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1. RESUMO

O projeto de pesquisa para a obtencdo do titulo de Mestre em Biotecnologia,
desenvolvido no Centro de Isétopos Estaveis “Prof. Dr. Carlos Ducatti”, visou adequar
um método de destilacdo criogénica a vacuo a espectrometria de massas de razdo
isotopica por decomposicdo sob alta temperatura (HTC-IRMS, do inglés High
Temperature Conversion - Isotope Ratio Mass Spectrometry), utilizada na metodologia
da 4gua duplamente marcada, para determinar a necessidade energética (em kcal d™) de
individuos. Os resultados mostraram que o método de destilacdo criogénica a vacuo é
adequado para extrair 1,5 mL de dgua de amostras de urina, sem causar fracionamento
isotopico, em 32min e 32s; além disso, mostraram que alguns cuidados, como o
planejamento da ordem das andlises do experimento de &gua duplamente marcada,
devem ser adotados visando atenuar o efeito de memdria. Concluimos que a utilizacéo
do método de destilacdo para o preparo das amostras de urina, em conjunto com um
protocolo especifico de anélises em espectrdbmetro de massa, garante um menor efeito

de memodria na técnica HTC-IRMS.

Palavras-chave: is6topos estaveis; deutério; oxigénio-18; pirolise.
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2. INTRODUCAO

O interesse em avaliar a composi¢do de isotopos estaveis de amostras de urina
estd na aplicacdo da metodologia da agua duplamente marcada, considerada “padrao
ouro” na determinagdo do gasto energético total de individuos (BURROWS et al.,
2010).

A metodologia envolve a ingestdo, pelo individuo, de dois compostos
enriquecidos, ou tracadores: agua deuterada (*H,O) e 4gua rica em oxigénio-18 (H,'%0).
Os tracadores sdo misturados em doses extremamente precisas, de acordo com a &gua
corporal total do individuo para avaliar seu gasto energético total (IAEA, 2009).

Apesar de conceitualmente simples, a metodologia de agua duplamente marcada
possui variadas técnicas de analise da razdo isotopica da agua, entre as quais, as mais
utilizadas sdo: espectroscopia de infravermelho (FTIR, do inglés Fourier Transform
InfraRed) e de cavidade (CRDS, do inglés Cavity Ring-Down Spectroscopy), e a
espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS, do inglés Isotope Ratio Mass
Spectrometry) (IAEA, 2009). A IRMS ¢ a técnica mais versatil para analise de is6topos
estaveis. Devido ao fato de a IRMS analisar apenas gases, os diferentes espectrdmetros
de massa podem ser classificados em duas formas de preparo desses gases.

O preparo pode ser off-line, ou seja, os gases sdo gerados externamente ao
equipamento de IRMS, e.g. preparo por reducdo por zinco ou preparo por equilibrio
(IAEA, 2009). Além disso, o preparo pode ser feito on-line, onde os gases sdo gerados
no proprio sistema de IRMS de fluxo continuo, e.g. reducdo por cromo ou pelo método
de “pirolise”.

A técnica de “pirolise”, ou de decomposigdo sob alta temperatura (HTC-IRMS), €
baseada na reacdo de Schiitze-Unterzaucher, que ocorre com a agua na presenca de

carbono a temperaturas elevadas.
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Porém, as amostras obtidas na metodologia de agua duplamente marcada sdo,
geralmente, de urina. Portanto, na HTC-IRMS € necessario trata-las para a obtencéo da
dgua pura da urina (PIPER et al., 2014). Esse tratamento evita que moléculas
provenientes da fase sélida afetem a analise isotopica de forma desconhecida, além de
prevenir problemas de ordem prética, como o0 entupimento da seringa de injecdo ou a
contaminagdo do sistema interno do equipamento (GUIDOTTI et al., 2013). O método
convencional de extracdo da agua de compostos para analise de is6topos estaveis é a
destilacdo (ORLOWSKI et al., 2013). Um método de destilacao especifico, utilizado na
area de hidrologia, € a destilacdo criogénica a vacuo, que pode ser adaptado a extracdo
da agua de amostras de urina (GUIDOTTI et al., 2013).

Devido a alta sensibilidade de deteccdo do sistema de IRMS e a ampla variacao
nos valores de enriquecimento das amostras, os resultados estdo sujeitos a alteracfes
isotdpicas, descritas como efeito de memoria (HORITA & KENDALL, 2004). As
causas desse efeito devem estar relacionadas as caracteristicas fisicas e quimicas da
agua, que a tornam uma molécula de facil adsorcdo (MORSE et al., 1993).

A HTC-IRMS ¢ vantajosa devido ao seu nivel de automatizacdo, que requer
poucas manipulacdes nas amostras antes de serem analisadas. Porém, ainda ndo ha
consenso de como conduzir as andlises, principalmente, como proceder com a extragao
da agua da urina e como evitar o efeito de memoria.

Nesse trabalho, o objetivo foi de validar a utilizacdo de um método especifico de
destilacdo criogénica a vacuo para extrair a agua de amostras de urina para analises de
razdo isotopica de agua duplamente marcada por HTC-IRMS. Além disso, determinar

um protocolo de rotina para essas analises de forma a atenuar o efeito de memdria.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Is6topos estaveis

Para se entender a visdo geral dos is6topos estaveis, é necessaria a compreensao
do modelo atémico proposto por Niels Bohr em 1913, que é o mais aproximado do
modelo quantico mecénico, porém, mais simples (TIPLER & LLEWELLYN, 2010). O
modelo postulado por Bohr prevé a mobilidade do elétron, separadamente do nucleo
positivo, em Orbitas circulares estaveis chamadas de estados estacionarios. Nesse
modelo, o ndcleo € composto de protons e néutrons e confere massa ao atomo, enquanto
a regido que compreende os elétrons € chamada eletrosfera.

