolismo da metionina envolve a ativacao
do composto sulfénico, S-adenosilmetionina (SAM), via enzima SAM-sintetase. A
S-adenosilmetionina € um doador de grupos metila para numerosas reacdes de
transmetilacdo (Figura 1), incluindo no caso a sintese da S-adenosilhomocisteina (SAH)
que € hidrolisada formando a adenosina e a homocisteina pela ativacdo da SAH-hidrolase.
SAH-hidrolase é uma enzima reversivel, com a direcdo da SAH-sintetase com natureza
favorecida termodinamicamente.” Em estudos “in vivo” a presenca da adenosina significa

que existem a presenca da SAH-hidrolase, ou seja o defeito genético ndo € devido a

auséncia desta enzima. Portanto esta etapa de reacao forma a homocisteina.

Este € o ponto critico na regulacdo da SAH que € um potente inibidor das
transmetilases.® Esta regulacdo se realiza através de 2 caminhos distintos: remetilagdo,

voltando para a metionina, e a transsulforacdo, no sentido da formacao da cisteina.

Introdugdo
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1.1.2. Remetilacao

A remetilacio da homocisteina resultando na formacdo de metionina
novamente ocorre pela acdo de uma ou duas enzimas, sendo elas: - metionina sintetase
dependente da cobalamina e/ou - betaina:homocisteina metiltransferase. A sintese da
metionina € catalisada pela transferéncia de grupos metila da 5-metiltetrahidrofolato para a
homocisteina, formando a metionina. Esta transferéncia de grupos metila é efetuada
diretamente por uma enzima ligada a cobalamina. A betaina:homocisteina metiltransferase
catalisa uma reacdo similar; onde ocorre independente da presenca de folato. Nesta reacdo a
betaina que é um metabolito da colina, atua como um doador de metila para a sintese da
metionina. Na reacdo de remetilacdo o esqueleto carbonico e os dtomos de enxofre sao

.. . . .9
conservados 0r1g1nando assim a metionina.

1.1.3. Transsulforacao

Na reacdo de transsulforagdo ocorre a oxida¢do da homocisteina para cisteina.
O catabolismo da cadeia carbonica e o dtomo de enxofre da metioniona/homocisteina
ocorre devido a oxidagdo ocasionada pela reacdo de transsulforacdo. A primeira etapa da
transsulforacdo € a condensacdo da homocisteina com a serina, através da acdo direta da
cistationa-fB-sintase que ¢é dependente da vitamina Bg, resultando a formacdo da
cistationina. A cistationina € entido metabolizada formando a cisteina, o-cetobutirato € o ion
amonio, pela acdo direta da cistationa-p-liase que é dependente da vitamina Be. A cisteina
formada contém o grupo SH proveniente do composto metionina/homocisteina e o
esqueleto carbonico da serina, podendo ser utilizada para sintese de proteinas, glutationa,
ou sofrer reacdes de catabolizagdo. O esqueleto carbonico da metionina/homocisteina, na
forma 4acido pirdvico, é oxidado diretamente dentro da mitocondria formando piruvato
desidrogenase ou formando o complexo 4cido ceto dehidrogenase,'’ proveniente de um

mecanismo anaplerético para o ciclo do dcido tricarboxilico, via succinil CoA.

Introdugdo
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1.1.4. Regulaciao do Metabolismo da Homocisteina

A regulacdo do metabolismo da homocisteina ocorre devido a interacdo de
vérios fatores, tais como a dieta bem como a concentracdo dos substratos nos diversos
caminhos intermedidrios. Por exemplo, na sintese direta da homocisteina a remetilacdo e a
transsulforacao sao regulados no sentido da formacdo de SAM e SAH. Pessoas adeptas ao
consumo de cereais contendo metionina possuem um aumento nas fungdes da SAM a nivel
hepatico ativando assim a cistationina-B-sintase (transsulfora¢do) e inibindo a MTHFR
(metilenotetrahidrofolato redutase) e consequentemente a remetilacdo da homocisteina.''
Estes processos ajudam a assegurar durante certo tempo a adequacio da metionina, onde o
excesso na sintese de metionina desviada pode também levar a um aumento na sintese de
cisteina. SAH ¢é igualmente um ativador para cistationina-B-sintase'” e atua sinergicamente
com a SAM para assegurar o fluxo de homocisteina no caminho sintético da

transsulforacdo. Esta ativacdo da cistationina-f-sintase pela SAH pode também atuar no

controle do excesso acumulado de SAH resultando na inibicao da transmetilag3o.

O metabolismo da homocisteina dentro dos tecidos e seus efeitos resultantes de
sua concentracdo no plasma mostra que a homocisteina ¢ um metabolito aterogénico. A
homocisteina no plasma é governada portanto pelo balanco de todos estes fatores, que sdo
responsaveis pela perfusdao deste aminodcido para os tecidos e sua presenga no interior
destes compartimentos, regulando assim a presenca da homocisteina da dentro dos tecidos.
Quaisquer alteracdoes nestes processos podem levar a variagdes nas concentracdes de
homocisteina plasmatica. Diversos fatores influénciam na concentracdo de homocisteina
plasmatica dentre os quais podemos citar: farmacoldgicos, nutricionais, hormonais,
algumas doencas, o estilo de vida, e os fatores genéticos. Vdérios estudos realizados
recentemente analisam o impacto destes fatores com as concentracdes de homocisteina no

plasma.B’14

Para uma elucidacdo destes problemas iremos relatar algumas doencgas
relacionadas com o aumento de homocisteina, e as principais causas do aumento da

concentracdo deste aminodcido.
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1.2. RELACAO CAUSA/EFEITO DA HIPERHOMOCISTEINEMIA
1.2.1. Doencas renais

Pacientes em estdgio final de doencas renais tem aumento das concentragdes de
homocisteina no plasma,]5 e este aumento, eleva categoricamente os eventos
aterotromb6génico.'® Virios fatores podem predispor individuos com doenca renal a
desenvolver uma hiperhomocisteinemia, incluindo: i) condi¢Oes nutricionais pobres,
somando-se a baixa concentracdo de vitaminas do complexo B; i1i) acumulo de toxinas
urémicas; e 1i1) perda do metabolismo renal. Estes fatores indicam que as células do tibulo
renal possuem um complemento total de enzimas necessdrias para a remetilacdo e
transsulforacdo da homocisteina.'' Entretanto, o papel dos rins no metabolismo e regulacio
da homocisteina no plasma ndo estd ainda provado. Discussdes sobre isto levaram estudos
em conjunto para examinar “in vivo” o metabolismo da homocisteina, e estes estudos
obtiveram resultados preliminares positivos. Os estudos foram realizados “in vivo” em ratos
demonstrando uma forte evidéncia de que este orgao € o primeiro sitio para a identificagao

. . , 9
e metabolismo da homocisteina.

Como a homocisteina € eliminada pelo rim nos casos graves de faléncia renal,
pode haver um aumento da homocisteina no plasma, por este motivo € administrado ao
paciente uma suplementacdo de acido fdlico, vitaminas Bg e By, para que haja uma
diminuicio de seus niveis plasmdticos.” Estudos realizados mostram que,
administrando-se N-acetilcisteina'®  via oral, com a finalidade de aumentar a
biotransformacao da homocisteina e a sua eliminacgdo, tem resultados positivos. No entanto,
a administracdo destas drogas bem como a homocisteina deve ser monitorada através da

medida das suas concentracdes séricas.

1.2.2. Diabetes

z

A diabetes, ¢ uma doenca que esta diretamente ligada ao aumento da
concentracdo de homocisteina no plasma e que pode ser secundéria a insuficiéncia renal.
Pacientes com diabetes, seja insulino dependente (IDDM) ou ndo insulino dependente

(NIDDM) nas quais ha uma diminui¢@o das taxas de filtracdo gromerular, elevando assim a

Introdugdo
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concentracdo de homocisteina no plasmatica.'” Ocorre também em pacientes com IDDM e

. P ~ crainn 20
func¢do renal normal um aumento significativo na concentragdo total de homocisteina.

Recentes resultados relacionam o papel da insulina na regulacdo do
metabolismo da homocisteina e, consequentemente, alteragdes na concentragdao

plasmdtica.’

1.2.3. Defeitos hereditarios

A baixa concentracdo sérica da cistationina-B-sintase ¢ uma deficiéncia
genética com caracteristica autossOmica recessiva, como foi mostrado em estudos

21,22 SRV L, . .
““ onde esta deficiéncia genética foi observada previamente em

realizados em familias
. . - . 23 . .

pais de criangas que apresentavam alteragdes desta enzima.” Defeitos heterozigéticos da

cistationina-3-sintase sdo muito raros e estdo associados a uma hiperhomocisteinemia

moderada.’*

Um patologia rara foi observada devido a mutagdes da 35,10-
metilenotetraidrofolato redutase, onde hd uma reducdo severa da atividade desta enzima,
reduzindo consequentemente a conversao da homocisteina para metionina levando assim a

uma hiperhomocisteinemia.”*°

1.2.4. Defeitos adquiridos

Niveis elevados de homocisteina ocorrem em 95% dos pacientes que
apresentam deficiéncia de folato ou vitamina B12.27’28 A deficiéncia do folato leva a uma
reducdo da N°-metilenotetraidrofolato-transferase, necessaria para a remetilacio da
homocisteina em metionina, aumentando consequentemente, os niveis de homocisteina

o 2
plasmatica.*

A deficiéncia da vitamina Bg prejudica a fung@o das enzimas cistationina-f3-
sintase e o-cistationase, promovendo uma falha no catabolismo da homocisteina via
transsulforacdo, levando consequentemente a uma hiperhomocisteinemia por um

mecanismo ainda nio bem esclarecido.?"*?
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Na Figura 2a podemos observar um mecanismo em potencial que pelo qual o
aumento da homocisteina poderia esclarecer o aparecimento de doencas vasculares™, bem
como pode sugerir alteragdes das células do endotélio.’' Nesta figura observamos que a
homocisteina elevada na corrente circulatéria oxida o LDL (low density lypoprotein).
Ap6s oxidado o macréfago ndo reconhece mais a LDL e o arrasta para a parede arterial
onde vai se acomulando podendo formar placas de LDL oxidada e causar a obstrucio desta

artéria.>*

ARTERIA

Figura 2a: Mecanismo proposto para formacdo do trombo arterial.
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Estas alteragdes podem ser induzidas pelo stress oxidativo, através da formacao
de H,0, e a formacao irregular de 6xido nitrico 2183pem como pela diminui¢do das
propriedades anticoagulantes atravéz da supressdo da trombomodulina.*** A
trombomodulina estd regularmente presente nas células do endotélio vascular e, além de ser

um importante anticoagulante, é também um receptor de trombina.*

Foi observado também que um aumento dos niveis sanguineos de homocisteina

. e ~ Lo At 37,38
em pacientes dependentes de didlise e que estdo em estdgio final de faléncia renal.

