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Resumo

O uso de is6topos estaveis no Brasil vem sendo aprimorado, principalmente através das
pesquisas realizadas nas principais universidades do pais. As aplicagoes na area da Satde
permite estudar, por exemplo, os processos envolvendo sintese e degradacao protéica,
gasto energético, composicao corporal, cinética de vitaminas, absor¢ao de minerais e di-
agnosticar patologias relacionadas ao Helicobacter pylori. A grande motivacao é incentivar
o aumento das aplicacoes na area de satide no poucos centros que possuem espectrometros
de massa no Brasil, ji que a técnica é indcua ao ser humano, ou seja, nao possui restrigoes

de uso, como ocorre com os isotopos radioativos.

Palavras-chave: is6topos estaveis; espectrometria de massa; fisica médica.



Abstract

The use of stable isotopes in Brazil is being improved, mainly through research con-
ducted at main universities in the country. Some applications in health allow to studying,
for example, processes involving synthesis and protein degradation, energy expenditure,
body composition, kinetics of vitamins, mineral absorption and diagnose diseases related
to Helicobacter pylori. The big motivation is to encourage the growth of investments in
health in the few centers that have mass spectrometers in Brazil, as the technique is harm-
less to humans, in other words, no has problems to use it like when you use radioactive

isotopes.

Key-words: stable isotopes; mass spectrometers; medical physics.
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1 Introducao

A utilizacao de isotopos estaveis é destacada nas areas cientificas que resultam dos
avancos na fisica e quimica realizados na primeira metade do século XX. A aplicacao dos
isotopos estaveis se expandiu para Hidrologia, Cosmoquimica, Geoquimica, Petrologia e
Oceanografia. Recentemente, novas areas foram agraciadas com uso da técnica, como
as Ciéncias Atmosféricas e Planetarias, Microbiologia, Agronomia, Fisiologia Vegetal,
Ecologia, Zootecnia, Ciéncias Forense, Ciéncias do Solo, Arqueologia, Antropologia e o
foco deste trabalho, a Medicina [CRISS 1999|, [FAURE e MENSING 2005].

A ampla utilizagao dos isétopos estaveis, em oposicao a utilizagao dos isétopos radioat-
ivos, foi retardada pelo fato de requerer um processo laboratorial muitas vezes tedioso e de-
morado para sua determinacao. Apesar de eles serem conhecidos ha varias décadas, apenas
atualmente, com o advento de novas técnicas laboratoriais de separacao e determinagao, o
seu uso tem sido amplamente difundido [MARCHINI 1997|. Um fator essencial para esta
expansao é a evolucao do espectrometro de massa. A melhora na capacidade analitica e
de seus periféricos resultou em um maior nimero de analises com alto nivel de precisao
em um menor intervalo de tempo [MARCHINI 1997|, [WOLFE e CHINKES 1992].

O uso de iso6topos estaveis no Brasil vem sendo aprimorado, principalmente através
das pesquisas realizadas nas principais universidades do pais. Entre os colaboradores
para este ganho de qualidade estd a Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho", através do Centro de Isdtopos Estaveis Ambientais em Ciéncias da Vida (CIE),
uma unidade auxiliar do Instituto de Biociéncias de Botucatu. Através de recursos da
Fundagao Banco do Brasil, FAPESP e UNESP, foi implantado o CIE, voltado inicialmente
para as analises isotOpicas de bebidas e alimentos e, timidamente, em algumas areas
envolvendo animais. Atualmente, a proposta do Centro de Is6topos Estaveis é a expansao
da aplicabilidade pratica e sistemética desta ferramenta analitica.

Outro grande colaborador é a Universidade de Sao Paulo, através do Laboratorio de
Espectrometria de Massa do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto. Este foi o primeiro laboratorio de espectrometria de massa, voltado
para area médica, e estda a disposicao da comunidade cientifica desde o final de 1997.
Destacam-se os estudos em reciclagem protéica, gasto energético e composicao corporal
[MARCHINT 1997].