A massa atdbmica (A) € a soma das quantidades de prétons (Z) e néutrons (N), ou
seja, A=Z + N (TIPLER & LLEWELLYN, 2010). A partir disso, é possivel definir
isGtopos: sdo a&tomos que apresentam 0 mesmo numero de prétons e diferentes numeros
de néutrons, portanto, massas atdOmicas diferentes. Por isso, as eventuais diferencas
serdo muito menores em relacdo as observaveis entre elementos distintos, mesmo
quando pertencentes a um mesmo grupo quimico. Os is6topos podem ser radioativos ou
estaveis — que ndo emitem radiacdo (SHARP, 2007). A notacdo usual para o is6topo de
um elemento quimico (X) é X (TIPLER & LLEWELLYN, 2010).

A diferenca em suas massas torna possivel a quantificacdo dos is6topos de
determinada amostra a partir de técnicas especificas, principalmente, a IRMS (WOLFE
& CHINKES, 2005). Em termos de matéria organica, os elementos quimicos
predominantes sdo o carbono, o hidrogénio, o oxigénio e o nitrogénio (CHON), e seus
istopos ocorrem naturalmente. A abundancia dos isétopos estaveis destes pode ser

observada na Tabela 1 (PRESTON, 1992).
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Tabela 1. Abundancias naturais dos isotopos estaveis dos elementos C, H, O e N.

Elemento quimico Isétopo estavel Abundancia (4&tomos %)
o ™H 99,9844
Hidrogénio ) .
H (deutério) 0,0156
e 98,8890
Carbono 13
C 1,1110
o i\ 99,6340
Nitrogénio 15
N 0,3660
0 99,7628
Oxigénio 0 0,0372
%0 0,2000

O interesse em isdtopos estaveis prevalece sobre os radioativos devido a sua
inocuidade, fato que permite a aplicacdo em grupos de risco, como idosos e recém-
nascidos (IAEA, 2009). Além das analises de abundancia natural, surgiram aplicaces
do conceito de is6topos relativamente enriquecidos, ou tracadores. A utilizacdo de um
tragador isotdpico consiste, primariamente, na marcacdo de uma molécula, ou
composto, através da adicdo de um is6topo menos abundante para torna-la enriquecida
em relacdo a abundancia natural (WOLFE & CHINKES, 2005). Pode-se exemplificar
tal marcacdo com a producdo de 2H,O através de destilacdo fracionada (MILLER,
2001), disponivel comercialmente em concentracdes de até 99 atomos % (FERRIOLLI,

2006).

3.2. Agua duplamente marcada

A metodologia de agua duplamente marcada foi idealizada no inicio da década de
1950 por Lifson e colaboradores, em dois experimentos. No primeiro, verificaram o
rapido equilibrio entre as moléculas de oxigénio presentes na dgua corporal e no dioxido

de carbono produzido na respiracdo (CO, respiratério) (LIFSON et al., 1949). No
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segundo, utilizaram agua enriquecida com os isétopos pesados de hidrogénio e oxigénio
(®H e 80, respectivamente) para calcular a producdo de CO, em ratos (LIFSON et al.,
1955).

Porém, apesar de ser promissora, a metodologia perdeu espaco no cenario
cientifico devido a falta de sensibilidade e acuracia dos equipamentos da época, que
necessitavam de um alto grau de enriquecimento para a deteccdo correta do tragador,
tornando a técnica inviavel economicamente (IDECG WORKING GROUP, 1990).
Entdo, em meados da década de 1970, com o avanco tecnoldgico foi possivel retomar as
pesquisas utilizando isétopos estaveis como tragadores metabélicos in vivo (WOLFE &
CHINKES, 2005). A partir disso, surgiram inimeros estudos com &gua duplamente
marcada. Primeiro com animais (NAGY, 1980; WILLIAMS & NAGY, 1984,
SPEAKMAN & RACEY, 1988) e, logo em seguida, com humanos (PRENTICE, 1985;
SCHOELLER, 1988). Sua utilizacdo se estendeu até os dias de hoje (PIPER et al.,
2014; PONTZER et al., 2016; SAGAYAMA et al., 2016) e, apesar de ser
constantemente aprimorada, a metodologia possui conceitos basicos bem estabelecidos.

Basicamente, a metodologia consiste em enriquecer a dgua corporal com uma
dose Gnica de 4gua marcada com °H e 20 e, entéo, determinar a cinética de eliminacio
dos isOtopos estaveis dos dois elementos a medida que suas concentracdes se
reaproximem da abundancia natural (IAEA, 2009). Isso é possivel porque a agua
enriquecida se equilibra rapidamente com a agua corporal. Além disso, pelo fato de o
organismo apresentar um equilibrio dindmico, onde, apesar das constantes trocas, a
concentracdo de agua permanece constante em condi¢Ges saudaveis (FERRIOLLI,
2006).

A necessidade de se utilizar ambos os isotopos na aplicacdo da metodologia é

justificada pelo fato de que o hidrogénio é eliminado exclusivamente na forma de agua,
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enquanto o oxigénio é eliminado, também, na forma de CO, respiratério (IDECG
WORKING GROUP, 1990). Isso ocorre porque, fisiologicamente, o oxigénio da agua
corporal estd em constante equilibrio com o CO, respiratorio (LIFSON et al., 1949). Tal
equilibrio se inicia no ciclo do &cido citrico, onde ha insercdo de agua nas moléculas
provenientes da glicose para possibilitar a formacao de ions H* e gas CO, (NELSON &
COX, 2013). Porém, é na corrente sanguinea que a troca atinge seu &pice, onde a gua
reage com o CO, produzido na respiracdo celular formando acido carbénico por meio
da acdo da enzima anidrase carbdnica, que catalisa o seguinte equilibrio (IDECG

WORKING GROUP, 1990; WOLFE & CHINKES, 2005):

anidrase carbOnica

H2180 + C02 ——— H2C1803

Portanto, a taxa de troca (ou turnover) do *®O ser4 maior em relacdo a do °H
(IDECG WORKING GROUP, 1990; IAEA, 2009). Isso pode ser matematicamente
descrito, considerando um Unico pool de agua corporal, pelas equacdes (WOLFE &

CHINKES, 2005):

rH,0 =k, -N (1)

rH,0+2rCO, =k, -N (@)