N

A homocisteina total corresponde a somatdria entre a homocisteina ligada a
proteina, que se apresenta em maior quantidade, suas formas oxidadas e reduzidas e a

homocisteina ligada a cisteina, todas encontradas na corrente circulatéria (Figura 2b).*
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Forma reduzida

HOMOCISTEINA NH;"
"OOCCHCHCH,-SH
Forma oxidada
NH;*
HOMOCISTINA 'OOC(lZHCHzCHz-S
'OOCClHCHzCHz-g
NH;*
Forma ligada a proteina
i
HOMOCISTEINA LIGADA A 'OOCCHCH2CH2-ﬁ
PROTEINA Protei——
i
HOMO CISTEI'N A 'OOCCHCHzCHz—S|
CISTEINA ‘OOCCHCH-S
NH

Figura 2b: Formas de homocisteina encontradas na corrente circulatdria
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O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método moderno e
vidvel para a dosagem de homocisteina. Esta determinacdo serd de grande importincia para
o servico de Bioquimica Clinica do Departamento de Patologia Clinica, uma vez que
permite o estudo da investigacdo etioldgica, identificacdo e seguimento terapéutico de
pacientes com doencas que estdo relacionadas com o aumento da concentracdo de

homocisteina na corrente circulatoria.

Para atingirmos estes objetivos desenvolvemos, implementamos e validamos
uma nova metodologia para dosagem de homocisteina sérica, por espectrometria de massas

utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS.

2.1. DETERMINACAO DA HOMOCISTEINA

Quanto aos métodos de andlise de homocisteina encontrados até o presente
momento, foram as dosagens da homocisteina total realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) utilizando-se neste caso pré-colunas e a deteccio por
imunofluorescéncia, no qual a homocisteina €é derivatizada com 7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-sulfonato de amodnia (SBD—F).40 Nesta técnica a homocisteina € separada
por um gradiente de elui¢do através de uma coluna de fase reversa e posteriormente
identificada e quantificada. Este método € sensivel e especifico, porém realiza uma anélise
demorada e trabalhosa onde o SBD-F ¢ altamente reativo e dificil manuseio.
Recentemente, foi desenvolvida uma nova técnica que realiza inicialmente uma reacdo
enzimética e posterior imunoensaio com deteccdo por fluorescéncia polarizada (FPIA).*!
Esta técnica € sensivel e seletiva apesar de ter um longo tempo de incubacao e alto custo
tanto em equipamentos bem como nos reagentes utilizados, sendo estes ultimos muito

instaveis.

Uma nova técnica para andlise de substancias organicas e que tem apresentado
grande interesse, é a Espectrometria de Massas por Introdu¢do Via Membrana (MIMS).
Esta técnica vem sendo aprimorada e possui ampla aplicacdo em diversas dreas de interesse

4243444546
bioldgico.
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A simplicidade, sensibilidade, baixos custos e deteccio muito préxima ao
tempo real (monitoramento “on line” ), e suas aplicagdes tem tornado a técnica MIMS, "
um método especialmente atraente para a andlise de compostos organicos volateis (VOCs)
em amostras ambientais. A técnica MIMS tem sido empregada com muito sucesso em
andlises de compostos organicos voldteis e também semi volateis. Esta técnica estd se
desenvolvendo rapidamente, apresentando um numero crescente de aplicacdes incluindo o
monitoramento de processos quimicos em bio-reatores, andlise ambiental, monitoramento
ambiental “on line” de compostos organicos voldteis em 4gua e ar, andlise de sangue “in

. . , 1, . . . - 4
vivo”, tratamento de residuos bioldgicos, bioreatores € no monitoramento de reacdes. 8

MIMS € uma técnica analitica na qual uma membrana semi-permedvel é
utilizada como a unica interface entre a amostra (liquida ou gasosa) e o alto vicuo de um
espectrometro de massas. A técnica MIMS convencional € realizada com membranas nao
porosas, tais como polietileno, Teflon, borracha natural e borracha de silicone. Este
material mostra excelente desempenho para medidas de gases e VOCs de cariter
hidrofébico.* Membranas hidrofilicas como o teraftalato de polietileno tem sido utilizadas

~ , A s . 210 50
para detecc¢do de dgua em solventes organicos hidrofébicos.
A membrana pode ser posicionada, basicamente, de duas maneiras diferentes:

(a)- no inicio da linha de transferéncia, distante da fonte de fons (dispositivo de

inser¢do distante), ou; (Figura 3a)

(b)- diretamente na entrada da fonte de fons (dispositivo de insercdo direta)

(Figura 3b)
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Fonte
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Alto Vacuo
1 >
Espectrometro
Solugtio Membrana
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: ' o

Figura 3: Posicionamento da membrana: (a)- dispositivo de insercdo distante;

(b)- dispositivo de insercao direta.
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As moléculas de soluto, de polaridade préxima a membrana, sdo adsorvidas na
superficie do polimero, difundem-se através das paredes, e evaporam para o espectrometro

de massas. Este processo de trés etapas € denominado de pervaporacgdo.

O dispositivo de insercdo direta, por diminuir o efeito de memoria observado

para o dispositivo de insercdo distante, veio aprimorar a técnica MIMS.*

O material de membrana mais comumente utilizado € o silicone [poli (dimetil
siloxano)], em forma planar ou tubular. A membrana de silicone possui a grande vantagem
de apresentar alta permeabilidade para compostos organicos hidrofébicos, sendo entdao
obtidos 6timos limites de deteccdo. As membranas de silicone sdo assim ideais para a
amostragem de pequenas moléculas de compostos organicos em baixas concentracdes em
fluxos aquosos pois ocorre um enriquecimento acentuado da amostra (aumento na
concentracdo do soluto). Na fonte de ionizacao do espectrometro de massas, os VOCs sdo

entdo ionizados através do uso de ioniza¢do quimica (CI), ou ionizagdo por elétrons (EI).

Entretanto, a seletividade das membranas de silicone também impdem
limitagdes a técnica. Compostos polares, por exemplo, ndo permeiam bem a membrana, por

. . N . .. . , . 51
isso membranas alternativas t€m sido testadas com o objetivo de aperfeicoar a técnica.

Para diminuir o limite de detec¢cdo de véarios VOCs e principalmente dos semi-
VOCs, uma série de estratégias de aprisionamento’> vem sendo aplicadas em conjunto com
a técnica MIMS. Limites de detec¢do na ordem de ppt podem ser alcancados quando se
utiliza um espectrometro de massas do tipo “ion trap”, onde se realiza alternativamente o
aprisionamento dos fons que serdo analisados.”> O aprisionamento dos VOCs pode ser
feito com material adsorvente como por exemplo uma mistura de 6xido de aluminio e 6xido

e, . - , . .. . A 46
de silicio, seguida da dessorcdo térmica dos VOCs, ou por aprisionamento criogénico.

2.2. HISTORICO DA TECNICA MIMS

A técnica MIMS foi introduzida por Hoch e Kok em 1963 no estudo de
cinética de reacOes fotossintéticas em dgua. Neste experimento foi empregada uma
membrana semi-permedvel cuja funcdo era de introduzir uma interface entre a amostra

aquosa e o vicuo do espectrometro de massas.
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A técnica MIMS foi entdo rapidamente adotada por alguns fisiologistas,”””® que

miniaturaram sondas de membranas que permitiam a determinagdo “in vivo” de gases em
amostras de sangue, estabelecendo a maioria das teorias bdsicas sobre a técnica no comego
da década de 70. A introducdo de ionizacdo quimica e da espectrometria de massas
sequencial por Cooks e Brodbelt em 1985°" ampliaram a capacidade da técnica MIMS, de
um simples monitoramento para um método analitico de amplo aspectro na identificacao de

metabolitos voldteis diretamente em amostras aquosas.

Bier ¢ Cooks em 1987°® desenvolveram uma sonda de membrana para a
introducdo seletiva de moléculas organicas diretamente de solugdes aquosas para o interior
do espectrometro de massas. A sonda descrita por Bier foi inovadora por permitir a
transferéncia do analito do fluido, do interior de uma membrana capilar diretamente para o
interior de uma camara de ionizag¢do. O posicionamento da membrana préoximo a regido de
ionizacao, onde a elevada temperatura da fonte melhora a permeacdo do analito, melhorou
o tempo de resposta, decresceu o efeito de memoria e promoveu assim a alta sensibilidade

da técnica.

Bier e col. em 1990 construiu uma sonda de membrana de inser¢do direta, que
foi utilizada para a determinagc@o de compostos organicos em amostras aquosas. Esta sonda
permitiu o transporte da amostra sobre uma membrana planar. Através do processo de
pervaporagdo, os compostos passam diretamente a fonte de fons de um espectrOmetro de
massas. Esta configuracdo, junto com a possibilidade do controle de temperatura na
interface membrana/solucdo, diminuiu o tempo de resposta e o efeito de memodria e

permitiu alcangar limites de detec¢ao muito baixos (abaixo de 10 ppb).