Os poucos laboratorios de isétopos estaveis no Brasil possuem a distribuicao geografica

como mostrado na Figura 1 e Tabela 1.
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Figura 1: Distribuicao das equipes de trabalho com Iso6topos Estéveis no Brasil.

Os respectivos estados e cidades dos laboratérios, assim como a instituicao e as prin-

cipais aplicagoes estao indicadas na Tabela 1, onde nota-se a predominancia das univer-

sidades publicas.

Tabela 1: Identificacao das equipes de trabalho com Is6étopos Estaveis no Brasil.

Grupo - Estado/Cidade

Instituicdo

Aplicacdo

A - Para/Belém
B - Pernambuco/Recife
C - Bahia/Salvador
D - Rio de Janeiro/Itaquai
D - Rio de Janeiro/Rio de Janeiro
D - Rio de Janeiro/Rio de Janeiro
D - Rio de Janeiro/Rio de Janeiro
E - S3o Paulo/Piracicaba
E - Sdo Paulo/Piracicaba
E - Sdo Paulo/Botucatu
E - S&o0 Paulo/S&o Paulo
E - S&o0 Paulo/S30 Paulo
E - Sdo Paulo/Ribeirdo Preto
F - Rio Grande do Sul/Caxias do Sul

G - Distrito Federal/Brasilia

UFPA - Instituto de Geociéncia
UFPE - Departamento de Geociéncia
UFBA - Instituto de Geociéncia
EMBRAPA
CENPES
UFRJ - LADETEC
UFRJ - Departamento de Geologia
USP - CENA
USP - CENA
UNESP - Instituto de Biociéncias
USP - Instituto de Geociéncias
USP - Instituto de Geociéncias
USP - Faculdade de Medicina
Secretaria da Agricultura do Estado do RS - LAREN

UNB - Departamento de Geologia

Geoquimica
Geoquimica
Hidrologia
Agronomia
Geoquimica e Petréleo
Controle de Doping
Geoquimica
Ecologia, Meio Ambiente e Agronomia
Compostos Enriquecidos e Agronomia
Alimentos, Bebidas e Zootecnia
Hidrologia
Geoquimica
Seres Humanos/Pediatria
Vinhos e Sucos

Geoquimica e Hidrologia

FONTE: [DUCATTTI 2008|.



2 Fundamentacao Teoérica

2.1 Fisica e Quimica Geral

A palavra dtomos, do grego, quer dizer indivisivel. Atualmente, o d4tomo nao é a
menor e indivisivel particula da matéria, mas é a menor estrutura neutra da matéria
que conserva as propriedades dos elementos quimicos e é capaz de reagir quimicamente.
Todo atomo apresenta um pequeno nticleo carregado positivamente, no qual concentra-
se 99,9% de sua massa. O nucleo é rodeado por uma nuvem de elétrons em movi-
mento. No atomo neutro as cargas positivas dos protons sao exatamente balanceadas
pelas cargas negativas dos elétrons, os quais estao dispostos nos orbitais quantizados
[JAMES e GERARD 1986],|]ATKINS 2001].

O atomo contém um grande nimero de diferentes particulas elementares que inter-
agem entre si. Para a compreensao dos isétopos estaveis é suficiente o conhecimento de
trés deles: proton (carga positiva), néutron (carga neutra), os quais conferem a massa e
a carga positiva do nicleo. O outro componente principal sdo os elétrons (carga neg-
ativa), os quais envolvem o nucleo em oOrbitas especificas fornecendo as propriedades
quimicas [JAMES e GERARD 1986],|]ATKINS 2001],|EISBERG e RESNICK 1979]. As
propriedades das particulas subatomicas necessarias para um melhor entendimento sao

encontradas na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades das principais particulas elementares do atomo.

Massa (g) Carga (Coulombs)

Préton 1,67 x 1072 46,02 x 10719
Néutron 1,67 x 1024 0
Elétron 9,11 x 1072 —6,02 x 10719

FONTE: [JAMES e GERARD 1986|.

