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RESUMO

A partir de interpretagdes sobre a fisica de um campo eletromagnético sobre
particulas eletricamente instaveis, foi desenvolvida uma técnica analitica de alta precisdo
que possui imensa aplicagdo na area bioldgica. Esta técnica ¢ a espectrometria de massa
que pode ser entendida como uma grande ferramenta de aplicagdo bioldgica pelo fato de,
nas ultimas seis décadas, ter representado um método eficiente para a identifica¢do e
quantificagdo de compostos quimicos bioativos. Alguns exemplos de aplicagao biologica e
biomédica podem ser observados nos testes de doping, onde se procura a presenga de
drogas estimulantes, na analise residual de pesticidas em alimentos, nas analises de
acumulo de metais pesados no organismo, uma vez que podem desencadear neuropatias
periféricas, ¢ no seqiienciamento de proteinas que representam um importante papel na
descoberta de fendmenos fisiologicos e patoldgicos associados as atividades protéicas do
genoma humano. A espectrometria de massa ¢, sem duvida, uma potente instrumentacao
analitica que tem alcangado mais espaco no mundo cientifico e tecnoldgico por solucionar

problemas e gerar muitas perspectivas de progresso em analises quimicas.
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1. INTRODUCAO

Desde a Antigiiidade classica as propriedades e caracteristicas do campo magnético
vém sendo estudadas e descritas. Os gregos registraram a propriedade atrativa que um tipo
de pedra chamada magnetita exercia sobre fragmentos de ferro. H4 também registros
escritos sobre a utilizacdo de magnetos na navegagao, datados do século XII. Varios fisicos
descobriram propriedades interessantes sobre os efeitos que o campo magnético
proporciona em materiais eletrizados, e assim estabeleceram uma estreita relacdo entre
magnetismo e eletricidade.

O primeiro trabalho desenvolvido neste aspecto ¢ datado do século XIX e foi
realizado por Hans Christian Oersted. Ele demonstrou que uma corrente elétrica afetava a
orientacdo da agulha de uma bussola. Como a orientagdo de uma bussola esta relacionada a
orientacdo do campo magnético terrestre, ele estabeleceu, ainda que de modo arcaico, uma
relagdo entre os campos elétrico e magnético. Em experiéncias posteriores, André-Marie
Ampére e colaboradores elaboraram um teorema que estabelecia que a fonte fundamental
do magnetismo ¢ uma corrente elétrica. Esta teoria propde que a interacdo magnética basica
¢ a forca magnética que uma carga elétrica em movimento exerce sobre outra carga.

Uma das caracteristicas mais importantes da for¢ga magnética atuando sobre uma
particula eletricamente carregada em movimento num campo magnético ¢ a
perpendicularidade da for¢a em relacdo ao vetor velocidade da particula. Sendo assim, a
forca magnética altera a direcdo deste vetor, provocando um desvio na sua trajetoria sem
alterar a sua energia cinética. No caso especial do vetor velocidade da particula ser

perpendicular ao campo magnético, a particula se desloca numa 6rbita circular de modo que



a descricdo do raio desta orbita fornece o produto da massa da particula pela aceleracao
centripeta do movimento circular (V?/ R), de acordo com a segunda Lei de Newton (fig. 1).
Neste caso, a forca resultante € gvB, pois v ¢ B sdo perpendiculares. Entdo, a segunda Lei
de Newton da:

B = Campo Magnético (Equacdo 1.1)

q = Carga Elétrica da Particula

v = Velocidade r=mv/qB

r= Raio do movimento circular m=rqB/v

" entrada do analita

—_

» Campo Magnético wetar
arentada para fara velocidade

Figura 1. Funcionamento basico de um Espectrometro de Massa.