Lauritsen e col. em 1991% utilizou a espectrometria de massas sequencial por
introdugdo via membrana para identificar metabdlitos voldteis em cultura microbiana. O
filtrado, sem purificacdo prévia, foi colocado em uma célula de medidas, e introduzido via
membrana para um espectrometro triplo-quadrupolar. Somente os metabdlitos volateis
permearam pela membrana, sendo transferidos para o espectrometro de massas e analisados
por ionizagdo por elétrons e ionizagdo quimica. Utilizando MIMS/MS, foram identificados
dois compostos: o Indol e o dimetil disulfeto, os quais ainda ndo haviam sido identificados

como produtos provenientes do meio de cultura de Trichomonas. No meio de cultura de
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Bretenomyces previamente incubado na presenca dos 4cidos cumadrico, ferrulico, siringico
ou vanilico, foi identificada a presenca de acetato de etila, que também ndo havia sido ainda

identificado como produto destes reagentes.

Lauritsen e col. em 1993°' identificaram compostos voldteis diretamente de
meios de cultura de fungos Bjekandera adusta através da técnica MIMS/MS. O composto
cloro-metoxi-benzaldeido foi pela primeira vez identificado como o principal produto desta
fermentagdo. Além deste, foram também identificados p-metoxi-benzaldeido e benzaldeido.
A produgdo de benzaldeido foi observada logo apds a incubagdo, enquanto a formacdo do

p-metoxi-benzaldeido e cloro-metoxi-benzaldeido ocorreu apds alguns dias.

Bauer e Cooks em 1993°® com o objetivo de desenvolver um espectrometro de
massas de baixo custo, para o uso em andlise de compostos organicos de interesse
ambiental em dgua potavel e efluentes, modificaram um espectrometro de massas do tipo
“fon trap” da Finningan modelo IT540, o que permitiu seu uso com inser¢do direta de uma
sonda de membrana. O instrumento “ion-trap”, apés algumas modificacdes relativamente
simples, pode ser utilizado com a técnica MIMS. O instrumento foi também testado para a

andlise de amostras sélidas, e as modificacdes ndo afetaram sua utilidade original como

GC/MS.

Hansen e col. em 1994% testou um sistema de amostragem para o
monitoramento “on line” de compostos organicos de baixa volatilidade, analisando
solugdes padrdes de acido fenoxi acético (POAA). Durante o processo de fermentagdo, o
POAA foi monitorado em baixas concentracdes (mM), com alta precisdo e tempos de
resposta rapidos. Com o auxilio da espectrometria de massas sequencial (MS/MS) foi
possivel a identificacdo direta de sinais no espectro de massas, sinais estes que nao

pertenciam ao POAA. Estes sinais foram identificados como sendo provenientes do SO, e
SCO.

Cisper e col. em 1995* descreveu um sistema de amostragem com interface de
membrana de dois estdgios, acoplado a um espectrometro de massas do tipo “ion trap”, que
foi utilizado para andlise de compostos organicos voldteis em ar com limites de deteccao a
niveis de parte-por-trilhdo (ppt). A interface pode também ser usada em andlise sequencial

de 4gua e solos, sendo considerada assim uma sensivel e versatil ferramenta analitica.
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Lenth e Lauritsen em 1995 demonstraram um novo processo para o
desenvolvimento da técnica MIMS, mais tarde denominada de Trap & Release MIMS
(T&R-MIMS)” o qual permite que compostos organicos semi-voldteis sejam
pré-concentrados dentro da membrana, antes de serem termicamente liberados para a fonte
de fons. O método utiliza a técnica MIMS padrao com uma membrana tubular de silicone
passando direto através da fonte de ionizacdo do espectrOmetro de massas. Um corte
paralelo a membrana, permitiu que os elétrons do filamento continuamente bombardeassem

a superficie da membrana.

A membrana era mantida fria pelo fluxo continuo de d4gua ou amostra passando
através de seu interior. Entretanto, durante uma pequena interrup¢ao do fluxo, a membrana
foi rapidamente aquecida pela radiacdo térmica do filamento e os compostos organicos
dissolvidos na membrana, termicamente liberados para a fonte de fons. Um pico de
dessorcdo foi obtido, e a drea deste pico foi utilizada na quantificacdo de compostos
semi-voléteis e hidrofébicos, (ponto de ebulicdo acima de 200 °C) em solugdes aquosas
abaixo de sub-part-por-bilhdo. Uma boa linearidade com um desvio padrao de 5 % foram

obtidos.

Maden e Hayward em 1996°° empregando novos tipos de membrana como:
Teflon, PVC e Poliuretano, tornaram a técnica MIMS cada vez mais eficiente e util na
andlise de uma faixa cada vez mais ampla de compostos. A grande maioria das medidas de
compostos organicos em solucdo aquosas sdo feitas com membranas de silicone, isto
devido ao grande enriquecimento da amostra alcancado para compostos hidrofébicos, os

quais dissolvem-se e difundem-se muito bem neste tipo de membrana.

Cisper e col. em 1996*” mostrou que compostos orginicos semi-voldteis ou
polares, podem ser determinados no ar por um método que consiste na conjungdo de
1onizacdo por troca de carga e a técnica MIMS. Os experimentos foram realizados em um
espectrometro de massas do tipo “ion-trap” acoplado a uma sonda com membrana tubular.
Como reagente de troca de carga foi utilizado o oxigénio, que se difunde através da

membrana.

O conhecimento dos possiveis efeitos de matriz é importante quando a técnica
MIMS ¢ utilizada com o propdsito de quantificacdo do analito em matrizes complexas.

Jelinck e col. em 1996°” mostrou a importancia do efeito de matriz de compostos nao

Objetivos
34



volateis com alto peso molecular que ndo permeiam a membrana, mas afetam
substancialmente as condi¢des na solugdo e na superficie da membrana. Foi observado que
o polietileno glicol adsorvido na superficie da membrana de silicone é capaz de baixar a
velocidade de permeacdo do 1-octanol. A escolha de um processo de limpeza adequado
diminui tal efeito. Foi sugerido que a adi¢ao de surfactantes a dgua pode ser um eficiente

processo de limpeza.

Gordon e col. em 1996 avaliou o monitoramento de poluentes t6xicos no ar,
utilizando duas interfaces MIMS de amostragem direta de ar em tempo real. Os
experimentos foram realizados em um espectrometro de massas do tipo “lon-Trap” nos
modos de espectrometria de massas cldssica e sequencial. A espectrometria de massas
sequencial acoplada a técnica MIMS se mostrou especifica e sensivel para a caracterizacao
de compostos individualmente. Foram utilizadas interfaces de amostragem direta com
membrana de silicone semi-permedvel, hélio como gas de arraste, e uma fonte de ionizacao
do tipo “glow discharge”. Compostos organicos polares e ndo polares foram medidos a

niveis de tragos.

Mendes e col. em 1996% utilizaram a técnica MIMS acoplada a um
espectrometro de massas sequencial para analisar misturas de compostos volateis (benzeno,
tolueno e xileno) em &4gua, com grande rapidez e efici€ncia, apresentando excelente
linearidade, reprodutibilidade e baixos limites de deteccdo (1 a 10 ppb). Foi mostrado
também a utilidade da técnica no monitoramento “on-line” de reacdes e monitoramento de

VOCs em amostras ambientais.

Mendes e col. em 1996”° desenvolveram um sistema de pré-concentracao de
VOCs através do aprisionamento a frio, a técnica foi denominada CT-MIMS. Neste novo
sistema os compostos organicos voldteis existentes nas matrizes aquosas, apds permearem a
membrana, sdo trapeados em um tubo com formato de U que foi construido em aco inox,
que é mergulhado em um banho de nitrogénio liquido. Os compostos sdo trapeados por um
determinado periodo de tempo, apés o qual o tubo é aquecido e os VOCs liberados para o
aparelho para serem analisados. A sensibilidade do sistema permitiu andlise com limite de

deteccao na faixa de ppt.
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Avancos na técnica MIMS resultaram no desenvolvimento da técnica “Trap &
Release-MIMS”. Esta técnica foi utilizada por Lauritsen e Ketola em 1997" para a
determinacdo quantitativa de compostos orgadnicos semi-voldteis em amostras reais.
Observou-se que esta técnica é particularmente sensivel para a andlise de compostos
relativamente polares. Por exemplo, o limite de deteccao para o dcido acetil-salicilico e
para o acido fenoxi-acético € 100 vezes menor que quando comparado com a técnica MIMS
convencional. Até mesmo cafeina, um composto de polaridade relativamente alta, pode ser
detectada usando a técnica T&R-MIMS. Para demonstrar a eficiéncia da técnica,
realizou-se a quantificacdo de cafeina em amostras de café e folhas de chd. Os resultados
obtidos foram comparados aqueles obtidos utilizando-se a técnica HPLC, sendo obtida boa

concordancia.

Nogueira e col em 19997* aplicaram a técnica MIMS para monitorar e comparar
trés processos de remediagdo foto catalitica — Reagentes de Fenton/UV,
ferroxalato/H,0,/UV e TiO, - para distruir 2 poluentes comuns em dgua, fenol e

tricloroacético.

Mendes e Eberlin em 20007 desenvolveram um novo sistema T&R-MIMS
usando uma sonda de membrana de insercdo direta (DIMP) para a andlise combinada a
nivel de tracos de compostos organicos voldteis e semi-voldteis. O sistema difere do
sistema T&R-MIMS original, pois ele utiliza uma sonda removivel para inserir a membrana
capilar dentro do bloco da fonte de ions, exatamente entre dois filamentos paralelos. Este
sistema € mais versatil e pode ser operado, durante o passo de aprisionamento da amostra,

no modo MIMS padrao.