A nomenclatura isotopica expressa-se por 4X , na qual, X representa o elemento
quimico, A reflete o nimero de massa em unidades de massa atomica e Z o ntimero de pro-
tons, de modo que A = Z+ N, onde N representa o nimero de néutrons [ATKINS 2001],
[JAMES e GERARD 1986].

As propriedades de um elemento sao determinadas quase que inteiramente pelo nimero
e pela distribuicdo dos seus elétrons. Portanto, é o nimero atomico (ou niumero de
protons) que serve, indiretamente, para distinguir o atomo de um elemento do &tomo
de outro, uma vez que o nimero de elétrons deve ser igual ao ntimero de prétons em
um atomo eletricamente neutro [ATKINS 2001|,|EISBERG e RESNICK 1979|. Teorica-

mente, define-se is6topos como atomos que possuem 0 mesmo nimero atomico, ou seja,



ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. Estes podem ser estaveis ou radioativos
[ATKINS 2001|,|EISBERG e RESNICK 1979].

Cada elemento, por exemplo, o carbono, pode ter varias formas isotdpicas que pos-
suem as mesmas caracteristicas quimicas, mas, pelo fato de possuirem diferentes ntimeros
de néutrons, tém diferentes massas. Certos isétopos sao radioativos e se desintegram,
emitindo particulas alfa, beta e gama, que podem ser nocivas aos seres humanos. Outros
is6topos, no entanto, como o {2C e [3C' | nao se desintegram, sendo portanto estaveis e,
portanto, in6cuos aos seres humanos. A incorporacao destes is6topos, em moléculas de in-
teresse biologico, permite sua utilizacao em experimentos tendo como objeto o homem, de
qualquer idade, sem submeté-lo a nenhuma exposigao radioativa [FRANCO et al. 2004].

As moléculas isotopicas 2COy e ¥COy nao sao diferenciadas pelas membranas bi-
ologicas de origem vegetal ou animal, ou seja, a pequena sutileza escondida no niicleo nao
é detectada, tornando os is6topos de Carbono excelentes tracadores a nivel de variacao
natural ou compostos enriquecidos, o que é extensivo para os demais bioelementos.

Atualmente existem mais que 2500 diferentes is6topos conhecidos em 110 elementos
quimicos diferentes com 264 isdétopos estaveis. Na area biologica e disciplinas afins, os
principais elementos quimicos de interesse sao os bioelementos formados por CHON’S
(Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, Nitrogénio e Enxofre), os quais fazem parte da estrutura
de carboidratos, lipideos, proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos e sao os responsaveis
por mais de 90% de todos os tecidos vivos [CRISS 1999]. Os principais is6topos estaveis

dos bioelementos estao explicitos na Tabela 3.

Tabela 3: Os isotopos estaveis dos elementos H, C, N, O e S e suas moléculas gasosas
comumente utilizadas na espectrometria de massas.

Isétopos Estaveis Abundancia 4tomos %  Gas
‘H 99, 9844 Hy
g 0,0156
20 98, 8890 COq
BC 1,1110
4N 99,6340 No
5N 0, 3660
160 99, 7628 COq
170 0,0372
180 0,2000
329 95,0180 S04
339 0, 7500
349 4,2150
368 0,0170

FONTE: [PRESTON 1992].

2

Os atomos dos elementos quimicos fazem parte da seguinte hierarquia estrutural: ato-



mos — moléculas — estruturas supra moleculares — células — 6rgaos — sistemas fisi-
ologicos — seres vivos. Os is6topos estaveis do Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, Nitrogénio
e Enxofre ocorrem naturalmente na atmosfera, hidrosfera, litosfera, biosfera e também
fazem parte dos grandes ciclos naturais, o que evidencia o importante papel de rastreabil-
idade que eles conferem nas grandes areas das Ciéncias da Vida [DUCATTI 2008|.