Onde rH,0 e rCO, sdo, respectivamente, as taxas de perda de dgua e de producéo
de diéxido de carbono. ki e ko sd0 as taxas de troca do ?H e do 20, respectivamente. E
N é o numero de moléculas de agua no corpo, ou seja, 0 tamanho do pool de agua
corporal (WOLFE & CHINKES, 2005). Substituindo (1) em (2), é possivel obter a taxa

de producéo de CO,, denotada por:
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rco, =—-(k, —k, ) ©)

N
2

Portanto, a diferenca entre as taxas de eliminacdo do 0 e do ’H resulta na
producdo de CO,. Porém, para relacionar a producdo de CO, com o gasto energético
total, devem ser levados em consideracdo outros fatores: a diferenga no espaco de
diluicdo entre hidrogénio e oxigénio em relacdo a agua corporal, e a ocorréncia de
fracionamentos isotopicos no processo de evaporacdo (perda de &gua na forma de
vapor), que afeta ambas as concentracdes relativas de *H e '®0, e no processo de
equilibrio entre 4gua e CO, respiratrio, que afeta apenas a concentracdo relativa de 20

(WOLFE & CHINKES, 2005).

3.3. Gasto energgético total (GET)
O célculo do gasto energético total (GET), em quilocalorias por dia (kcal d), é

feito, a partir de rCO, (L d™), pela equacdo de DeWeir (WOLFE & CHINKES, 2005):

rco,

GET =39- = +111-rCO, 4)

Onde QR € o quociente respiratério (WOLFE & CHINKES, 2005), determinado
pela razdo entre CO, produzido e O, consumido (IOM, 2005), e esta relacionado ao
quociente alimentar (BLACK et al., 1986). O valor de QR esta usualmente entre 0,85 e

0,86, porém, deve-se considerar um valor representativo da dieta local (IAEA, 2009).
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3.4. Destilagao

A extracdo da &gua da urina é indispensavel as amostras que serdo inseridas no
reator de “pirolise”. Entre 0os meios de extracdo mais utilizados estdo a filtragem
(SAGAYAMA et al., 2016) e a destilacdo (GUIDOTTI et al., 2013; MOREHEN et al.,
2016). A destilacdo consiste na evaporacao da fase liquida (volatil) de uma mistura e a
posterior condensacdo da mesma em um coletor (ATKINS & JONES, 2010;
VALANIDES, 2000). Sua utilizagdo no preparo de amostras para analise isotopica ja é
adotada, além da urina, em amostras de vinho, para fins de rastreabilidade (DUTRA et
al., 2011). Porém, essa pratica teve inicio na area de hidrologia (ORLOWSKI et al.,
2013), e é onde seu uso é mais disseminado.

Em hidrologia, alguns dos metodos de destilagdo existentes sdo: destilagdo
criogénica a vacuo (GOEBEL & LASCANO, 2012), por fluxo de hélio (IGNATEV et
al., 2013) e destilacdo azeotropica utilizando tolueno (INGRAHAM & SHADEL,
1992). A importancia dos estudos realizados com tais métodos estd em avaliar os
parametros envolvidos no processo de extracdo (e.g. tempo Otimo do processo,
existéncia de fracionamento isotopico), o que permite a comparacao entre 0S mesmos.

Em se tratando de amostras de urina, 0 método que prevalece é a destilacdo
criogénica a vacuo (GUIDOTTI et al., 2013; MOREHEN et al., 2016). Com sua
crescente utilizacdo surgiram diversos aparatos e procedimentos. Porém, nessa area, ela
permanece pouco estudada. Por isso, se faz necessario testar se 0 método é adequado a
extracdo de amostras dessa natureza, além de determinar os parametros envolvidos,

especificamente.
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3.5. HTC-IRMS

A reacdo de Schutze-Unterzaucher esta descrita como (DE GROOT, 2009):

H,0+C — CO+H,

Essa reacdo ocorre no interior do reator de “pir6lise” localizado no analisador
elementar de um sistema IRMS de fluxo continuo (Figura 1). O reator consiste de um
tubo revestido internamente de carbono vitrificado com uma camada externa de 6xido
de aluminio (Figura 2). Para a agua reagir com o carbono do tubo é necessaria uma

temperatura superior a 1400 °C (DE GROOT, 2009).

Figura 1. Espectrometro de massa de razao isotdpica de decomposicao sob alta

temperatura.
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Figura 2. Esquema do reator de “pir6lise”. Adaptado de [DE GROOT, 2009].

Apdbs serem extraidas, as amostras de agua resultantes sdo inseridas no reator de
“pirélise”, onde se tornam gas hidrogénio (H,) e mondxido de carbono (CO), que serdo
analisados no espectrometro de massa (DE GROOT, 2009). No espectrometro, 0s gases
sdo ionizados por uma fonte de elétrons, sendo, em seguida, separados em feixes de ions
pela acdo de campos elétrico e magnético de acordo com sua relacdo carga/massa
(BARRIE & PROSSER, 1996). Entdo, as concentracfes das moléculas de diferentes
carga/massa sdo determinadas pelas correntes elétricas geradas pelos feixes ibnicos.

As concentracGes das moléculas determinadas no espectrometro de massa sao
processadas por software especifico para gerar valores de razdo isotopica que serdo
normalizados em enriquecimento relativo isotépico de hidrogénio (6°H) e de oxigénio

(5'20) pela relagdo (FRITZ & FONTES, 1980; SHARP, 2007):
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5’*X(a,std)=w ®)

std

Onde X é o is6topo mais pesado do elemento em questdo (especificamente, 2H e
180), e Ra ¢ a razdo isotépica H/*H ou **0/**0 da amostra em relacéo a razdo isotopica
do padrdo internacional Ry (SHARP, 2007). O valor obtido € multiplicado por mil e
expresso em partes per mil (%o). A normalizacdo dos dados em relagdo ao padrao, com
valor arbitrariamente definido em 0,0%., € importante para comparagOes inter-
laboratoriais (NELSON, 2000). Os padrdes internacionais utilizados para analises de
hidrogénio e oxigénio sdo 0 VSMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water) e o SLAP
(Standard Light Antartic Preciptation).

Os resultados de 6°H e 6'®0 obtidos experimentalmente ao longo do tempo sdo
utilizados para se determinar o turnover de ambos os isétopos (*H e **0) e o tamanho
do pool de agua corporal, que serdo relacionados com a taxa de producdo de CO,

(WOLFE & CHINKES, 2005).