Mendes e col. em 2000”* desenvolveram uma nova técnica derivada da técnica
MIMS denominada de HS-MIMS. Este sistema foi utilizado para andlise de compostos
organicos voldteis diretamente de matrizes solidas sem extracdo prévia. Este sistema pode
ser utilizado para a andlise de solo, solos de lagoas de estabilizacdo, tecidos, liquidos

viScoSsos entre outras matrizes solidas.
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3.1. O SISTEMA DIMP/T &R-MIMS

A Figura 4 mostra duas secdes de cortes ortogonais da nova sonda de
membrana designada por DIMP e das modifica¢des realizadas na fonte de ionizagdo, para a
adaptacdo desta sonda. Nesta figura observa-se a sonda DIMP (A), com uma membrana
capilar em forma de “loop” tendo aproximadamente 10 mm de comprimento (B), montada
dentro da sonda de ions (D). Um adaptador de ceramica para a sonda (F) assegura a
vedagdo necessaria. Através de um fino ajuste a membrana (B) foi posicionada exatamente
entre os dois filamentos (C), permitindo desta forma um aquecimento rapido e eficiente da
mesma. A membrana ¢ aquecida em toda a sua superficie. O filamento localizado no topo
da fonte de ionizacdo aquece a superficie externa do topo do “loop” formado pela
membrana, € a superficie interna da base do “loop”, enquanto o filamento inferior aquece a
superficie externa da base do “loop”, e a superficie interna do topo do “loop”. Este
aquecimento uniforme é obtido por um correto posicionamento da membrana, ou seja a
membrana deve estar levemente inclinada. Este aquecimento uniforme reduz

substancialmente o efeito de memoria.

A grande diferenca deste sistema de sonda de membrana é que ao contrario dos
sistemas encontrados na literatura, a membrana nao é mantida fixa dentro da fonte de ions,
mas sim fixada em uma sonda removivel. Isto permite que a membrana seja trocada com
maior facilidade, sem a necessidade de desligar o equipamento. A sonda DIMP s6 ¢
utilizada quando necessario, tornando possivel o emprego de outras sondas. Pequenas
modificacdes feitas na fonte de ionizacdo permitem que ela seja utilizada para analises de

espectrometria de massas convencional.
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Figura 4.: Dois cortes ortogonais do sistema DIMP/T&R-MIMS: Os itens em negrito sio:
(A) sonda DIMP; (B) “loop da membrana capilar”; (C) filamentos; (D) bloco
da fonte de ions; (E) entrada de gas para CI; (F) adaptador de ceramica para a

sonda; (G) lentes; (H) fonte de ions.
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3.1.1. Modo de Operacao

De maneira similar ao sistema T&R—MIMS”, o sistema DIMP/T&R-MIMS
(Foto 1a e 1b)” pode ser operado de dois modos, como sistema MIMS convencional e
T&R-MIMS. No modo T&R-MIMS o sistema funciona da seguinte maneira: em uma sala
mantida a uma temperatura controlada de 25° C a amostra que esta dentro de uma frasco
serd analisada, bombeando-a através do sistema por um intervalo de tempo de 20 min. Isto
permite que a amostra seja pré concentrada no interior da membrana, a qual ¢ mantida fria
através do fluxo de fluido. O fluxo de amostra ¢ entdo interrompido de uma maneira
simples, (através da remocdo do tubo da solu¢do aquosa de onde esta sendo feita a
amostragem) por um intervalo de tempo de 1 min. e o conseqiiente bombeamento de um
fluxo de ar pelo sistema. Esta interrup¢ao no fluxo provoca o aquecimento da membrana e
conseqiientemente a volatilizacdo dos compostos que ficaram adsorvidos na mesma. Apds a
passagem do fluxo de ar, agua destilada é bombeada pelo sistema para se efetuar a limpeza
da membrana, ou seja, a agua ¢ entdo bombeada através da membrana por um certo periodo
de tempo (de 1 a 2 min). Faz-se novamente a interrupcdo deste fluxo e o conseqiiente
bombeamento de um fluxo de ar aquecendo desta forma a membrana e volatilizando os
composto que ainda estejam adsorvidos na mesma. Estes passos devem ser repetidos até a

limpeza completa da membrana.

Obs: A sonda DIMP foi modificada para que o volume de amostra necessario
para andlise de homocisteina fosse o minimo possivel. Apos as modificagdes na sonda
DIMP, o volume de amostra necessaria para analise ficou bem reduzido, sendo necessario
1,5 ml para percorrer todo o circuito; que compreende desde o frasco da amostra passando

por toda a sonda, chegando a membrana e retornando novamente para o frasco de amostra.
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Foto 1: a) Espectrometro de Massas Mono quadrupolar Extrel b) DIMP/T&R-MIMS.
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3.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA TESTAR O SISTEMA DIMP/T&R-
MIMS

3.2.1. Perfil do Sinal

Podemos observar na Figura 5 que o perfil tipico de um sinal para uma analise
DIMP/T&R-MIMS, utilizando-se para isto uma solugdo de B-naftol 25[1M. O experimento
foi realizado utilizando monitoramento de ion seletivo. O sinal escolhido para o
monitoramento do B-naftol foi seu ion molecular de m/z 144. No momento em que a
solucdo comega a fluir através do sistema (a), pode ser observado um aumento na
intensidade do sinal, correspondendo a resposta do sistema em seu modo MIMS
convencional, porém este aumento ¢ pouco significativo, ndo permitindo uma andlise a
baixos limites de detec¢do. Entdo o fluxo de amostragem ¢ interrompido (b), quando o
fluxo de ar alcanga a membrana (c) a temperatura aumenta rapidamente, o composto pré-
concentrado ¢ entdo térmica e eficientemente liberado para a fase gasosa. Desta forma, a
intensidade do sinal aumenta e apods alguns segundos decresce novamente, produzindo
assim um sinal bem definido e consideravelmente estreito.} Para o -naftol foi obtido um
sinal aproximadamente 50 vezes mais intenso. Quando o fluxo de ar termina (d) e a dgua ¢
novamente bombeada através do sistema, onde a membrana é rapidamente resfriada,

fazendo com que o sinal retorne a sua intensidade inicial.

3.2.2. Efeito de Memoria

A limpeza da membrana para a elimina¢do dos SVOC residuais ¢ realizada da
seguinte maneira: bombeia-se agua pelo sistema durante 1 min, apos este tempo
interrompe-se o fluxo de dgua deixando o fluxo de ar passar pela membrana, sendo esta
aquecida posteriormente. Esta etapa ¢ repetida até que a membrana esteja completamente
limpa. Os SVOC sdo quase que completamente eliminados na primeira lavagem como pode
ser observado na Figura 5, e a limpeza torna-se completa na segunda lavagem, resultando
somente o pico de desor¢ao (f). A abundancia deste pico ¢ praticamente igual ao aumento
da linha base ocasionado pelo aquecimento da propria membrana, ou seja, do ruido quimico

1
da membrana’’.
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No sistema T&R-MIMS original”', pode se utilizar apenas um filamento, mas a
face da membrana que ndo fica voltada para o filamento ndo ¢ aquecida de maneira
suficiente durante o passo de desor¢do, tornando desta forma o sistema mais suscetivel a
efeitos de memoria. O aquecimento uniforme da membrana promovido pelo sistema
DIMP/T&R-MIMS resulta em uma desor¢ao térmica uniforme melhorando a sensibilidade
do sistema e reduzindo possiveis efeitos de memoria, consequentemente diminuindo o

tempo de analise.

[
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (s (min)

Figura 5: Perfil do sinal do sistema DIMP/T&R-MIMS utilizando o modo de varredura
SIM para uma solugdo de b-naftol 25 mM. (a) inicio do bombeamento da
solugdo; (b) introducao de fluxo de ar no sistema; (¢) chegada do fluxo de ar a
membrana; (d) chegada de 4gua a membrana; (e) primeira limpeza; (f) segunda

limpeza.
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3.2.3. Exemplos de Aquisicao de Espectros de Massas Completos

O pico DIMP/T&R-MIMS tem tempo de duragao consideravelmente curto, mas
mesmo assim ¢ suficientemente longo para permitir a aquisi¢do de varios espectros de
massa completos dos composto que estdo sendo analisados. Isto permite que se faca a
identificacao do analito com grande margem de seguranca. A Figura 6 mostra exemplos de
espectros de massas obtidos através do sistema DIMP/T&R-MIMS. Os espectros foram
adquiridos no tempo de desor¢cdo maximo utilizando-se para isto solucdo diluida (25 uM)
de alguns SVOC de relativa importancia. Os testes preliminares mostraram a eficiéncia do
sistema para analise de alguns compostos orgénicos tais como: benzo(a)pireno, [-naftol,

nicotina, fenantreno, acido latico, dimetilsiloxano (DMSO) e cafeina.
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Figura 6: Espectros de massas (EI a 70eV) obtidos com o sistema DIMP/T&R-MIMS.
Solugdes aquosas (25 mM); (a) nicotina; (b) naftaleno; (c) benzo(a)pireno;

(d) acido lactico; (e) cafeina; (f)[naftol.
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3.3. EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os experimentos foram realizados em um espectrometro de massas
monoquadrupolar Extrel (Pittsburg, PA) adaptado com um quadrupolo de % de alta
transmissdo, utilizando EI com energia de ionizacdo de 70 eV. Os experimentos foram
realizados em sala com temperatura controlada (23 + 1 °C ). A solugdo contendo o analito
foi bombeada através do sistema por uma bomba peristaltica de oito rolos & uma vazao de,
aproximadamente, 2,0 mL/min. A membrana capilar utilizada foi fornecida pela a Dow
Corning Co ( Silastic Medical-Grade tubing) com espessura da parede de 0,011, didmetro
interno de 0,025 e didmetro externo de 0,047”. Para uma perfeita adaptacdo da membrana
capilar nos tubos de ago inox (diametro de 1/24”) a mesma foi mergulhada em hexano,
permitindo assim que ela se expandisse, e que apds a evaporacdo do hexano obtem-se uma
forte vedacdo. Todos os reagentes para o desenvolvimento da técnica proposta foram
adquiridos com alto grau de pureza (P.A.). Cloroformiato de etila (Aldrich), Etanol (Synth),
Piridina (Synth). DL-dithiothreitol (DTT) (Sigma), acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
adquirido na forma de sal de sdédio (Nuclear), 4cido tricloroacético (TCA) (Merck), DL-
homocisteina (4cido 2-amino-4-mercaptobutirico) e cloridrato de L-cysteina (Sigma).