A utilizacao dos isdétopos estaveis, depende da sua proporcao na natureza, sendo uteis
para estudos metabolicos aqueles is6topos que aparecem em menor propor¢ao (menos que
10%) em relacdo ao is6topo mais abundante, permitindo, assim, que sejam enriquecidos e
diferenciados pelo espectrometro. Um outro fator, nao menos importante e aparentemente
6bvio, é que o elemento isotopico em questao esteja presente no organismo humano em
quantidades mensuraveis. Por exemplo, o organismo humano tem 18% de carbono, sendo
98,9% de 2C e 1,1% de 3C. O enriquecimento do 3C superior a 1,1% torna a separacao
possivel de ser realizada e distinguivel das substancias que contenham a proporcao natural
de 2C' [DUCATTTI 2008], [FRANCO et al. 2004].

As moléculas isotépicas 12C O, e C O, nao sao diferenciadas pelas moléculas biologi-
cas de origem vegetal ou animal, ou seja, a pequena sutileza escondida no nicleo (néutron)
nao é detectada, tornando os is6topos de Carbono excelentes tracadores a nivel de vari-
acao natural ou compostos enriquecidos, que é extensivel para os demais bioelementos
|[CASTRO et al. 2004].

2.2 Espectrometro de Massa

O espectrometro de massa é conhecido pelo fato de obter medidas precisas em concen-
tracao isotopica muito baixa. Desde o inicio de seu desenvolvimento, em 1910 por J.J.
Thomson, tem se mostrado como uma ferramenta técnico-analitica das mais importantes
disponiveis para os cientistas, pois é capaz de fornecer importantes informacoes a respeito
do microscopico mundo dos dtomos, moléculas e ions, tais como, a composi¢ao elementar
da amostra, estrutura molecular e a composicao quantitativa e qualitativa de misturas
complexas [GROOT 2004].

Continuando na mesma linha de estudos, Francis Willian Aston construiu um novo
instrumento, utilizando de sistemas de vacuo mais eficientes, com um sistema coletor de
fons otimizado e um mecanismo de focalizacao do feixe idnico, o qual ele chamou de
espectrografo de massa, utilizado para confirmar a existéncia dos isétopos estaveis para
quase todos os elementos conhecidos até entao. Aston descobriu 212 dos is6topos que
ocorrem naturalmente, mediu suas massas atomicas com precisao de 0,1% e determinou
sua abundancia isotopica, provocando significativas alteragoes na tabela periddica. De-
vido a essas enormes contribui¢oes para a Ciéncia, Thomson e Aston foram premiados
com o Nobel de Fisica de 1906, e Quimica em 1922, respectivamente [GROOT 2004|,
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[MENAND et al. 1997].

Hoje em dia, os modelos de espectrometros de massa de alta resolugao contam com
um sistema de separagao de ions constituido de um analisador eletrostatico de 90° e um
analisador magnético de 60°, conhecido como "sistema 6ptico Nier-Johnson", criadores
do projeto.

No Espectrometro de massa, a substancia a ser analisada sofre ionizacao por impacto
de elétrons na fonte de ionizacao e os ions isotopicos obtidos sao extraidos por campo
elétrico e acelerados por placas eletronicas. O tnico feixe isotdpico obtido é resolvido
por campo magnético, abrindo em diversos feixes, os quais sao detectados nos copos de
Faraday.

Na fonte de ionizacao, a energia cinética atingida é devido a diferenca de potencial entre
as placas e o resutado pode ser obtido através da Equacao 1, na qual g é a carga do ion, V' a
diferenga de potencial, m a massa e v a velocidade [DUCATTI 2008], [HALLYDAY 2003].

(1)

O movimento dos ions isotopicos é afetado pelo campo magnético (B) e ou campo
elétrico (E) de acordo com a Lei de Lorentz, apresentada na Equacao 2 [DUCATTI 2008],
[HALLYDAY 2003], [TIPLER 1999).

|F|=qFE +qux B (2)

De acordo com a configuracao, o instrumento pode apresentar focalizagao pela veloci-
dade, pela energia e pelo momento.