(Tipler 1991.)
A forga magnética sobre uma particula que se move num campo magnético
uniforme pode ser equilibrada por uma forga elétrica, com os modulos e as diregdes dos

campos magnético e elétrico apropriadamente ajustados. Gerando um cruzamento entre os



campos equilibrados em moddulo, qualquer particula que possuir como moédulo da
velocidade o moédulo do campo elétrico dividido pelo campo magnético,
independentemente de sua massa ou carga, passara pelos campos sem sofrer deflexdo
alguma. Logo uma particula com velocidade maior que o moédulo do quociente entre os
campos sera desviada na dire¢ao da forga magnética, e a que possuir velocidade menor sera
defletida na dire¢do do campo elétrico. Esta configuragdo dos campos recebeu o nome de
filtro de velocidades. (Tipler 1991.)

Segundo o experimento de J.J. Thomson em 1897, os desvios sofridos por particulas
eletricamente carregadas por acao conjunta dos campos elétrico € magnético com diferentes
combinagdes forneceu dados para se concluir que as razdes entre carga (Q) e massa (m)
eram sempre as mesmas, ¢ em 1913, Thomson demonstrou que o nednio consiste de
diferentes espécies atdmicas isotdpicas com massa atomica de 20 e 22 g/mol. Este foi um
marco fundamental para a andlise quimica, pois a partir das propriedades eletromagnéticas
dos campos se tornou possivel detectar is6topos de determinado elemento quimico. Porém,
estas conclusdes e demonstragdes ndo sairam da teoria. Em 1919, Francis William Aston,
desenvolveu um equipamento capaz de medir a massa de moléculas ionizadas, bem como
is6topos de um elemento quimico, determinando além de sua existéncia, a sua abundancia
na natureza. Este aparelho foi chamado de espectrometro de Massa, cujo mecanismo de
funcionamento estd inteiramente associado ao eletromagnetismo através de um sistema

fisco denominado quadrupolo (fig. 2). ( Thomson apud Kiltson 1996.)



Filtra de Mazzas

Dietector

|njetor de Amostras

Sistema de Dados

Figura 2. Esquema do quadrupolo

O quadrupolo ¢ um sistema constituido por quatro barras paralelas com cargas
opostas entre si gerando um campo eletromagnético. O espago existente entre as barras ¢
onde ocorre o fluxo dos ions, que de acordo com suas propriedades eletromagnéticas
promovem desvios na trajetérias destes ions de acordo com a relagdo carga / massa

(fig.2.1).

Figura 2.1. Trajetoria dos ions no campo eletromagnético



2. DESENVOLVIMENTO DAS TECNICAS

Ao término da Segunda Guerra Mundial, a ciéncia analitica sofreu um grande
crescimento no que se refere ao desenvolvimento de técnicas e instrumentos de analise de
precisdo. Algumas técnicas que ja haviam sido fundamentadas desde o final do século XIX,
s6 comecaram a ser desenvolvidas a partir do pds-guerra. O crescimento extraordinario que
a informatica sofreu desencadeou uma série de beneficios para as areas de andlise da
quimica, e as técnicas analiticas de precisdo puderam entdo, ser associadas a sistemas
eletronicos e informatizados que favoreceram a precisdo e a velocidade no processamento
dos dados analiticos. ( Morrison € Boyd 1979.)

As espectroscopias de infravermelho e de ressonancia magnética nuclear, as
cromatografias de fase gasosa e liquida e a espectrometria de massa sdo exemplos de
técnicas de andlise de precisdo que se desenvolveram muito a partir da associagdo a
sistemas informatizados. A espectrometria de massa ganhou importancia devido a inimeras
aplicagdes praticas que foram descobertas em areas diversas que vao da medicina a
engenharia. ( Morrison e Boyd 1979.)

A espectrometria de massa também ¢ uma técnica de muita relevancia cientifica
desenvolvida a partir de estudos sobre o campo eletromagnético. E através dela que se pode
obter dados precisos sobre a massa atdmica de determinado composto quimico. E no ramo
da quimica orgénica que se encontram as maiores utilidades da espectrometria de massa,
tanto para a sintese quanto para a analise de compostos quimicos, mas existe também ampla
aplicacdo nas areas biomédica e bioldgica, tanto que atualmente algumas técnicas
biomoleculares de diagndstico estdo ganhando for¢a com o emprego da espectrometria de

massa. (Morrison e Boyd. 1979.)