3.6. Efeito de memoria

O efeito de memdria (em inglés, sample-to-sample memory) é a variacdo na
analise de uma amostra causada por contaminantes remanescentes de analises anteriores
(HORITA & KENDALL, 2004). Quaisquer analises de amostras de dgua sdo propensas
a esse tipo de efeito (MORSE et al., 1993), porém, as analises realizadas em reator de
“pirdlise” sdo conhecidas por sofrer de grande efeito de memoria (GUIDOTTI et al.,
2013).

Sabe-se que esse efeito ndo tem origem em uma Unica entidade, mas é causado
por diversos pools (GUIDOTTI et al., 2013), por isso a dificuldade em lidar com ele.

Para evita-lo sdo utilizados métodos matematicos de correcdo (IAEA, 2009) e,
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principalmente, alguns cuidados sdo tomados no protocolo de analises, como a lavagem

da seringa de injecdo e 0 emprego de multiplas repeticdes na anélise da mesma amostra,

descartando as analises iniciais (GUIDOTTI et al., 2013).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

Para avaliar se 0 método de destilacdo criogénica a vacuo é adequado a extracdo

da agua de amostras de urina foi necessario realizar sua validagcdo. Para tanto,

realizamos cinco experimentos, descritos na Tabela 2. Ap6s sua validagdo, aplicamos o

método na analise de amostras de agua duplamente marcada, visando avaliar o efeito de

memoria relacionado a técnica HTC-IRMS. Dessa forma, foi possivel atestar a

aplicabilidade da técnica na metodologia de dgua duplamente marcada em amostras de

urina.

Tabela 2. Descricao dos experimentos de validacdo do método de destilacdo.

Exp. Descricdo Amostra (N) Volume por amostra
#1 Eficéacia do processo de AT (6), AT destilada (6) 10,0 mL

separacao AM (6), AM destilada (6)
#2  Adequacdo a analise AT (15) 1,5mL

isotopica AT destilada (15)
#3  Contaminacéo cruzada AT (5) 1,5mL

AE (5)

#4  Contaminacdo na unidade AT (20) 1,5mL

de destilacédo
#5 Efeito do tempo de extracdo  Urina (10) 1,5mL

AT = 4gua de torneira; AM = agua mineral comercial; AE = agua enriquecida.
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4.2. Método de destilacdo criogénica a vacuo

O aparato de destilagdo é um sistema fisico fechado e fixo em estrutura metélica,
em forma de grade, sobre uma bancada moével (Figura 3). Esse sistema, controlado por
valvulas, possui uma bomba mecénica, uma bomba difusora, duas flautas de vidro (em

paralelo entre si) e um cilindro de gas nitrogénio (N,) ultrapuro (Figura 4), conectados

em série através de capilares de vidro ou de silicone com didmetro (¢) =9 mm.

Figura 3. Aparato de destilagdo criogénica a vacuo.
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Figura 4. Desenho esquematico do aparato de destilacdo criogénica a vacuo. 1- Bomba
mecanica; 2- bomba difusora; 3- medidor de pressdo “Edwards APG-M-NW16”’; 4-
flautas de vidro; 5- cilindro de N ultrapuro; 6- baldo volumétrico contendo a amostra
ndo destilada; 7- frasco coletor; 8- nitrogénio liquido (-196 °C).

4.2.1. Descricdo do aparato de destilagéo criogénica a vacuo

Bomba Mecanica “Edwards E2M5 high vacuum pump” — bomba mecanica de
dois estagios (Figura 5) que atua no sistema de destilacdo como bomba de baixo vacuo
(ou pré-vacuo), ou seja, ela comega a operar a pressdo atmosférica para produzir no
sistema um vécuo de 107 mbar (O’HANLON, 2003). Portanto, acionamos essa bomba
antes do inicio do processo de destilacdo, quando as valvulas dos bocais das flautas de
vidro estdo fechadas. Porém, quando abertas as valvulas, € necessario o acionamento

conjunto com a bomba difusora.
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Figura 5. Bomba mecéanica utilizada na Figura 6. Bomba difusora utilizada na

destilacéo. destilacéo.

Bomba Difusora “Edwards EO50/60 diffusion pump” — bomba de difusdo
refrigerada a ar (Figura 6) que é responsavel por manter a pressdo em 10 mbar apds o
inicio do processo de destilacdo. Essa bomba atua como bomba de alto vacuo, sendo
capaz de trabalhar em pressbes inferiores a 1,0 mbar (segundo especificacdes do
fabricante). Por isso, seu acionamento ocorre apds o estabelecimento do pré-vacuo,
sucedido pela abertura das valvulas dos bocais que serdo utilizados. Em paralelo ao
estabelecimento do vacuo no sistema, montamos as unidades de destilacdo nos bocais
das flautas de vidro.

Flautas de vidro — tubos de vidro com conexdes. Cada flauta contém cinco
bocais (Figura 7). Os bocais tém saida dupla para o acoplamento simultaneo, atravées de
acopladores de politetrafluoretileno (teflon), dos componentes das unidades de

destilacéo.

26



Figura 7. Flauta de vidro com seus cinco bocais.

Unidade de destilacdo — composta de um tubo coletor e um baldo volumeétrico,
fixos nos bocais das flautas de vidro (Figura 8), arranjados de forma que a fase liquida
da amostra (contida no baldo volumétrico), ao evaporar, passa necessariamente por
dentro do tubo coletor, que fica envolto em nitrogénio liquido (Figura 9). Apds
estabelecer o vacuo no sistema e concluir a montagem das unidades de destilacéo,

abrimos as valvulas dos bocais, iniciando o processo de destilacao.

Figura 9. Destilagdo criogénica a

dupla de um bocal da flauta com o frasco coletor cria uma armadilha
acopladores de teflon. As unidades criogénica.

possuem valvulas individuais.
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No processo, a fase liquida da amostra evapora devido a baixa pressdo do sistema.
O vapor formado percorre o capilar de vidro até sublimar na armadilha criogénica de
nitrogénio liquido. Decorrido o tempo do processo, fechamos as valvulas dos bocais,
removemos o nitrogénio liquido (para o descongelamento das amostras resultantes) e
permitimos a passagem momentanea de N, ultrapuro.