Utilizou-se também vortex modelo AP56 (Phoenix), e centrifuga modelo Q-222-T18
(Quimis).
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4.1. PREPARACAO DAS SOLUCOES

Solugcdo de EDTA (Nuclear) saturada: em um balao de volumétrico contendo
agua destilada adicionou-se EDTA na forma de sal de sédio até se obter uma solugdo

saturada.

Solugdo de DL- dithiothreitol a 1,0 mM: pesou-se 0,080 g de DTT (Sigma),

ap6s completou-se o volume com dgua destilada em um baldo volumétrico de 5,0 mL,

Cloroformiato de etila: utilizou-se o cloroformiato de etila (Aldrich) em sua

forma original.

Solugdo de dcido tricloroacético a 5%: pesou-se 5,0 g de TCA (Merck), apés
dissolveu-se com 4gua destilada para um volume em um de 100 mL utilizando-se balao

volumétrico.

DL-homocisteina 500 pM: pesou-se 0,0032 g de DL-homocisteina (Sigma) e

seu volume foi levado a 50 mL em baldo volumétrico

Solucdo de Agua-etanol-Piridina: em um balio volumétrico de 100mL

colocou-se 60 mL de dgua destilada, 32 mL de etanol (Synth) e 8,0 mL de piridina (Synth).

Obs: Todos os reagentes e solventes foram adquiridos com alto grau de

pureza.

4.2. PREPARACAO DA AMOSTRA

Na preparacdo da amostra para andlise, 3,0 mL de sangue total sdo coletados
em tubos Vacutainer® contendo EDTA a 7%. O tubo é imediatamente centrifugado a 1000
x g durante 5 minutos a 4°C. Para a determinacao total de homocisteina, uma parte do
plasma (1,0 mL) é tratado com 100uL de solucao de EDTA (saturada) e 250uL. de solugdo
de DTT 1,0 mM durante 30 minutos a 36°C, para reduzir os tidis e desacoplar a
homocisteina da proteina presentes no plasma. A solucdo entdo € misturada com uma
solucdo a 5% de acido tricloroacético (1,0 mL) e agitado vigorosamente em vortex para que
ocorra a desproteinizagdo da amostra. Apds todas estas etapas esta amostra € centrifugada

a 3000 rpm por 15 minutos.
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4.3. PROCEDIMENTO DE DERIVATIZACAO

ApOs o tratamento da amostra, 1,5 mL de sobrenadante foi separado, e entdo
adicionados 100 pL. de uma solugdo de dgua-etanol-piridina (60:32:8), previamente
preparada, e 25ulL de cloroformiato de etila (derivatizante) e homogeneizado em frasco de

3,0 mL com tampa. Nesta etapa ocorre liberacio de didxido de carbono (Equagdo 1).

Para realizac¢do da curva de analitica, foi preparada uma solugdo estoque padrao
de homocisteina em &4gua na concentracdo de 500 M. Esta solu¢do foi tratada e

derivatizada da mesma forma que a amostra.

Ap6s as etapas de tratamento e derivatizagdo, a curva foi construida através de
sucessivas diluicdes da solugdo estoque em dgua destilada. Esta solucdo foi preparada
diariamente devido a falta de informagdes sobre a estabilidade do produto de derivatizagdo.
O processo de aquisi¢do dos espectros de massas utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS

foi realizado como descrito anteriormente no tépico Modo de Operagdo na pagina 39.

O
Q EtOH : Py O
HS HS [l
OH > O—C—0O—CH,;CHj;
SN 1 H/N\H/OCH2CH3
135 u CH;3CHO Cl 0
0
HS
> CO, + OCH,CHj;
N OCH,CH
e
O 235y

Equacao 1: Mecanismo de derivatizagdo da homocisteina.
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5. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5.1. ANALISE DA HOMOCISTEINA SERICA

Os resultados obtidos nos primeiros ensaios realizados com a homocisteina
utilizando-se o sistema DIMP/T&R-MIMS, mostraram que ndo foi possivel analisar a
homocisteina sem tratamento prévio da amostra. Estes testes foram realizados em matrizes
aquosas sem tratamento prévio da amostra e, devido a alta polaridade e conseqiiente baixa
permeabilidade da molécula homocisteina pela membrana de silicone ndo foram obtidos os
resultados desejados. Um método alternativo para esta analise foi realizado através da
derivatizacdo da amostra que corresponde a transformagdo deste aminoacido em um
produto menos polar e mais estavel a altas temperaturas. O método de derivatizacao
utilizado foi o proposto por Husek em 19917, que realiza a esterificacio do aminoéacido
tornando-o menos polar. A derivatizagdo da homocisteina ocorre tanto no grupo amino,
bem como no grupo acido pela adi¢do de uma mistura de solventes contendo 4gua, etanol e
piridina na proporg¢ao 60:32:8. O meio alcalino ¢ responsavel pela abstragdo do hidrogénio
acido da molécula de homocisteina, tanto do grupo acido, como do grupo amino. A seguir
foi adicionado o cloroformiato de etila e o produto desta reacdo (Equagdo 1) foi analisado,
obtendo-se o0s resultados desejados. Nesta reacdo ocorre a liberagdo de uma grande

quantidade de didxido de carbono, como observado na Equagao 1.

A Figura 7 mostra dois espectros de massas da homocisteina que nao foi
submetida ao processo de derivatizagdo. A Figura 7a mostra um espectro de massas obtido
utilizando-se o sistema DIMP/T&R-MIMS de uma solu¢do de homocisteina em agua
destilada utilizando varredura completa de ions, comparando-se este espectro com um
espectro de massas obtido da literatura (Figura 7b) observa-se que a homocisteina nao
permeia a membrana mesmo apds aquecimento, pois ndo sdo observados os picos de

massas referentes a este composto.
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Figura 7: (7a) Espectro de massas EI a 70ev obtido de uma solu¢do de homocisteina em
agua destilada utilizando a técnica DIMP/T&R-MIMS em varredura completa de

ions; (7b) Espectro de massas EI a 70ev da homocisteina obtido de literatura

(NIST).
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Ap6s o processo de derivatizagdo novos espectros de massas foram obtidos
realizando-se a varredura completa de ions, e desta vez sdo observados alguns ions de boa
intensidade, indicando desta maneira a provavel formacao de algum derivado que permeia
com eficiéncia a membrana (Figura 8b). Para se ter certeza que o derivado provém da
homocisteina, um branco contendo somente os reagentes de derivatizagdo também foi
analisado (Figura 8a). Analizando-se os dois espectros de massas podemos observar que se
formaram os picos de m/z 118, 126 e 145 correspondentes aos compostos utilizados na
derivatizacdo, bem como de produtos de algumas reacdes que possam ter ocorrido entre
eles. Os outros ions do espectro da Figura 8b, ions de m/z 175, 188, 189 e 234, sdo portanto
referentes a homocisteina derivatizada. Um outro ion de m/z 207 presente no espectro de
massas da Figura 8b ndo decorre da homocisteina derivatizada, e sim da liberacdo de
ftalatos da membrana devido ao aquecimento da mesma. Esteres de acido ftalico, os

ftalatos, sdo aditivos comuns de polimeros sintéticos
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Figura 8: Espectro de massas EI a 70ev obtido com a técnica DIMP/T&R-MIMS: (a)

branco, (b) apds a derivatizacdo de uma solu¢do de homocisteina.
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5.2. COMPROVACAO DA DERIVATIZACAO E ESCOLHA DE SINAIS PARA
QUANTIFICACAO DA HOMOCISTEINA

Para se provar que havia realmente ocorrido a derivatizagdo da homocisteina, e
identificar os sinais dos espectros de massas para posterior monitoramento, foi realizada

uma analise de GC/MS dos compostos derivatizados.

Para o estudo de GC/MS a homocisteina foi derivatizada juntamente com a
cisteina, pois a cisteina possui estrutura e peso molecular préximo ao da homocisteina,
diferindo desta apenas pela presenga adicional de um grupo metileno. A escolha do sinal de
monitoramento ¢ muito importante, pois o sangue ¢ constituido de uma matriz bastante
complexa, onde a presenga de interferentes pode ser muito comum. Como a cisteina ¢ um

componente presente na corrente circulatoria ele pode ser um inteferente importante.

A Figura 9 mostra o cromatrograma obtido da mistura de homocisteina e
cisteina derivatizadas. Os compostos mostraram tempos de retencdo distintos sendo 18,2
min. para a cisteina e 19,4 min. para a homocisteina. Para a realizagao deste estudo em
GC/MS tanto a cisteina bem como a homocisteina foram simultaneamente derivatizadas em
meio aquoso. ApoOs a derivatizacdo os compostos formados foram extraidos com
cloroférmio. O cloroféormio foi entdo evaporado e os produtos da derivatizacdo foram

dissolvidos em acetato de etila e posteriormente analisados.
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Figura 9: Cromatrograma total de GC-MS da mistura de homocisteina e cisteina
derivatizadas: os picos em 18.2 ¢ 19.4 minutos sdo correspondentes a cisteina

e homocisteina, respectivamente.

Na Figura 10 podemos observar o espectro de massas obtido para os dois
compostos derivatizados (Figura 10a referente a cisteina e a Figura 10b a homocisteina). A
analise destes espectros demonstrou que os dois compostos formam o ion [M-H]" de m/z
220 e 234 para a cisteina e homocisteina respectivamente, entre outros referente a perda de
hidrogénio radicalar bem como de outros fragmentos ionizados provenientes dos compostos

derivatizados.
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Apo6s varios testes a escolha do ion para a realizacdo do monitoramento da
analise quantitativa da homocisteina foi o de m/z 234, pois apesar do pico de m/z 175 ser
mais intenso, 0 mesmo esta presente em uma regido onde os fragmentos apresentam menor
seletividade podendo também haver interferéncia de cisteina que apresenta também este
fragmento. A escolha do ion de m/z 175 poderia levar a um resultado nao confidvel pela
sobreposi¢do dos sinais destes dois compostos. Outro ion de m/z 188 também ¢ comum nos
dois espectros. Portanto, o ion de m/z 234 se mostrou o mais apropriado para quantificagdo
da homocisteina, ou seja massa relativamente alta, que minimiza a probabilidade de

interferentes, com intensidade razoavel.