A espectrometria de massa ¢ uma técnica que associa conhecimentos de varias areas
cientificas. Ela ¢ fundamentada em principios fisicos sobre o eletromagnetismo, se aplica
em andlises de estruturas quimicas, algumas delas biologicamente ativas, e ¢ interpretada
através de calculos integrais onde ¢ medida a intensidade do analito ionizado através da
relacdo carga/massa (m/z) e de sua abundancia natural. Apresentando tais caracteristicas a
espectrometria de massa assume um carater interdisciplinar e transversal no
desenvolvimento cientifico uma vez que inter-relaciona os conhecimentos das ciéncias

puras.

2.1. Espectrometria de Massa

Espectrometria de massa ¢ uma técnica analitica que fornece dados sobre o valor da
massa de um determinado composto quimico através de um grafico denominado espectro

de massa, cuja representagdo se da através de picos de acordo com a massa e abundancia

(fig. 3).
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Figura 3. Espectro de massa da morfina Fonte: MSD ChemStation User’s Guide. Hewlett-Packard. USA 1995




O equipamento utilizado para realizar esse tipo de andlise ¢ um espectrometro de
massa que ¢ um instrumento analitico desenvolvido a partir de interpretagdes da fisica do
efeito de um campo eletromagnético sobre particulas carregadas eletricamente. Ele mede a
relacdo massa (m) / carga (z) de uma substancia quimica e fornece um grafico que expressa
a sua massa molecular.

Um espectrometro de massa, quase sempre estd conjugado a outros
instrumentos que desenvolvem a fase pré-analitica. Sdo cromatdgrafos de fases liquida e
gasosa, indutores de plasma e espectrdmetros de outras categorias que servem como
preparadores para a analise do espectrometro. O grau de especificidade com que este
equipamento trabalha requer uma preparagao delicada. Nem sempre ¢ possivel analisar uma
substancia em meio a uma mistura, ¢ necessario que ela seja individualizada e que adquira
algumas propriedades ou configura¢des quimicas necessarias para a sua detecgao.

Uma mistura quimica ¢ composta pela unido ou liga¢do de diversas substancias. Ao
se deparar com uma mistura, o analista precisa estabelecer qual ¢ a categoria ou substincia
que se quer analisar. Se forem proteinas, havera necessidade de isolara sua amostra da
presenca de outros compostos quimicos como lipideos, carboidratos e outras biomoléculas.
Caso o analista queira detectar as categorias de lipideos presentes na sua mistura, ele tera
que isolar os lipideos através de técnicas de extracdo e desprezar todo o restante. Apds a
extragdo da classe desejada, a amostra devera ser submetida a processos de separagdo,
derivatizacdo e ionizagdo, para que adquira um cardter eletroquimico adequado a
sensibilidade do equipamento. Isto pode ser obtido por impacto eletronico ou por agdo
quimica. Todas estas fases sdo consideradas como pré-analiticas e sdo de extrema

importancia para o €xito da analise. (Baugh 1993.)



2.2. Fases pré-analiticas

Entende-se por fase pré-analitica todos os processos quimicos que antecedem a
analise do MS. Nado se pode analisar um produto quimico em sua forma bruta, pois
apresenta complexos tipos de ligacdes entre os varios componentes quimicos que O
constituem. E necessario realizar o isolamento do composto que se deseja analisar. As
principais fases pré-analiticas sdo: extracao, derivatizagdo e em alguns casos a separacao

por cromatografia.

2.2.1. Extragao

Nesta fase uma mistura sofre um processo de separagdo de acordo com a categoria
de substancias que se deseja obter (fig. 4).