Na focalizagao pela velocidade, o campo elétrico (E) e o campo magnético (B) podem
ser ajustados de modo que nao ocorra deflexao do feixe do ion quando passa na regiao
dos campos (Figura 2, parte a). Assim sendo, a forga resultante serd zero e a Equagio 2
pode ser escrita como demonstrado na Equacao 3, ou seja, somente ions com a velocidade
dada por esta equacao passam pelo sistema sem deflexao, caso contrario, a focalizacao pela
velocidade pode ser usada ao longo do caminho do ion para a remocao de ions indesejaveis
[HALLYDAY 2003|, |[TIPLER 1999].

E
V=15 (3)

Quando a focalizagao é dada pela energia (Figura 2, parte b), o analisador apre-
senta configuracao encurvada, na qual as placas elétricas carregadas separam os ions
de acordo com a sua energia. O movimento circular dos fons pode ser obtido pela
Equacao 4, conseqiientemente o raio ¢ diretamente proporcional a energia cinética classica

[DUCATTI 2008], [TIPLER 1999].
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mu?

r:—qE

(4)

A maioria dos instrumento emprega um simples analisador magnético (B) para sep-
arar os diversos feixes i6nicos, correspondente aos diferentes feixes isotopicos (Figura 2,
parte c¢). As particulas carregadas, ao se movimentarem através do campo magnético,
sofrem a ac¢ao da forca magnética (Equagao 2), responsavel pela forga centripeta. Pela
ortogonalidade do campo B, os ions sofrem trajetoria de raio r, expressa pela Equacao 5
[DUCATTT 2008], [TTPLER 1999).

=B (5)

Assim procedendo, cria a condicao de focalizacao pelo momento, ou seja, particulas

r

com a mesma carga ( € mesmo momento movem-se com 0 mesmo raio de curvatura,
enquanto que os demais com diferentes valores definem trajetorias distintas. Torna-

se comum utilizar a Equagao 1, que expressa a diferenca de potencial V' aplicada, e

massa
carga

2Vm
r= | ()

Dessa forma, o fon isotopico de maior massa apresenta maior raio de deflexao.

o campo magnético utilizado (B) para obter a relacao , através da Equacao 6

[HALLYDAY 2003], [TIPLER 1999].

2.3 Meétodo de preparo de amostra e do padrao

No sistema de admissao, os is6topos dos elementos a serem analisados (C, H,O, N, S)
sao introduzidos na forma gasosa (COs, Hy, N3, SO3). O preparo destes gases pode ser
acoplado diretamente ao equipamento (on-line) ou preparado antecipadamente (off-line)
[DUCATTT 2008], [TRAVER et al. 2008].

A instrumentacao basica tem sido continuamente refinada para a analise de uma sim-
ples amostra gasosa. A matriz organica ou inorganica é destruida por diversos métodos,
dependendo do gés necessario para a analise isotopica. No método de preparo off-line, os
procedimentos utilizados para cada amostra exigem rigor e habilidade elevados. Normal-
mente, utiliza-se uma linha de alto vacuo off-line, que consiste de uma bomba mecanica
de duplo estagio, com a qual se obtém o pré-vacuo da ordem de 10~'mbar. Em série,
utiliza-se de uma bomba difusora e trap (armadilha) de nitrogénio liquido, que comple-
mentam o sistema para a obtencao do alto vacuo da ordem de 1072 a 10 3mbar, como
pode ser observado na Figura 3 [DUCATTI 2008|.

Os principais assessorios destas linhas sao: mandémetro de merctrio, trap criogénico
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de gelo seco moido com é&lcool (—96°C') para a retencao de moléculas de HyO e trap
criogénico de nitrogénio liquido (—196°C') para a retencao do C'O,. Fornos de combustao
(950°C) com CuO normalmente sao utilizados na oxidagao da matriz, assim como traps
quimicos sao utilizados para a retencao de impurezas, que potencialmente afetam a anélise
isotopica [DUCATTI 2008|.