O Esquema 1 mostra o mecanismo de fragmentacdo dos principais ions

propostos para a homocisteina derivatizada.
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Esquema 1: Mecanismo proposto para a fragmentacdo da homocisteina derivatizada.
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5.3. LINEARIDADE DO SISTEMA

Apos a escolha do método de derivatizagdo e da escolha do ion caracteristico
para a analise da homocisteina, foi iniciada a etapa de otimizagdo das condigdes de analise.
O primeiro teste realizado foi para se verificar a linearidade do método proposto. Para a
realizagao deste teste uma curva analitica foi construida preparando-se homocisteina padrao
em agua destilada. Esta solu¢do continha todos os reagentes utilizados na derivatizacao,
bem como os reagentes utilizados no preparo das amostras de sangue que posteriormente

seriam analisadas.

Apb6s a calibragdo do equipamento operando em um faixa de maior
sensibilidade, que corresponde a uma massa alta, realizamos as analise através do modo
SIM (monitoramento de ions selecionado), selecionando-se um ion especifico para a
analise, o ion de m/z 234, e um ion de controle o de m/z 227. Este ion de m/z 227, que nao
se observa no espectro de massas da homocisteina derivatizada ¢ utilizado para verificar
alguma alteragdo do ruido que possa ocorrer no sistema durante o decorrer da analise. O
modo de monitoramento SIM foi escolhido por apresentar maior sensibilidade pois a

analise ¢ realizada com apenas em um unico sinal analitico.

A Figura 11 mostra a aquisicdo dos sinais e a curva analitica obtida para o
método. A Figura 11a representa a aquisi¢ao dos sinais no modo de monitoramento SIM
para o ion de m/z 234 em diferentes concentracdes (10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 uM ) da
homocisteina derivatizada. O ion de controle m/z 227 também foi monitorado, mas nao esta
representado no espectro. A Figura 11b representa a curva analitica obtida, tracando-se os
dados obtidos no monitoramento das varias dilui¢des preparadas. Pelo coeficiente de
correlagao obtido (R=0,998) observado para esta faixa de concentracao, podemos observar
que o sistema de escolha para a analise mostrou um resultado bastante linear levando-se em

consideracdo a complexidade da matriz.
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Figura 11: (a) intensidades absolutas dos sinais em modo SIM (m/z 234) obtidas com
concentragdes de 10, 15, 20, 25, 30, 40 ¢ 50 uM de homocisteina derivatizada;
(b) curva analitica obtida através dos valores das intensidades absolutas pela

concentracdo de homocisteina.

5.4. TESTE DE RECUPERACAO

Para confirmar a eficiéncia do método desenvolvido e proposto para a analise
de homocisteina foi realizado o teste de recuperagdo. Neste teste foram dosadas uma
concentragdo de homocisteina dentro de uma faixa normal presente em amostra de sangue
(aproximadamente 10.5umol/L). Em seguida, foi adicionado uma solu¢do padrdo de
homocisteina em todas as amostras para verificar-se a recuperacdo do ensaio em termos de

concentragdo molar de homocisteina. Através dos resultados obtidos (Tabela 1) pode-se
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observar que a determinagdo de homocisteina em plasma humano mostrou a viabilidade
deste método (DIMP/T&R-MIMS) em analises de amostras presentes em matrizes
complexas. Os resultados obtidos nestas diversas concentragdes mostraram uma
recuperagdo de aproximadamente 97,4%, como pode ser observado na Tabela 1 descrita

abaixo.

Tabela 1: Porcentagens de recuperagdo obtidas para as solugdes de homocisteina.

N’ Amostra Concentragdo Encontrado % recuperagdo
pmol/L
1 20.5 22.5 109.7
2 30.5 30.6 100.3
3 40.5 37.9 93.6
4 20.7 19.0 91.8
5 28.7 26.3 91.6

Média = 97,4%

Como podemos observar as porcentagens obtidas no teste de recuperagdo estao

dentro dos valores aceitos para uma analise bioquimica.

5.5. REPRODUTIBILIDADE

Para a realizacdo de testes de reprodutibilidade, foram utilizadas amostras reais
de plasma humano, onde foram adicionadas uma solucdo padrio de homocisteina de
concentragdo conhecida (20 pM). As intensidades absolutas dos sinais foram obtidas para
este teste, com o equipamento operando em modo SIM de acordo com a técnica
desenvolvida. Os testes foram realizados através de uma série de cinco repeti¢des. Na
aquisicdao dos sinais as diferencas entre as intensidades relativas foram muito pequenas,
como pode ser observado na Figura 13, obtendo-se um erro relativo de aproximadamente
2,5%, nao alterando portando as concentragdes de homocisteina das amostras de maneira

significativa.
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Na Figura 13 podemos observar os sinais obtidos no teste de reprodutibilidade,

realizado com amostra de plasma humano adicionada com solu¢do padrdo de homocisteina.
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Figura 13: Sinais obtidos em modo SIM por EI a 70ev do teste de reprodutibilidade
monitorando o ion de m/z 234, realizado com amostras de plasma humano

adicionadas com homocisteina derivatizada na concentracao de 20 uM.
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5.6. CORRELACAO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DA
ANALISE DA HOMOCISTEINA PELO METODO DIMP/T&R-MIMS
PROPOSTO E HPLC.

No intuito de se comparar os resultados obtidos com o método DIMP/T&R-
MIMS para a quantificacdo de homocisteina, empregou-se como método de referéncia, a
analise por HPLC com fase reversa e detector de fluorescéncia, obtendo-se a concentragao
de homocisteina em amostras de plasma humano. Analisando um conjunto de 18 amostras
de plasma humano pelos 2 métodos (DIMP/T&R-MIMS - HPLC) podemos comparar
melhor o valor de concentragdo molar de homocisteina obtidas pelas duas técnicas. Os
resultados obtidos pelas duas técnicas, estdio mostrados na Tabela 2, onde podemos

observar os valores das concentragdes entre o método padrao (HPLC) e o método proposto

(DIMP/T&R-MIMS).

Tabela 2: Concentracdes de homocisteina plasmatica medidas por HPLC com fase reversa
e detector de fluorescéncia ¢ DIMP/T&R-MIMS utilizando EI a 70ev, com suas

respectivas concentragdes em pmol/L, nas duas diferentes técnicas.

Amostra HPLC DIMP/T&R-MIMS
pmol/L pmol/L
01 9,5 10,5
02 11,2 11,0
03 12,5 11,6
04 13,6 12,5
05 10,9 12,7
06 11,3 12,5
07 13,2 11,8
08 15,0 13,4
09 11,6 10,8
10 9,7 11,4
11 12,7 11,7
12 13,0 14,4
13 11,6 10,7
14 10,5 11,3
15 10,2 9,5
16 11,6 9,5
17 10,8 9,1
18 12,6 13,7
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Para analise estatistica dos dados obtidos através

das duas técnicas foi

construido um Box Plot para cada técnica (Figura 14), que demonstra que as duas técnicas

possuem a mesma variabilidade, e com isso a capacidade desta nova técnica (DIMP/T&R-

MIMS) analisar amostras reais de plasma humano.
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Figura 14: Box Plot das duas técnicas onde VAR 1 ¢ a variabilidade obtida da técnica de

HPLC E VAR 2 ¢ a variabilidade da técnica DIMP/T&R-MIMS.

Resultados e Discussdo

67



Apo6s a construgdo do Box Plot para analise da variabilidade das duas técnicas,
foi realizado outro teste estatistico, denominado “Correlagcdo de Pearson” que foi dada de
acordo com a equagdo VAR2 = 4,3209 + 0,61477 + VARI, onde VAR2 corresponde ao valor
da técnica DIMP/T&R-MIMS e VARI corresponde ao valor obtido da técnica de HPLC.

Este teste possui uma faixa de variacao entre +1 e —1 (Figura 15).

O teste estatistico utilizando a “Correlagdo de Pearson” obteve um r = 0.59886
ou 59,88%, demonstrando que a concordancia acompanha positivamente os dados obtidos

entre as duas técnicas.

Apos estes testes pode se concluir que os resultados obtidos com a técnica
DIMP/T&R-MIMS mostraram uma boa concordancia e variabilidade em relacao os obtidos
pela técnica de HPLC, o que vem corroborar para que esta nova técnica possa ser aplicada

para a analise de homocisteina em plasma humano.

VAR1 vs. VAR2
VAR2 = 4,3209 + 61477 * VAR1
Correlation: r = ,59886
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Figura 15: Grafico da correlagdo entre as duas técnicas, onde se obteve um r= 0.598897.

™ P. Husek, Rapid derivatization and gas chromatography determination of amino acids. J. Chromat, (1991),

552, 289-299.
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6. CONCLUSOES
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O desenvolvimento deste projeto, realizado dentro do cronograma proposto, nos
permite obter varias conclusdes ligadas a0 método DIMP/T&R-MIMS e a andlise de
homocisteina nas amostras plasmadticas, além do estudo da reprodutibilidade e estabilidade
destas amostras. Os resultados obtidos ap6s a realizac@o dos procedimentos de preparagdo e
derivatizacao realizados com a homocisteina foram bastante satisfatérios. A técnica além de
ser utilizada na andlise deste aminodcido em sangue, pode ser também expandida para a
andlise em urina, uma vez que a matriz (urina) € menos complexa, bem como a andlise de

outros tipos de compostos nesta mesma matriz.

Para a execucdo do projeto houve algumas dificuldades encontradas, que foram
contornadas e solucionadas. Uma das dificuldades encontradas foi a tentativa de andlise de
homocisteina com amostras sem prévia derivatizacao onde o espectro de massas obtido ndo
demonstrou o composto desejado. Apds a derivatizacdo das amostras com cloroformiato de
etila o método proposto ficou bastante vidvel demonstrando simplicidade e rapidez nas

analises (n@o mais que 50 minutos).