Isto pode se dar através de solubilizagdes com solventes organicos, como tolueno,
hexano ou acetona. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, os solventes arrastam

determinado grupo de substancias. ( Freeman 1981.)

Extragan
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Figura 4. Esquema de extragdo quimica.



2.2.2. Derivatizacao

A derivatizagdo tem como objetivo otimizar a volatilizacao do analito e viabilizar
sua deteccao no instrumento analitico. Consiste na reacao entre um determinado agente
derivatizante e o analito. Este agente se prende a molécula facilitando sua detec¢dao por
possuir propriedades fisico-quimicas especificas, e dificultando a reagdo com interferentes.
Podem ser substancias fluorescentes, de absorbancia por raio ultravioleta e compostos que
fornecem ao analito um carater mais volatil. Esse tipo de aplicacdo ¢ utilizado tanto na
cromatografia de fase liquida como na de fase gasosa.

Na analise de homocisteina utiliza-se Orto-ftaldialdeido (OPA) como derivatizante
devido a suas propriedades fluorescentes, de modo que a homocisteina ¢ identificada e
quantificada por um detector fluorimétrico uma vez que tenha reagido com este composto.

(Baugh 1993.)

2.2.3 Separagao

A fun¢do de um cromatografo ¢ realizar a separacdo dos diversos componentes que
constituem uma amostra. O funcionamento basico de um cromatografo envolve a
volatilizacdo da amostra de acordo com o ponto de “ebuli¢ao” (volatilizacdo) de cada
constituinte, em uma coluna especialmente preparada. Apds esse passo a amostra passa por
um detector e registrador grafico. Este equipamento utiliza um gas, geralmente hélio, que
atua como transportador da substancia através da coluna até o detector (fig. 5). E chamado
de gas carreador ou gés de arraste e ¢ um gas nobre para impossibilitar possiveis reagdes
com o analito transportado. Quanto mais eficiente for o processo de extracdo, melhor e

mais simplificada serd a interpretacdo do grafico cromatografico, pois a presenca de



contaminantes gera varios picos que em muitos casos podem ser confundidos com picos de

substancias desejaveis na analise. ( Freeman 1981.)

Injetor de Amostras

Controlador de Fluxo
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Interface

Coluna Capilar

Gas Careador

Figura 5. Diagrama simplificado de um Cromatografo de Fase Gasosa acoplado ao Espectrometro de Massa.

2.3. Fase Analitica

Nessa etapa o primeiro passo ¢ formacao de ions a partir da molécula da substancia
original. A ionizacao ¢ responsavel pela fragmentagdo das moléculas e a aceleracdo de cada
um desses fragmentos. Para formar um ion ¢ necessdrio alterar a configuracdo
eletroquimica da molécula que esta sendo analisada, e este processo pode se dar através de
diferentes técnicas, porém, na espectrometria de massa utiliza-se com maior freqiiéncia as
ionizagdes quimica e por impacto eletronico, sendo que a primeira ¢ mais branda.

A ionizagdo proporciona a fragmentagdo de uma substancia em vdrias estruturas
sub-moleculares. De um unico tipo molecular obtém-se varios fragmentos diferentes e cada

um deles adquire carga elétrica, pois pela ionizagdo sdo retirados elétrons da sua estrutura.

10



Pode ocorrer também, a simples retirada de um tnico elétron ao invés da fragmentagdo da
molécula (fig. 5).

O elétron possui uma massa extremamente pequena, mas a sua carga (-q) € igual,
em modulo, a carga de um préton (+q), portanto, em termos da massa, a molécula ionizada
ndo perde praticamente nada, mas em relagdo a carga, assume uma configuragdo elétrica
positiva devido a retirada de um elétron. Quando ocorre este fenomeno, diz-se que houve a
formagao de um ion molecular que representa a massa relativa da molécula.