Salienta-se que o método do preparo da amostra (secagem, moagem e homogeneizagao)
é tao importante quanto a propria andlise e a interpretacao dos resultados.

Em funcao da necessidade de aumentar o nimero de analises sem a perda da precisao
analitica, exigéncia das areas biologicas, varios espectrometros atuais ja vém acoplados
com acessorios de preparo das amostras. Assim, estes equipamentos possuem método de
preparo on-line que diminui consideravelmente o tempo de preparo da amostra.

Recentemente os métodos de preparo on-line estao sendo realizados no acoplamento
direto do Analisador Elementar (como exemplo de acessorio) com o espectrometro de

massas.

a. focalizagao pela

velocidade

Figura 2: Condicoes de focalizagoes para a separacao das massas dos feixes de ions dos
isotopos pesados (trago) e leves (ponto). Campos elétricos (E) sao designados pelas placas
dos metais carregados (linhas com cargas positivas (+) e negativas (-)) e paralelos a pagina.
Campos magnéticos (B) designados pela letra = sdo orientados perpendicularmente a
pagina (penetrando) [CRISS 1999].
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2.4 Linguagem Analitica

Nas diversas areas cientificas que utilizam os is6topos estéveis dos bioelementos, o
espectrometro de massa fornece duas linguagens analiticas: abundéncia isotopica (dtomos
%) e enriquecimento isotopico relativo (delta per mil) [GROOT 2004|, [DUCATTT 2008].

Na Equagao 7, que define a abundancia ou concentragao isotopica, o simbolo | | pode
indicar o nimero de mols (neste caso Ri identifica-se com a fragdo molar, massa, etc),
e a somatoria é feita sobre todas as espécies isotdpicas presentes. Como exemplo, a
concentracao do carbono-13 na molécula de 3C'O, enriquecida expressa-se pela Equacao
8.

A.
Ry = = 7
24 "
13
atomos%'?*C = | "CO,| 100 (8)

[12C0,] + [BCO,)

Substratos enriquecidos individualmente com 3C, N, 0, 2H, 34S podem ser adquiri-
dos desde baixa a alta concentragao (2 a 99 atomos%), assim como em qualquer composto,
desde as moléculas mais simples como as complexas e em qualquer posicao da estrutura
molecular.

A determinacgao absoluta da razao isotopica, dada pela Equacao 9, limita-se a poucos
estudos isotopicos, com énfase nas medidas dos padroes isotopicos e de interesse geofisico,
geoquimico e hidrologico [DUCATTI 2008|.

Medidor de vacuo
1 Linha de vidro

1
2
1
| &
I 3
: Trap criogénico (-196°C)
1

, 4

| X ﬁ Bomba Difusora {200°C)
|

|

|

|

Acessorios

|-®—®- Bomba Mecénica

Figura 3: Esquema geral da linha de alto vacuo. FONTE: [DUCATTI 2008|.
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A
2 Am

(O maior interesse e o maior nimero das andlises referem-se as determinacoes das

r, =

(9)

diferencas das razoes isotopicas, comparativamente ao do padrao. Este tipo de anélise,
conhecida como analise relativa ou andlise do delta (§), permite precisao da ordem de 0,2
per mil ou menor [GROOT 2004].

As medidas precisas destas diferencas isotopicas requerem tipo especial de espec-
trometro de massas, que apresenta um sistema duplo de entrada (dual inlet system).
Nestes equipamentos, a amostra gasosa é admitida de um lado e o gas padrao do outro lado
do sistema de entrada. Apos equalizarem as pressoes, medidas alternativas (amostra ver-
sus padrao) sao realizadas automaticamente pelo sistema de valvulas de troca ( changeover
valve) [IMARCHINI 1997].