Cilindro de Ny ultrapuro — contém gas nitrogénio com 99,999% de pureza
(Figura 10). A valvula desse cilindro é ativada momentaneamente, antes da quebra do
Vécuo, para que 0 gas ultrapuro remova quaisquer impurezas restantes no sistema. Essa
pratica evita contaminagdes que devem refletir na andlise das amostras por IRMS
(ORLOWSKI et al., 2013). Essas amostras séo, entéo, colocadas em frascos contendo
tampas com septo (Figura 11), que permitem a entrada da seringa de injecdo do sistema

de IRMS, e armazenadas em temperatura de 5,0 °C até a anélise.

Figura 10. Cilindro contendo gés Figura 11. Frascos contendo tampas

nitrogénio ultrapuro. com septo.
4.3. Validacao da destilacao
Experimento #1, eficacia do processo de destilagdo — Medimos a condutividade
elétrica (uS cm™), a 25 °C, de seis amostras destiladas de 4gua de torneira (AT) e seis
de agua mineral comercial (AM); e seis ndo destiladas de AT e seis de AM. Para efetuar

a medicdo com condutivimetro “Marconi CA 150” foram necessarios 10 mL de cada
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amostra. Comparamos o0s valores de condutividade elétrica pelo teste t de Student com
intervalo de confianca de 95%.

Experimento #2, adequacdo a analise isotopica — Comparamos os valores de
enriquecimento relativo isotépico de hidrogénio (6°H; Eq. 5) e de oxigénio (5*20) entre
15 amostras destiladas e 15 ndo destiladas de AT para verificar se a destilacdo causa
fracionamento isotopico nas amostras. Nesse experimento, a amostra liquida foi inserida
no reator de “pirdlise” do analisador elementar modelo “FLASH 2000 — Automatic
Elemental Analyzer” por amostrador automatico em forma de seringa. Os gases gerados
no reator (H, e CO) foram, entdo, separados por cromatografia gasosa e introduzidos,
via “CONFLO IV, em espectrometro de massa de razdo isotdpica modelo “DELTA V
ADVANTAGE”. Foram realizadas oito repeti¢cGes de analise para cada amostra e as trés
primeiras foram descartadas. Comparamos os valores obtidos, em %o (Eq. 5), pelo teste t
de Student com intervalo de confianca de 95%.

O erro analitico, relacionado a precisdo da técnica HTC-IRMS, foi de 5,00%o €
1,00%o para 6°H e 6'20, respectivamente. Em relagdo & acurécia, a curva de calibragdo é
ajustada utilizando dois padrdes-de-trabalho, calibrados, de forma indireta, a partir dos
padrdes internacionais (FERRIOLLI, 2006): uma agua ndo enriquecida (6°H = -109,86
+5,00 %o e 080 = -7,01 + 1,00 %o) e uma agua enriquecida (6°H = 1677,00 + 5,00 %o e
680 = 47,97 + 1,00 %o). Esses padrdes sdo reanalisados a cada 20 amostras analisadas
no equipamento.

Experimento #3, contaminagdo cruzada — Destilamos simultaneamente cinco
amostras de AT e cinco de 4gua enriquecida em deutério (AE) com valores de §°H
previamente conhecidos (6°Har = -109,86 + 5,00 %o e 0°Hae = 380,06 + 5,00 %o). As
amostras foram arranjadas de forma intercalada nos bocais do aparato de destilacéo,

visando testar se as unidades de destilagdo sdo independentes, ou seja, se ndo ha
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contaminagdo cruzada entre amostras destiladas simultaneamente. Para esse teste,
avaliamos o 6°H das amostras destiladas, de forma analoga ao experimento #2.
Utilizamos o teste t de Student, com intervalo de confianca de 95%, para verificar a
relagdo entre o enriquecimento relativo isotopico de amostras com diferentes graus de
enriquecimento, e o teste Z (normal-padréo) com intervalo de confianca de 95% para
comparar os resultados obtidos experimentalmente com os valores preditos.

Experimento #4, contaminagcdo na unidade de destilacdo — Destilamos em
sequéncia no mesmo aparato, utilizando todas as dez unidades de destilacdo do aparato:
dez amostras de agua de torneira (AT:), dez de &gua enriquecida (5'0 = 3188,29 +
87,92 %o) e, novamente, dez de agua de torneira (AT, da mesma fonte que AT;). Nesse
experimento, analisamos o ¢'°0, analogamente ao experimento #2, das amostras
destiladas anterior e posteriormente a destilagdo da &gua enriquecida. Dessa forma,
verificamos se ha contaminacdo em uma mesma unidade de destilacdo, pois por serem
da mesma fonte, os valores de 5*°0 obtidos para AT, devem estar correlacionados com
0s obtidos para AT;. Avaliamos essa correlacdo pelo teste t de Student com intervalo de
confianca de 95%.

Experimento #5, efeito do tempo de extracdo — Realizamos um experimento de
desempenho visando determinar o tempo minimo necessario ao processo de destilacdo
que elimina o fracionamento isotdépico em amostras de urina. Para tanto, utilizamos dez
amostras de urina ndo enriquecida de uma paciente inserida em outra pesquisa de nosso
grupo (Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa n° 306.538).
Destilamos 1,5 mL de cada amostra por 10, 15, 20 e 25 min e, entdo, submetemos as
amostras destiladas a analise do 0, analogamente ao experimento #2. Os resultados
obtidos, em %o (Eq. 5), foram representados graficamente em funcdo do tempo de

destilacéo e, entdo, realizamos um ajuste exponencial de 12 ordem visando determinar o
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tempo 6timo de destilagcdo para 1,5 mL de urina. O ajuste seguiu conforme a equacao

(CRISS, 1999)
5°0(t) = 50, +(5°0, - 50, )-e ™ ©)

Onde t é o tempo (min) e k é o turnover (min™) do 20, e os indices i e f indicam,
respectivamente, o tempo inicial e o final no equilibrio. Entdo, estabelecemos, a partir
de k, o tempo necessario para se destilar 95% e 99% do contetdo de &gua. Para tanto,

utilizamos a equacdo (DUCATTI et al., 2016):

t:(—ki]-ln@—F) )

X

Onde ky € o turnover do is6topo pesado do elemento x e F é definido como a
varidvel de progresso da reacdo, ou seja, representa a fracdo que se aproxima do

equilibrio.