A ionizagdo por impacto eletronico pode ser obtida pelo aquecimento de um
filamento de tungsténio e a ionizacdo quimica pela reagdo entre duas substincias.
Geralmente ¢ um gas que promove fragmentacdo e retirada de elétrons. Por ser mais
branda, fragmenta menos e gera, com isso, maior abundancia de ion molecular e seus

is6topos.

fonte idnica

elétrans maléculaz fragfnentns de
intactas moléculaz

Figura 5. Esquema de ionizagao por Impacto Eletronico.
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A fase analitica da espectrometria de massa estd completamente relacionada aos
efeitos que um campo eletromagnético exerce sobre particulas carregadas. Pela equacao
1.1, entendemos que uma particula em desequilibrio eletronico acelerada em um campo
magnético descreve uma trajetdria circular. O principio da analise se baseia exatamente na
trajetoria descrita.

O espectrometro possui, dentre suas subunidades, um sistema denominado
quadrupolo. Este ¢ definido por um conjunto de quatro barras opostas e paralelas que geram
um campo eletromagnético por onde as particulas ou moléculas irdo passar. O desvio
sofrido pela particula, por agdo do campo permitird o registro de todo o trajeto. Este
apresenta proporcionalidade direta & massa desta particula. E a partir deste registro que o
equipamento traga um grafico que apresenta a unidade de massa atdmica de cada particula
analisada, bem como dos seus is6topos. Em relacdo aos isdtopos de um elemento, podemos
citar varios exemplos: o carbono C possui massa atomica igual a 12, porém possui um
isotopo de massa 13 *C cuja ocorréncia na natureza é muito menor, enquanto o '°C tem
uma abundéncia natural de 98.90%, o °C possui apenas 1.10%. O caso do mercurio Hg é
um dos mais interessantes, pois possui 7 isotopos diferentes. O mais comum ¢é o ***Hg,
porém existem '*°Hg, '**Hg, '’Hg, **’Hg, **'Hg e ***Hg. Ja o aluminio Al, 0 ouro Au e o
iodo I ndo possuem isotopos € a sua abundancia natural ¢ de 100%. (MSD - Hewlett-
Packard 1995.)

Ao analisar uma amostra, o espectrometro de massa registra a abundancia dos
isotopos. Como a maioria das substancias analiticas de interesse bioldgico possui o carbono
como maior constituinte, o registro dos isétopos representa a presenga de isdtopos de

carbono como constituintes da substancia em andlise. Entdo, quando se menciona

12



abundancia de isdtopos em uma substancia, deve-se entender como sendo a quantidade de
isotopos de determinado elemento quimico. No caso de substancias organicas, este

elemento ¢ predominantemente o carbono.

3. APLICACOES

Um espectrometro de massa quase sempre estd associado a outros equipamentos
analiticos. Durante muitos anos a unidade GC-MS — “Mass Spectrometry and Gas
Chromatography’ - fol a mais comum, porém existem as associagdes LC-MS — “Mass
Spectrometry and Liquid Chromatography”, ICP-MS — “Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry e TOF-MS - “Time of Flight and Mass Spectrometry”, que atualmente estao
sendo amplamente utilizadas.

As aplicagdes de LC-MS e GC-MS sdo muito amplas. Em analises biomédicas e
farmacéuticas podem ser empregadas para controle terapéutico de antibioticos, sintese de
farmacos, dosagens de toxicos e opioides e identificacdo e quantificacdo de metabdlitos.

A sigla ICP-MS denota outro poderoso instrumento de andlise que ¢ empregado
para andlises de elementos. Através de um sistema de inducdo de plasma, consegue detectar
a presenca e abundancia de metais em fluidos organicos. Este equipamento ¢ amplamente

utilizado na industria, na medicina e em andlises mineraldgicas (fig. 6).
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Figura 6. ICP-MS. Perkin Elmer

A tecnologia TOF-MS analisa o tempo de v6o, onde particulas eletrizadas sao
aceleradas por um campo elétrico em alto vacuo. A energia cinética de todas as particulas ¢
a mesma no momento em que sdo introduzidas no aparelho, porém sofrem alteragcdes de
acordo com a sua massa molecular segundo a equacdo da energia cinética (E= mv%2), no
final do tubo de vacuo existe um detector que registra o tempo de voo de cada particula.