A alta precisao alcangada (< 0,2 per mil) é devido a diversos fatores, dentre eles: a
medida de dois ou trés feixes idnicos de interesse nos coletores (cup Faraday) e a medida
repetitiva (aproximadamente 08 ciclos de repeti¢oes) das razdes isotopicas dos gases, da
amostra e do padrao, durante uma simples anélise. A medida relativa, expressa na termi-
nologia delta (¢), como enriquecimento isotopico relativo, é calculada através da expressao
adimensional demonstrada pela Equacao 10, na qual, r é a razao do is6topo pesado sobre
o isotopo leve (B3C/12C;15 N/MN B O/1°02 H/'H, etc) da amostra e do padrao, respecti-
vamente. Como os valores numéricos das diferencas sao pequenos, costuma-se multiplicar
e dividir a expressdo por 1000, obtendo-se a terminologia em delta per mil [0 per mil
(amostra, padrao)| [MARCHINI 1997].

d(amostra, padrao) = Tamostra —_ Tpadrac (10)

Tpadrao

Normalmente os valores dos deltas sao correlacionados aos padroes isotopicos inter-
nacionais, os quais foram escolhidos arbitrariamente como padroes isotopicos primarios
(0 = Opermil).

Para os isotopos estaveis do hidrogénio, o padrao internacional é o Vienna Stan-
dard Mean Ocean Water, abreviadamente V-SMOW, cujas razoes isotOpicas absolutas es-
tao explicitas na Tabela 4. Para os isotopos estaveis do nitrogénio, o padrao aceito
¢ o ar atmosférico, no qual é considerada uma mistura isotopica homogénea dos gases
da superficie terrestre. Para os is6topos estaveis do carbono, o padrao é o Cretaceous
carbonate fossil Bellemnitella americana, da formagao Peedee da Carolina do Sul/USA,
abreviadamente V-PDB. Para os isotopos estaveis do enxofre, o padrao considerado é o
mineral troilita do meteorito Canon Diable, abreviadamente CDT. Conforme Tabela 4, os
padroes isotopicos do oxigénio podem ser o V-PDB ou V-SMOW, dependendo da sua aplicacao

[MARCHINI 1997).
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Tabela 4: Padroes isotopicos primérios (6 — 0 per mil). Razao isotopica absoluta dos

padroes internacionais.

Vienna standard mean ocean water; (V-SMOW)
2H/'H = 0,00015576
B0 /10 = 0,00200520
170/160 = 0,0003730

Peedee Belemnitella; (V - PDB)
BC/120 =0,0112372
180/160 = 0,0020671
170 /160 = 0,0003790

Nitrogénio Atmostérico; (Noatm)

BN/MUN = 0,0036765

Cafion Diable Meteorite Troilite; (CDT)
318/328 = 0,0450045
335/328 = 0,0081000

FONTE: [DUCATTI 2008|.

2.5 Turnover

Os constituintes corporais encontram-se em estado dinamico, sendo continuamente
formados e utilizados para diferentes propositos. Esse processo é geralmente chamado
turnover. Todas as substancias do corpo sejam elas metabolitos organicos ou inorganicos,
estao sujeitas ao turnover [ RODWELL 1990|, [DUCATTI, CARRIJO e PEZZATO 2002].

Em um homem adulto saudavel, a taxa diaria de renovacao normal das proteinas
representa 1 a 2% do total das proteinas corporais. Essa renovacao resulta predominan-
temente da degradacdo de proteinas musculares a aminoacidos. Em torno de 75 a 80%
dos aminoécidos liberados da degradacao protéica tecidual sao reutilizados para sintese de
novas proteinas, e o restante é metabolizado a nitrogénio, glicose, e/ou diéxido de carbono
[RODWELL 1990].

A aplicacao futura de metodologias envolvendo variacao natural da abundancia de
isotopos estaveis em estudos de nutricao e fisiologia animal deve ser estimulada em funcao
de vantagens sanitarias, ambientais e economicas, bem como pela possibilidade de de-
senvolvimento de novos modelos que contemplem detalhes das taxas de aquisicao, sin-

tese, degradagao e destino dos nutrientes nos diversos tecidos animais [RODWELL 1990],
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[DUCATTI, CARRIJO e PEZZATO 2002].