Existe ainda a possibilidade de automacdo do sistema o que torna a técnica
ainda mais ripida eficiente. O limite de detec¢do obtido para esta técnica corresponde a

uma faixa bastante baixa (2uM) comparada com as técnicas j4 existentes.

Os procedimentos envolvidos sdo simples, podendo ser utilizados com
vantagens principalmente em situagdes em que ha necessidade de se quantificar uma
nimero maior de amostras, em um curto periodo de tempo. Outra vantagem € a utilizacdo
de pequenos volumes de amostra. Existe a vantagem de outros métodos utilizados, poderem
sofrer interferéncia de outros compostos que possam ser detectados, tal como a elevada taxa

de proteinas que pode causar turbidez na solugao limitando seu emprego.

A relagdo custo beneficio € importante na implantacdo de qualquer metodologia
analitica. A simplicidade de operagdo demonstra uma vantagem econOmica consideravel,
uma vez que apds obtido o equipamento € a membrana podemos realizar esta andlise com
elevada pureza e baixo custo, requisitos quase sempre desejaveis em uma andlise. No nosso
caso, apds a padronizacdo da metodologia empregada podemos realizar esta analise

rotineiramente uma vez que a técnica demonstrou bastante simplicidade e rapidez na sua
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realizacdo. Podemos realizar todo o processo que compreende desde a preparacdo da
amostra bem como sua quantificacio em um periodo de até 50 minutos, atingindo
plenamente nosso objetivo inicial que seria, implementarmos e validarmos uma nova

metodologia para dosagem de homocisteina sérica.
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7. PERSPECTIVAS
FUTURAS
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Como proposi¢cao de trabalhos futuros sugerimos a dosagem de cisteina bem

como da glutationa sendo esta ultima um indicador bioldgico de estresse oxidativo.

Testes preliminares para a dosagem de cisteina ja foram realizados e sdo
perfeitamente factiveis de serem realizados em amostras de pacientes que apresentam
doencas cardiovasculares. Em novos estudos estdo sendo correlacionadas as concentracdes
de homocisteina e cisteina em pacientes com doengas cardiovasculares, devido as duas

estruturas serem muito parecidas, e seus mecanismos de acdo ndo serem bem conhecidos.

Perspectivas Futuras

73



This research work describes a new method for the identification and
quantitative determination of homocysteine in plasm, an intermediate of the cystein
synthesis, which is generated from methionine in the organism. This new method uses the
Mass Spectrometry by Introduction via Membrane (MIMS). A membrane probe DIMP
(Direct Introduction Membrane Probe) and the T&R-MIMS method (Trap and Release-
Membrane Introduction Mass Spectrometry) were employed, which operates by sampling
the target compounds through a given period of time by adsorption in a silicone membrane,
followed by a fast desorption produced on heating the membrane. Homocysteine analysis
was performed by its derivatization through an esterification reaction with ethyl

chloroformiate in a mixture of pyridine, ethanol and water as the solvent.

The experiments were performed in a Monoquadrupolar Mass Spectrometer,
under a SIM (Selected Ions Monitoring) mode of operation. The m/z 234 ion, which
corresponds to the homocysteine [M-H]" fragment, was monitored. Linearity tests led to a
correlation coefficient of 0.998. Five runs of a single experiment showed a deviation of
2.5%, indicating the employed method leads to very reproducible results. It was observed a
97.4% of recovering for the homocysteine, which demonstrates that the proposed method

can be applied for its quantitative analysis.
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Anexo 1: Vista Total do equipamento utilizado no projeto (Espectrometro de Massas

Monoquadrupolar Extrel (Pittsburg, PA) adaptado com um quadrupolo de 34”

de alta transmissdo, utilizando EI com energia de ionizacdo de 70 eV e o
moédulo computacional).
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“Trap and release membrane introduction mass spectrometzy
(T&R-MIMS) using a removable direct insertion membrane
probe (IDIMP) is employed to determine the total homo-
cysteine concentration (tHcy) directly from human plasma
after derivatization with ethyl chloroformate. The method
uses no chromatographic separation, is linear, reproducible,
and displays limit of quantitation (2 pM) sufficiently below
the threshold concentration of tHcy in plasma. It also
combines chemical, membrane, and mass spectrometric
discrimination, and can be used to determine selected amino
acids in hunan plasma simultzneously. After derivatization
with ethyl chloroformate, many amino acids in aqueous
solution are observed to be efficiently detected; hence T&R-
MIMS is promising as a simple and sensitive technique for
simultaneous quantitation of selected amino acids in plasma
and urine, and in other aqueous matrices.

Introduction

Hyperhomocysteinemia---increased total homocysteing con-
centration (tHey) in plasma or serum—is a valusble marker of
common diseases,! Numerous clinical studies and advances in
Hey quantitation have established hyperhomocysteinemia as a
strang and independent dsk factor for cardiovascular, cer-
chrovascular, and peripheral vascular diseases. It is also a
sensitive marker for deficiencies of folate and vitarnins By and
B, and is used to diagnose the inborn error in metabolism
termed homocystinuria.

Several metheds are applied to quantitate tHey in plasma and
other biological fluids? Hcy is present in plasma mainly
coupled via disulfide-bonds to another Hcy, to cysteine, or o
proteins.? Hence to determine tHcy, chermical reduction of the
disulfide bonds is cormmonty performed. Free Hey is then most
commonly determined via Teverse-phase high performance
liguid-chromatography (HPLC) with either fluorescence or uv
detection after appropriate derivatization* Capillary electro-
phoresis® and gas chromatography-mass spectrometry® (GC-
MS) methods have also been proposed. A rapid enzyme
conversion immunoassay for selective tHey quantitation is also
available.”

Membrane infroduction mass spectrometry (MIMS) first
appeared for the direct quantitation of VOCs in air and aqueous
matrices, showing outstanding speed and imce level detection
Himits. However, for semi-volatile (SVOCs) and more polar
organic compounds, MIMS was shown fo be unsatisfactory
since detection limits were often too high to be useful. Trapping
strategies,” ultrathin comnposite membranes,*® indirect monitor-
ing of a related VOC analyte,’’ and hyphenated MIMS
techniquesi? have therefore been implemented to improve
MIMS detection limits of SVOCs and to lower concurrently the
detection Hmits of VOCs.

1212 Analyst, 2001, 126, 1212-1213

An efficient and generally applicable approach for trace
SVOC analysis by MIMS is offered by the trap and release
MIMS (T&R-MIMS) technique.?® In T&R-MIMS, SVOCs are
propedly preconcentrated inside a capillary silicone membrane,
and then thermally desorbed to the gas phase using the heat
radiation front the ionization fitarment T&R-MIMS has greatly
expanded the appiicability of MIMS by including detection of
larger and more polar molecules so that now even compounds
such as stercid hormones can be converdently quantitated. !4

We recently developed a simpler T&R-MIMS system using a
removable, more versatile and interchangeable direct introduc-
tion membrane probe (DIMP).}S Becavse of faster and more
uniform membrane heating provided by our T&R-MIMS
systern, SVOC sensitivity improves and memory effects are
minirsized. We now report that T&R-MIMS can be used for
simple and sensitive quantitation of selected amino acids in
aqueous; solutions, and fHey quantitation in human plasma is
described.

Experimental

Mass spectrometry was performed using 70 eV electron
jonization (EI} and an Extret (Pittsburgh, PA} mass spectrome-
ter fittad with a high transrmission quadrupole. The standard El
ion source was used with just a minor modification: the id of one
of the two gas entrance lines was enlarged to 1.27 cm (Fig. 1.
The analyte solutions at room temperature (23 = 1 °C) were
pumped through the system by an eight-roll peristaltic pump at
aTate of 2 mL min—!. The capillary membrane was provided by
Dow Corning Co. (Silastic Medical-grade tubing) with a wall
thickness of 0,056 cm, id of (.063 cm, and od of Q.12 em

Fig. 1 Schematic of the T&R-MIMS system: (A) DIMP probe; (B}
capiilary membrane loop; {C) filaments; (D) ion source block; (B} CI gas
entrance; and (F} ceramic probe adapter. Adapted from ref 15.
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T&R-MIMS

Fig. 1 displays a schematic of the systermn: the removable DIMP
probe (A) with a 10 mm long capillary membrane loop (Bris
shown i situ in the ion source (D). The capillary membrane (B)
is fixed into the DIMP probe (A) and a ceranmic probe adapter
(F) ensuzes proper sealing. By fine adjusting of the position of
the DIMP probe, the membrane loop (B) can be placed exactly
between the two filaments (C) so as to ensure more efficient
analyte iomzation but particularly faster and more uniform
heating of the capillary membrane surface,

Sample preparation

Standard agueous solations of Hey (o.L-homocysteine from
Sigma Corp.) were prepared in de-ionized water by serial
difution of a 300 yM aqueous solution. For the plasma sarmples,
% mlL of human blood were collected in a Vacutainer EDTA-
containing tube, and immediately centrifuged at 1000g for 5
min at 4 °C. To reduce disulfides and decouple them from
plasma proteins so as to measure tHey, 1 mb of the resulting
plasma (or 1.5 mL of Hey aqueous solutions) was treated with
250 pL of dithiothreitol (DTT) and incubated for 30 min at 36
>C. The protgins were then precipitated by adding 1 mi of 5%
aqueous solution of trichloroacetic acid {TCA) and 100 pL of
saturated EDTA solution under vigorous vortexing followed by
centrifugation at 3000g for 15 min.

Derivatization

Alkyl chloroformate amino-acid derivatization'® (Scheme 1)
was employed: 40 pL of a 4:1 ethanol :pytidine solution and 23
L of ethyl chloroformate (ECF) were added to the supernatant
{1.5 mL} from the blood/plasma or standard sample freatment,
the resulting mixture was Vortex-mixed for 1 rmn, its volume
adjusted to 2.5 ml with deionized water, and then purped
continuously through the lines of the T&R-MIMS systemn for
quantitation.