Algumas aplicagdes praticas dessas tecnologias com espectrometria de massa serao

relatadas nos topicos seguintes.

. particulaz em transita no vacuo
fonte idnica detectar

Figura 6. Esquema do tempo de voo do TOF-MS
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3.1. A sintese de Retinol

Em meados da década de 40, a mais vidvel fonte de retinol ( vitamina A ) era a
extragdo a partir do 6leo de figado de tubardo. A vitamina A sé ¢ produzida nos vegetais,
mas os animais podem armazena-la sob a forma de pro-retindéides como o retinol palmitato
que pode ser convertido a retinol pela agdo da enzima retinol palmitato esterase.

Os custos operacionais para a obtencao deste composto eram altissimos, envolviam
a contratacdo da companhia de pesca, a preparagdo de recursos humanos para proceder a
extracdo do 6leo, gastos com acondicionamento e transporte dessa matriz, € mais uma série
de custos durante a manipulacdo do retinol.

Dentre os métodos analiticos utilizados para identificar a sua estrutura quimica,
foram empregados a cromatografia para separar substancias diferentes e a espectrometria
de massa, que forneceu o espectro de massa do retinol palmitato. Apds a amostra ter sido
submetida a todo este aparato analitico, conseguiu-se identificar a exata configuragdo
quimica do retinol palmitato. A partir dai, era sé sintetizar o composto e analisar seu
espectro de massa para verificar a similaridade ao espectro do material extraido do 6leo de
figado de tubardo.

Apoés intmeras tentativas, conseguiu-se sintetizar a tdo desejada vitamina A. Os
resultados desta pesquisa serviram como beneficio para toda a populacio mundial. Os
baixos custos, a produc¢do em larga escala e o fim da pesca predatoria e diminuiram o custo
final de consumo. Estes foram alguns dos muitos beneficios que esta pesquisa gerou.

( Devlin. 1992.)
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3.2. Doping

Em analise toxicoldgica, tanto clinico-terapéutica como em causas judiciais e
criminalisticas, o emprego de GC-MS se tornou fundamental, pois sua abrangéncia vai da
identificagdo a concentragdo de drogas de relevancia biologica. As dificuldades encontradas
pelos analistas nesse tipo de pesquisa se ddo em virtude dos processos metabolicos que uma
droga sofre no organismo. Nesse caso, torna-se necessario identificar as vias metabolicas
sofridas por este analito, bem como os seus produtos, pois pode ocorrer que um composto
original ndo seja identificado, mas observa-se que outras estruturas intimamente
relacionadas estdo presentes. ( Freeman 1981.)

Em uma andlise toxicoldgica, amostras de cabelo, sangue e urina sdo utilizadas para
dosar niveis toxicos de drogas. Cada tipo de amostra obedece a um protocolo especifico de
acordo com sua estrutura quimica que determinard a classe de solventes que serd
empregada na extrag@o e o tipo de derivatizagdo a ser usado.

Em alguns casos, a intoxica¢gdo do organismo pode ser voluntaria devido a algumas
potencialidades fisicas que podem gerar. Isso, no meio esportivo recebe o nome de
“doping”, e pode ser entendido como uma espécie de estimulagdo do organismo através de
substancias quimicas excitantes. E um tipo muito comum de fraude que ocorre dentre os
esportistas.

O hipismo apresenta grande indice de “doping”. Atualmente, realizar exames de
“doping” em cavalos se tornou muito comum. Utilizando técnicas de analise adequadas, no
GC-MS e no TOF-MS, consegue-se obter um bom desempenho na identificacdo e

quantificacdo de drogas estimulantes. ( Casseta e Allen 2000)
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Os principais tipos de drogas usadas para doping na atualidade sdo: eritropoietina,
anfetaminas, cocaina e efedrina.