3 Aplicagoes de Is6topos Estaveis

Uma das aplicagoes mais importantes relaciona-se com anélises organicas, como, por
exemplo, na determinacao do peso molecular, a partir de quantidades diminutas do anal-
isado, sempre que for necesséario elucidar a estrutura quimica do composto alvo. Este
método tornou-se importante na deteccao de concentracoes tracadoras de compostos
organicos no sangue, urina, gas expirado e outros fluidos biologicos. Ele pode fornecer in-
formacoes, relacionando o diagnostico de doencas e contribuindo com o seu entendimento
patofisiologico.

As aplicacoes na saude incluem o diagnostico de doencas que alteram o metabolismo
de Aacidos organicos, como, por exemplo, os aminoécidos, e, simultanemente, anéalises
multicomportamentais, que se mostraram tteis na identificacao de vias metabolicas anor-
mais (estudo do metabolismo protéico, de hidratos de carbonos e de lipideos). Assim,
sao passiveis de serem estudados os acidos organicos, como, por exemplo, os acidos
metilmalonico (aciduria metilmalonica) e fenilacético (fenilcetontiria); acidos graxos de
cadeia curta; compostos organicos volateis, como as cetonas e aldeidos; polidis; aminas;
prostaglandinas; esterdides; acidos biliares; constituintes dos acidos nucléicos e aminoéci-
dos.

Nos pacientes urémicos, por meio de espectrometria de massa, é possivel demonstrar,
no sangue, por exemplo, a presenca de acidos organicos, como o acido eritronico, acido 2-
deoxieritropentonico, acido tartarico, acido glicérico, acido 2-metilglicérico, acido vanilico,
compostos volateis, fendis, polidis e esterdides. Nos pacientes diabéticos, por exemplo, no
soro e/ou urina, acidos organicos, acido succinico, acido adipico, acido lactico, acido 2-
cetobutirico, acido 3-hidroxyoctanedicarboxilico, compostos volateis, 1-etanol, 1-octanol,
demetiletilpirazina.

Na doenca de Parkinson, por exemplo, estudo do metabolismo do 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina, da 1,2,3,4-tetrahidroisoquinoline, da I.-Dopa e das catecolami-
nas.

Nas doencas hepéaticas, por exemplo, metabolismo dos acidos biliares e do colesterol,
nos erros inatos do metabolismo, além do estudo de possiveis toxinas relacionadas com a
encefalopatia hepatica.

Uma das aplicacoes que elucida o poder analitico do uso de is6topos estaveis, esta
diretamente relacionada com a medida de tempo de transito intestinal e no diagnoéstico
da infecao por Helicobacter pylori, que esta presente no estomago da maioria dos pacientes
portadores tlcera duodenal.

Esta aplicacao foi apresentada no Brasil através do Laboratério de Espectrometria de
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Massa do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.

Para seu diagnostico sao utilizados: técnicas de histopatologia, o teste da urease e
testes respiratorios (UBT) com uréia marcada com o is6topo radioativo (1*C') ou do estével
(13C)_

Este trabalho teve por objetivos: 1) realizar o UBT como procedimento diagnostico
da presenga de Helicobacter pylori utilizando is6topo estavel; 2) comparar os resultados
com os obtidos por meio da urease, histopatologia (considerados padrao-ouro) e UBT com
M4 uréia. Foram avaliados 54 pacientes com idades entre 30 e 55, sendo 25 mulheres.

Neste estudo, o UBT com 3C-uréia foi pratico, adequado, de facil execucao e inécuo,
recomendando este procedimento diagnostico na suspeita da presenca do Helicobacter
pylori em adultos e criancgas, independente do sexo ou condicao fisiopatologica.

Além do Laboratorio de Espectrometria de Massa do Departamento de Clinica Médica
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, o Centro de Is6topos Ambientais da UN-
ESP de Botucatu, possui toda a infra-estrutura basica necessaria para a realizacao de
testes como esse, além de profissionais com grande experiéncia no trabalho com animais e

pesquisadores diretamente ligados a trabalhos com humanos no campus que esta inserido.
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