Results and discussion
Signal profile
Fig. 2 shows a typical signal profile for the T&R-MIMS

analysis of BECF-derivatized Hey (ECF-Hey) in plasma using
selected ion monitoring {SIM) of the [M — HI* ion of m/z 234.

o]
o]
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“5\/\([%“ _ﬁ,io_.i DGH,CHg
[+] N QCH
HH; )L w b o
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Fig.2 Sigmlprofile using SIM of m/z 234 for the T&R-MIMS analysis of
2 20 pM agueons Hey solution after ECF derivatization.

The analyte solution (2.5 mL) is confinuously pumped through
the system, and during the 20 min of trapping. RO signal is
detected (a); although ECF-Hey is efficiently absorbed by the
membrane, its desorption fo the gas phase is minor. But when
the 60 s air plug (b) is introduced (simply by removing the
pumping tube from the agueous sample solution), and when it
raches the membrane (c), temperature is rajsed rapidly, and the
preconcentrated ECP-Hey is thermally and efficiently released.
The signal rises and drops sharply producing a well-defined,
relatively namow, and intense desorption peak. When the air
rlug ends (d), and because room-temnperature water s Now
flowing throngh the system, the membrane cools rapidly and
signal drops sharply back to the baseline. Then, to clean the
membrane from residual analyte, two additional 60 s air plugs at
1 rmn intervals ¢e and ) are intercalated into the water flow. The
desorption peak in (f) is nearly as abundant as that continuously
produced by heating the membrane after water pumping.}*

Aquisition of full mass spectra

The time interval of the T&R-MIMS peak is considerably
narrow, but long encugh so as 1o allow the acquisition of several
fuli mass spectra, which is particufarly useful for secure analyte
identification and mixture analysis. Fig. 3 shows the relevant
portion of the mass specirum collected close to the top of the
elution peak during the T&R-MIMS apalysis, whereas Fig. 4
displays the 70 eV EI mass spectrum of ECF-Hey obtained by
GC/MS analysis. Whereas the ion of m/z 207 is background
from the membrane, !5 the El-dons of ECF-Hey (IM ~ HI* of »/
z 734, 189, 188, and 175} are clearly detected in the spectrum.
For $IM quantitation of ECF-Hcy, the highest mass fragment
jon of wmiz 234, M — HJ, was selected to minimize
interferences in plasma analysis.

Linearity and reproducibility

Several T&R-MIMS calibration curves were plotted using STM
of miz 234 o monitor aqueous solutions of ECF-Hey at
concenttations varying from 10 © 70 uM (normal tHcey i
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Fig. 3 70 ¢V El mass spectrum collected close to the top of the elution
peak during e T&R-MIMS amalyss of Hey i water after ECF
derivatization.
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Fig. 4 70 eV El mass specirum of Hey after ECF derivatization.
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Table 1 Total homocysteine (tFicy) quantitation in hman plasma using
both HPLC with fluorescence detection and T&R-MIMS after ECF
derfvatization

Sample HPLCHM T&R-MIMSAIM  Deviation (%)
01 9.5 16,5 +11
o % 110 )
03 125 116 -7
o4 13.6 125 -8
05 10.9 12.7 +17
06 113 12.5 +11
o7 13.2 118 —11
08 150 134 —11
o 11.6 108 -7
10 a7 114 +18
1t 127 117 -8
12 13.0 14.4 +11
13 116 10.7 -2
1 10.5 113 +8
15 10.2 95 -7
16 116 9.5 18
17 19.8 9.1 ~16
18 126 137 9

plasma varies from 5 to 15 pM).? The curves demonstrate the
good linearity of the technique {even up to 500 pM), and
carrelation cocfficients typically of 0.998 were obtained.
Within this concentration range, the variance of the SIM signal,
for four consecutive analyses using the height of the SIM peak,
was always below 5%.

Quantitation it

For standard aqueous sotutiens of Hey, $IM of the most intense
miz 128 ton of ECF-Hey can be performed, and a quantitation
Tienit of 0.2 pM was easily attained. For tHey quantitation in
human plasma, however, SIM monitoring of the m/z 234 jon
was performed so as to minimize interferences, and then the
quantitation limit was 2 uM. This limit is sufficiently below the
5 uM threshold of tHey in human plasma.

Recovery

Plasma samples were spiked with known amounts of Hcy,
treated as described, and tHey determined by the T&R-MIMS
techmque using SIM of m/z 234. High recoveries, typically of
97..98%, were obtained for concentrations ranging from 10 to
100 pM.

Comparison with HPLC quantitation

A total of 18 plasma samples were analyzed concurrently by
T&R-MIMS and HPLC with fluotescence detection® Table 1
compares the results, and shows that the agreement is
satisfactory, within 2-18%.

Simultanecus quantitation of Hey and Cys

When plasma is treated with dithiothreitol (OTT), disulfide
bonds are reduced and both the sulfur amino acids Hey and
cysieine (Cys) are released. After ECF derivatization, we
attempted stmultanecns quantitation of these two sulfur amino
acids using T&R-MIMS. [M — H}* jons of Hey (m/z 234) and
Cys (m/z 220) weze both clearly detected (nearly 10 times more

1214 Analyst, 2001, 126, 12121215

abundant for Cys) in the mass spectra, and SIM monitoring was
shown to aflow for their simultanecus quantitation. The
Tinearity, recovery, reproducibility, and detection limit for tCys
quantitation in plasma by T&R-MIMS is currenty being
evaluated, with sirilar fo better results when compared to tHey
quantitation.

Other amino acids

ECF derivatization of amino acids in aqueous mamices is
generally applicable, fast, and gives high yields, and most
amine and other organic acids can be efficiently ECYF-
derivatized for GC analysis.}$17 We tested many amino acids,'®
and 2 for the two sulfur amino acids Hey and Cys, their ECF-
derivatized forms were efficiently detected in water by T&R-
MIMS using the DIMP probe. 1

Congclusion

The total concentration of Hey in plasma can be determined
directly by T&R-MIMS after ECF derivatization. The method
ses no chromatographic separation, is linear, reproducible, and
has & guantitation limit sufficiently below the threshold
concentration of Hcy in plasma. Since the method combines
chemical, membrane, and mass spectrometric discrimination,
and since most armino acids are efficiently detected after ECF
dervatization, T&R-MIMS can be ssed to simultancously
determine selected armine acids in plasma. To gain accuracy,
selectivity and to minimize interferences specially during the
direct SIM monitoring in human plasma samples, improved
proceduzes are currently being tested such as the use of mternal
standards, refined clean-up procedures, and desorption chem-
ical iomization.’* The T&R-MIMS technique is therefore
promising as a simple, sensifive and selective method for
simultaneous amino-acid quantitation in plasma and urine, and
in most agueous matrices.
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DIMP-T&R-MIMS: lts Use for the Analysis of Vitamin C, of Metabolites
in Urine, and of Aminoacids in Blood Plasma

Marcos N. Ebertin , Maria Anita Mendes, Lilian L. Rocha, Renato Haddad e Nelci F. Hoehr
State University of Campinas - UNICAMP - Campinas, SP - Brazil

Introduction: Membrane introduction mass spectrometry (MIMS) is a powerful technique for
the analysis of VOCs in aqueous matrixes; for semi-VOCs, however, MIMS shows often poor
performance. The trap&release MIMS technique developed by Lauritsen [Lauritsen, F. R;
Ketola, R. A. Anal. Chem., 1897, 69, 4817] is able, however, to lower considerably the detection
limits of semi-VOCs. Herein we describe the use of a new DIMP-T&R-MIMS system for semi-
VOCs analysis in water and biological fluids.

Methods and Instrumentation: The DIMP-T&R-MIMS system [Mendes, M. A.; Eberiin, M. N.
Analyst, 2000, 125, 21] is shown in Figure 1. A standard Extrel ion source was used with just a
minor modification: the i.d. of one of the two gas entrance lines was enlarged to 1/2 in. The

capillary membrane was provided by Dow Coming Co.: Silastic Medical-grade tubing, wall
tickness: 0.022 in,, i.d.: 0.025 in., o.d.: 0.047 in.

Figure 1: Two orthogonal cross-sections of the DIMP/T&R-MIMS system: (A) DIMP probe; (B)
capillary membrane loop; (C) filaments; (D) ion source block; (E) Cl gas entrance; (F) ceramic
probe adapter; (G) focusing lenses; (H) ion source hoider.

Results and Discussion: T&R-MIMS preconcentrates the VOCs inside the membrane before
thermal desorption that promotes efficient transport of the SVOCs into the gas phase. The new
DIMP-T&R-MIMS system differs from the original system because it uses a direct insertion
membrane probe (DIMP)} probe to place the capillary membrane loop inside the ion source
block exactly between two parallel filaments (Figure 1). The new system permits faster and
uniform heating of the membrane loop.

Homocysteine: Recently, the level of homocysteine in blood has been proposed as a
novel, more reliable indicator for potential heart attacks and strokes [http://www.homocysteine.
com]. The problem with homocysteine is that even though 70% is bound to plasma proteins in
the blood stream, it is a potent toxin to celis that line blood vessels and interacts with
specialized proteins and cells in the blood causing blood to easily clot. The toxicity directed at
the endothelial cell when combined with blood clot promotion is a lethal marriage capabie of
producing heart attacks, strokes, and pulmonary embolism.
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Homocysteine derivatization: The following reaction was used for the derivatization of
homocysteine, and to facilitate its permeation through the silicone membrane.
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Vitamin C: The DIMP/T&R-MIMS system is suitable for combined drug analysis, and we
have used it for combined quantitation of vitamin C, acetylsalicylic acid and caffeine in medicinal
tablets. Figure 1 shows vitamin C quantitation.
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Conclusion: DIMP-Trap&Release MIMS is a powerful technique for combined VOC and
SVOC analysis in aqueous solutions, and in biological fluids such as urine and blood plasma.
Herein we have demonstrated its use for vitamin C guantitation in medicinal tablets, and for the
aminoacid homocysteine in blood plasma.
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