4.4. Avaliacdo do efeito de memoria

Para essa etapa, foram utilizadas amostras de urina de 20 pacientes mulheres
obesas morbidas (Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa n°
306.538). Cada paciente havia ingerido uma dose contendo 2 g/kg de agua corporal de
H,'®0 (10,8 atom%) e 0,12 g/kg de &gua corporal de *H,O (99,8 atom%). Foram
coletadas 15 amostras, sendo uma pré-dose (basal) e as outras, uma por dia, pelos 14
dias que sucederam a ingestéo da dose.

Submetemos as amostras dos dias 1, 2, 3, 6, 9, 10, 12, 13 e 14 (d1, d2, d3, etc.), e
a basal (totalizando 10 amostras por paciente) a destilacdo criogénica a vacuo e
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analisamos por HTC-IRMS, analogamente ao Experimento #2. Porém, o total de 200
amostras foi analisado em dois protocolos de rotina diferentes, para verificar o efeito de
memoria atribuido a cada protocolo. Teoricamente, o efeito de memodria é evitado
quando os valores de enriquecimento das amostras atingem o plateau de
reprodutibilidade, ou seja, o desvio padréo entre as repeti¢des serd minimo (HORITA &
KENDALL, 2004).

Protocolo #1 — Nesse protocolo, as analises foram feitas para cada paciente de
forma sequencial, ou seja, na ordem cronoldgica de coleta no experimento, com oito
repetices de analise por amostra (sendo as trés primeiras descartadas).

Protocolo #2 — O segundo protocolo atentou para o principio de que as analises
devem ser feitas em ordem crescente, ou decrescente, de enriquecimento (esperado)
para evitar o efeito de memdria (DE GROOT, 2009). Para tanto, determinamos grupos
de enriquecimento a partir de célculos metabolicos utilizando valores fixos para o
turnover dos dois is6topos (ky = 0,080 d™* e ko = 0,100 d™) utilizando a Eq. 7 que, nesse
caso, determinou a fracdo ja metabolizada (F) para cada dia de experimento (DUCATTI
etal., 2016).

Com base nos célculos, e no conhecimento de que a duracdo do experimento é
equivalente ao tempo de aproximadamente duas meias vidas do deutério e do 20,
propusemos a formacdo de quatro grupos de enriquecimento (G1 a G4) para serem
analisados em blocos, ou seja, analisamos 0 G1 para todas as pacientes, entdo o G2, e
assim por diante. Os grupos foram compostos conforme a Tabela 3.

Assim como no Protocolo #1, oito repeticbes de andlise por amostra foram
realizadas e as trés primeiras foram descartadas. Porém, para os ajustes da curva de

calibracéo, utilizamos a 4gua ndo enriquecida (6°H = -109,86 + 5,00 %o e 520 = -7,01 +
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1,00 %o) a cada vinte amostras analisadas dos grupos Gl, G2 e G3. Para o G4,

utilizamos a 4gua enriquecida (6°H = 1677,00 + 5,00 %o e 6*°0 = 47,97 + 1,00 %o).

Tabela 3. Amostras utilizadas no Protocolo #2 (analise das amostras em ordem

crescente de enriquecimento esperado) divididas por grupo de enriquecimento.

Grupo Amostras
Gl Basal (pré-dose)
G2 d14, d13 e d12
G3 d10,d9 e d8
G4 d3,d2ed1

dl =dial, d2 =dia 2, etc.

Objetivando comparar os protocolos distintos, normalizamos os dados de cada

paciente em relacdo a amostra basal de acordo com a equacéo:

[6"X —8"X
transf :‘ 5AX

5AX basal| (8)

basal

Onde X é o0 is6topo mais pesado do elemento em questdo (especificamente, ?H e
0), e os indices transf e basal indicam, respectivamente, o enriquecimento
transformado e a composicdo isotopica basal da paciente.

Entdo, expressamos média e desvio padrdo, entre os pacientes, em funcdo do
tempo de coleta das amostras (em dias) para avaliar o comportamento da curva de

eliminacdo de ambos os is6topos dentro de cada protocolo de analise.
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5. RESULTADOS

Observamos que o processo de destilacdo interferiu na condutividade das
amostras de &gua (Tabela 4). Ambos os resultados para as amostras destiladas (AT e
AM) apresentaram uma taxa de reducdo superior a 85% em relacdo as amostras nao
destiladas. Além disso, os valores de condutividade de amostras destiladas e ndo

destiladas n&o estéo correlacionados (p < 0,01).

Tabela 4. Condutividade elétrica das amostras de agua ndo destiladas e destiladas pelo
método de destilagdo criogénica a vacuo. Apresentados os valores de média e desvio
padréo (N = 6).

Amostra (V = 10 mL) Condutividade (uS cm™)
AT 78,47 + 3,317
AT destilada 9,65 + 5,53°
AM 119,02 + 2,84°
AM destilada 11,86 + 5,28°

AT = 4gua de torneira; AM = agua mineral comercial.

N&do houve fracionamento isotopico nas amostras de agua devido a destilacdo
(Tabela 5). Ambos os valores de 6°H e 6'®0 entre as amostras destiladas e néo

destiladas apresentaram correlacdo (p = 0,107 e p = 0,119, respectivamente).

Tabela 5. Valores de enriquecimento relativo isotépico de hidrogénio (6°H) e de
oxigénio (6'%0) de amostras de agua de torneira (AT) ndo destiladas e destiladas pelo
método de destilacdo criogénica a vacuo. Valores expressos pela média, acompanhada

do desvio padrdo (N = 15).

Amostra 5°H (%o) 570 (%)
AT 110,11 + 2,102 -9,23 +0,66°
AT destilada -111,71 + 2,912 -8,90 + 0,37°
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O processo de destilagdo ndo causa contaminagdo cruzada entre amostras
destiladas simultaneamente (Tabela 6). Os valores de 6°H entre amostras de AT e AE
ndo apresentaram correlacdo (p < 0,01). Além disso, os valores obtidos estdo em
conformidade (p = 0,519 e p = 0,786, para AT e AE, respectivamente) com os valores

esperados para ambas as amostras.