A eritropoietina € uma droga que estd contida em remédios contra a anemia, pois
aumenta a quantidade de eritrécitos no sangue. Os estimulantes também sdo amplamente
utilizados, principalmente as anfetaminas, cocaina e efedrina, pois atuam no sistema
nervoso ¢ cardiovascular, aumentando a energia, reduzindo a fadiga e atuando como
estimuladores da coragem. Intimeros casos de utilizagdo indevida de medicamentos e o uso
de drogas estimulantes por atletas foram registrados pela midia e toda populagao mundial
teve acesso a essas informacoes.

A andlise empregada nesse tipo de questdo ¢ a espectrometria de massa para
determinar a presenca de droga estimulante, pois o espectro de massa ¢ altamente

especifico e particular (fig. 7)
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Figura 7. Espectro de massa da Cocaina. Fonte: MSD - Hewlett-Packard 1995.
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3.3. Analise de Elementos

Um outro equipamento que tem sido utilizado em larga escala na medicina ¢ o ICP-
MS. Este ¢ empregado na andlise de elementos quimicos. Ele detecta e quantifica
elementos quimicos presentes em uma amostra. Trata-se de um indutor de plasma acoplado
a um espectrometro de massa.

Nesta técnica a fase pré-analitica ¢ constituida principalmente pela digestdo em
blocos aquecedores ou em forno microondas especial que submete a amostra a altos valores
de temperatura e pressdo. O objetivo da digestdo ¢ romper todas as ligagdes quimicas das
moléculas da amostra deixando como produto apenas os elementos quimicos constituintes.
Ainda na fase pré-analitica ocorre a ionizagdo da amostra. E neste ponto uma chama de
plasma induzido ioniza os elementos previamente nebulizados, em seguida estes elementos
sdo arrastados em uma camara de vacuo onde fica o quadrupolo até o detector. O ICP-MS ¢
utilizado na identificagdo e quantificacdo de metais pesados e outros elementos no
organismo.

Pessoas que trabalham em garimpos manuseiam o mercirio para separar o ouro das
impurezas. O mercurio ¢ um metal de massa molecular 202 e fica depositado no organismo
podendo causar inimeros prejuizos a saude, dentre eles a neuropatia periférica que afeta o
aparelho locomotor. Nesse caso, a quantificacdo de residuos deste metal no organismo ¢ um

dado muito importante para diagndstico e conduta terapéutica.
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3.4. Proteoma Humano

Uma das grandes descobertas feita pelos cientistas da area biologica no final do
século passado foi o mapeamento do genoma humano. '

Durante varias décadas pesquisadores do mundo inteiro se uniram neste projeto
somando forgas, conhecimentos e tecnologias. Indubitavelmente, este foi o grande feito da
genética molecular. Mas alguns pesquisadores da area envolvidos na pesquisa, afirmaram
ao invés de responder a uma série de dividas e incertezas, o mapeamento do genoma
humano gerou grandes questdes no mundo da ciéncia. Segundo Jos¢ Fernando Perez,
diretor-cientifico da Fapesp “Acabou a corrida para comegar a maratona”. (I)

O Dr. Francis Collins ¢ o chefe do Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma
Humano dos EUA, e disse: “ Eu passei a vida toda investigando doencas genéticas. Cada
uma dessas buscas é como procurar agulha em um palheiro. Adivinhe? O palheiro ficou
trés vezes menor”. (1)

A cientista Mayana Zatz que ¢ a responsavel pelo servico de aconselhamento
genético da USP e membro do projeto Genoma, foi uma das pioneiras em mapeamento
genético. Ela relata que o fim do projeto genoma trouxe mais perguntas do que respostas.
@)

Na defini¢do biomolecular, um gene tem a fun¢do de codificar proteinas, e estas ¢
que de fato, expressam os elementos fundamentais da bioquimica e do desenvolvimento
humano. Todas propriedades do organismo podem ser entendidas como resultado da

expressao de proteinas.