Tabela 6. Valores de enriquecimento relativo isotopico de hidrogénio (6°H) de amostras
de 4gua de torneira (ndo enriquecida) e agua enriquecida, destiladas simultaneamente
pelo método de destilagdo criogénica a vacuo. Valores expressos em média e desvio
padrdo (N =5).

Amostra 6”H analisado (%o) 5°H esperado (%o)
AT -111,30 + 0,462 -109,86 + 5,007
AE 379,45 + 3,72" 380,06 + 5,00"

AT = 4gua de torneira; AE = agua enriquecida.

N&do houve contaminacdo devido a destilacdo, em sequéncia, de amostras com
niveis variados de enriquecimento isotépico (Tabela 7). Os valores de 60 das amostras
AT, e AT, néo divergiram (p = 0,065).

Tabela 7. Valores de enriquecimento relativo isotdpico de oxigénio (6°0) de amostras
de dgua de torneira destiladas, pelo método de destilacao criogénica a vacuo,
anteriormente (AT,) e posteriormente (AT>) & destilacdo de uma agua enriquecida (520

=3188,29 + 87,92 %o). Valores expressos em média e desvio padrao (N = 10).

Amostra 57°0 (%o)
AT, -9,85 + 0,35°
AT, -9,41 +0,57°

Os valores de ¢'®0, na forma de média e desvio padrao, representados em funcéo
do tempo de destilacdo demonstraram o comportamento exponencial do processo

(Figura 12). Substituindo os valores obtidos pelo ajuste na Eq. 6, temos:
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5180(0 =-8,287 8,781 4% o

Que descreve o comportamento do enriquecimento relativo isotopico de oxigénio
em funcéo do tempo (R? = 0,9885). O tempo de destilacio considerando F = 0,95 e F =
0,99, com k = 0,1415 min™, obtido a partir da Eq. 7, foi de 21,17 min e 32,54 min,

respectivamente.

—0,1415¢

7.5 1 §"°0(r) = —8,287 — 8,78 1-¢

-8,0 _ RH = 0.9885

— 27 54 i
9.0+ t = 32,54 min

9,5 -

-10,0 5

§"°O(%0)

-10,5

-11,0 -

11,5

-12,0 5

| : | : ] : | : ] : ] !
10 15 20 25 30 35

tempo (min)

Figura 12. Valores de enriquecimento relativo isotépico (5°°0) de dez amostras de
urina, destiladas pelo método de destilagdo criogénica a vacuo, representados em funcéo
do tempo de destilacdo. Valores apresentados em forma de media e desvio padrdo. A
curva ajustada é uma exponencial de 12 ordem, e o tempo necessario para destilar 99%
do contetido de &gua foi t = 32,54 min.
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Os valores, para ambos os protocolos de analise por HTC-IRMS, de *Hianst €
5" Oganst (EQ. 8; adimensionais) tém comportamento de funcio exponencial de 1% ordem
quando representados em fungdo do tempo, em dias, do experimento de &gua
duplamente marcada (Figuras 13a e 13b). Os resultados foram mais espalhados para o
protocolo 1, em relagéo ao protocolo 2.

Para 0 0’Hyanst, O protocolo 2, apesar do ajuste menos preciso (R? = 0,9608 vs.
0,9992 do protocolo 1), apresentou um comportamento mais descritivo de uma fungéo
exponencial de 12 ordem (Figura 13a). Na Figura 13b, que mostra 0 ¢*®Oyrans relativo ao
tempo, observamos desvios muito menores para o protocolo 2, em relagdo ao protocolo

1.
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Figura 13. Comparacgéo dos valores de enriquecimento relativo isotopico transformado
de hidrogénio (6*Hyanst; 8) € de 0Xigénio (6*®Oyanss; b), em funcdo do tempo, entre
protocolos de analise de amostras de urina por HTC-IRMS (N = 20). Protocolo 1:

ordem de analise igual a ordem cronoldgica de coleta das amostras; Protocolo 2: ordem

de anélise considerou o grau de enriquecimento esperado para as amostras de cada dia.
Valores apresentados em forma de média e desvio padré&o.
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho buscou avaliar a utilizagdo do método de destilacdo criogénica a
vacuo para preparar amostras de &gua duplamente marcada para andlise isotdpica, e
atenuar o efeito de memoria envolvido na técnica HTC-IRMS. Os resultados mostraram
que o método de destilacdo é adequado a analise isotopica. Além disso, mostraram que,
ao adotar alguns cuidados em relagdo a forma como conduzir as analises, é possivel
atenuar o efeito de memdria. Portanto, a analise de amostras de urina por HTC-IRMS
com preparo de amostras por destilacdo criogénica a vacuo e uma rotina de analises por
grupos de enriquecimento é capaz de produzir resultados satisfatorios.

O delineamento experimental visou testar a adequacdo do método de destilagdo a
técnica HTC-IRMS, tendo como foco verificar a auséncia de fracionamento isotopico e
de contaminacdo decorrentes do processo de destilagdo, bem como demonstrar que o
método, de fato, destila as amostras. Além disso, 0 método de destilacdo foi aplicado a
andlise de amostras de urina e, dessa forma, foi possivel avaliar o efeito de memoria
produzido na HTC-IRMS.

No processo de destilacdo, especificamente durante a evaporacao da fase liquida
da amostra, ocorre um equilibrio entre liquido e vapor. Porém, na faixa de pressdao em
que o sistema trabalha, ndo é possivel a existéncia de agua liquida (ATKINS & JONES,
2010). Isso ocorre porque, em tais condi¢bes, o potencial quimico da agua liquida se
eleva, favorecendo sua mudanca de fase. Consequentemente, as moléculas da superficie
da &gua liquida retirardo energia na forma de calor das moléculas internas para elevar a
pressdo de vapor na superficie e possibilitar a evaporacao. 1sso causa um resfriamento
na fase liquida, que tendera a se solidificar. A solidificacdo da agua dificultaria o
processo de destilacdo, pois a mudanca de fase envolvida seria a sublimacéo, em lugar

de evaporacdo. Para solucionar esse problema, os baldes volumétricos contendo as
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amostras sdo envolvidos por béqueres contendo agua a temperatura ambiente (~ 25 °C)
durante todo o processo. Essa agua troca calor com a amostra, retardando a solidificagdo
da fase liquida.

A reducdo observada na condutividade elétrica das amostras em resposta ao
processo de destilagdo (Tabela 4) era esperada. Isso ocorre porque um processo de
destilacdo remove ions metalicos presentes na dgua (VALANIDES, 2000), acarretando
uma queda na condutividade do destilado.

O processo de destilagdo ndo afeta a composicao isotopica da amostra (Tabela 5).
A existéncia de fracionamento isotopico inviabilizaria a utilizacdo do método de
destilacdo na HTC-IRMS. O fracionamento isotopico em um processo de destilacdo
pode ser relacionado com o volume da amostra e, principalmente, com a duracdo do
processo, que obedece a curva de destilacdo de Rayleigh, onde as moléculas de agua de
maior massa (i.e. H,'®0) evaporam mais tardiamente (INGRAHAM & SHADEL,
1992).

O método de destilagdo criogénica a vacuo é capaz de dez destilagdes simultaneas
independentes, ou seja, ndo ha contaminacdo cruzada no processo (Tabela 6). A
existéncia de contaminacdo entre as amostras também inviabilizaria a utilizacdo do
método de destilacdo na HTC-IRMS. Tal contaminacdo é observada no caso de alguma
fracdo da fase volatil da amostra ndo sublimar na armadilha de nitrogénio liquido,
podendo, ao ser puxada pela bomba mecanica, contaminar outra unidade de destilacao.

Testamos a existéncia de contaminagdo, entre amostras destiladas em sequéncia
em uma mesma unidade de destilacdo, devido ao fato de as moléculas de agua serem
altamente adsortivas (MORSE et al., 1993). Apesar disso, ndo ha contaminacdo em uma

unica unidade de destilacéo (Tabela 7).
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As propriedades fisico-quimicas variam de substancia para substancia, e.g. de
urina para agua (VALANIDES, 2000). Tais variacbes devem influenciar no tempo
necessario para se extrair a fase liquida de determinada substancia. Por isso, avaliamos
o desempenho do método de destilacdo criogénica a vacuo aplicado a amostras de urina
(Figura 12).

O processo de destilagdo obedece a curva de destilacdo de Rayleigh
(INGRAHAM & SHADEL, 1992), justificando o ajuste exponencial de primeira ordem
utilizado na avaliagdo do desempenho do método de destilacdo criogénica a vacuo (Eq.
9). O tempo necessario foi estabelecido como o tempo para se destilar 99% do conteido
de &gua da amostra. Portanto, o0 método de destilagdo criogénica a vacuo é capaz de
extrair 1,5 mL de agua de amostras de urina, sem causar fracionamento isotopico, em
um tempo minimo de 32,54 min (Figura 12).

O efeito de memdria relativo a HTC-IRMS foi avaliado sob dois protocolos de
analises diferentes (Figuras 13a e 13b). O Protocolo #1 foi utilizado por ser a ordem
direta de analise, por isso, apresentou um efeito de memadria significativo. Os resultados
demonstraram que o Protocolo #2 é mais homogéneo, em termos do desvio padrdo dos
dados (Figuras 13a e 13b). Portanto, sugerimos a utilizacdo de uma rotina de analises
em bloco de enriquecimento na HTC-IRMS, em lugar da anélise das amostras em

ordem direta.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Esse é o primeiro estudo a avaliar os parametros envolvidos no processo de
extracao (e.g. tempo 6timo do processo, existéncia de fracionamento isotdpico) da dgua
de amostras de urina pelo método de destilacdo criogénica a vacuo. Outros estudos

envolvendo a extracdo da agua de amostras de urina por outros métodos Sao necessarios
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para permitir, pela comparacdo entre os métodos, um melhor entendimento do processo
de extracdo.

A importancia desse trabalho esta em entender, qualitativa e quantitativamente, a
técnica de HTC-IRMS. Esse entendimento permite a realizacdo de ajustes finos, tanto
no equipamento como no preparo das amostras. O dominio da técnica permite a
ampliacdo de sua aplicacdo para além da metodologia de dgua duplamente marcada.
Além disso, a ampliacdo da utilizacdo do método de destilacdo para preparar amostras
de outra natureza para andlise de is6topos estaveis, e.g. anélise de vinho ((DUTRA et
al., 2011).

O método de destilagdo criogénica a vacuo € capaz de dez destilagdes simultaneas
em tempo maximo de 90 min, considerando o tempo para a montagem e desmontagem
do sistema. Além disso, ndo expbe as amostras € 0 seu manipulador a altas
temperaturas, 0 que € comum em outros métodos de destilacdo criogénica (GUIDOTTI
et al., 2013; ORLOWSKI et al., 2013; GOEBEL & LASCANO, 2012). Portanto, 0
método pode ser considerado mais seguro, e mais econdémico em termos de gasto de
energia com aguecimento.

Apesar do fato de que o efeito de memoria na técnica HTC-IRMS esta relacionado
com o protocolo de andlises utilizado, existem ajustes mais complexos capazes de
reduzir ainda mais tal efeito. Por exemplo, a utilizacdo de algoritmos matematicos para
corrigir o efeito de memoria (GUIDOTTI et al., 2013). Sugerimos, como estudo
subsequente, a comparacdo entre demais protocolos de analise por HTC-IRMS para

gerar dados mais conclusivos acerca do efeito de memoria relacionado a técnica.
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8. CONCLUSAO

Concluimos que o método de destilacdo criogénica a vacuo € adequado a extragdo
da 4gua em amostras de urina para analises de &gua duplamente marcada por HTC-
IRMS. Portanto, a utilizacdo do método de destilacdo para o preparo das amostras, em
conjunto com um protocolo especifico de analises em espectrdmetro de massa, garante a

atenuacdo do efeito de memoria da técnica HTC-IRMS.
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