! Jornal O Estado de Sdo Paulo. 13/02/2001. P.10
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Atualmente tem-se empregado um espectrometro de massa especial que € capaz de
determinar a massa molecular de biomoléculas inteiras, de microorganismos ¢ de analitos
extremamente pequenos em concentragdes minimas o TOF-MS que analisa moléculas pelo
tempo de voo num tubo de vacuo.

Uma proteina ¢ formada por diferentes combinagdes dos 20 aminoacidos que podem
ser seqiienciados utilizando a técnica de ionizacdo por desorc¢ao laser. Esta ¢ uma técnica
ionizante semelhante ao impacto eletronico da GC-MS. Um laser ioniza uma matriz
quimica que transfere prétons para para o analito. A técnica de desor¢do laser pode ser
associada a tecnoliga TOF-MS gerando o MALDI-TOF-MS (“Matrix-assisted Laser
Desorption lonization”). As estruturas ionizadas percorrem uma coluna de vacuo que ao
final apresenta um detector capaz de registrar a trajetoria, a velocidade e o tempo de voo de
cada particula submetida a andlise. A coluna ndo ¢ dotada de campo eletromagnético,
porém, aplica-se inicialmente um campo elétrico para acelerar as particulas no vacuo. O
MALDI-TOF ¢ um equipamento extremamente versatil e de alta sensibilidade que tem sido
apontado como uma ferramenta imprescindivel na identificacdo e sequenciamento de
proteinas. (Johnstone e Malcolm 1996)

Conseguindo obter registros fi¢is da massa de cada subunidade protéica sintetizada
pelos genes mapeados, serd possivel descrever o proteoma humano. Porém, ¢ necessario

descobrir que tipo ou classe de proteina cada gene ira codificar.
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4. PERSPECTIVAS

Os quimicos e bioquimicos estdo certos de que o futuro dessa técnica ¢ bastante
promissor, uma vez que ¢ fundamental para a identificacdo de biomoléculas. Além disso,
tem aplicagdes em diversas areas biomédicas, como por exemplo, a microbiologia.
Atualmente se leva cerca de 2 a 3 dias para se identificar uma cepa bacteriana através de
reagdes bioquimicas. O MALDI-TOF leva poucos minutos para fornecer o espectro de
massa das proteinas de uma bactéria. Em relagdo as técnicas biomoleculares de diagnéstico
como PCR e Captura Hibrida, a Espectrometria de Massa oferece uma grande vantagem,
pois ndo necessita de marcadores, nem de sondas especificas podendo ser empregada em

qualquer estrutura quimica. ( Anthony M. H et al. 1998.)

5. INTERPRETACAO DE ESPECTROS

A interpretacdo do espectro de massa ¢ o ponto fundamental da andlise, pois ¢ a
partir deste que muitas decisdes serdo tomadas. Uma m4 interpretagdo espectrométrica pode
acarretar sérios prejuizos.

Especificamente em satde, pode-se realizar monitoramento de acdo antibiotica,
identificacdo de microorganismos, analise metabodlica e outros que certamente determinam
uma conduta terapéutica. A especificidade da espectrometria de massa depende do bom
conhecimento do analista ao realizar a interpretacdo dos espectros.

Em um cromatograma, sdo registrados picos que significam a presenca de
determinado composto. No Espectro de massa originado ioniza¢do quimica ou por impacto
eletronico observa-se a formagao de barras com valores numéricos relacionados. Cada barra

representa um fragmento de molécula e seu respectivo valor de massa molecular. Se o valor
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da massa deste analito for conhecido, podemos facilmente procurar pelo ion molecular e
seus 1S6topos.

Na molécula da cocaina, observamos a formagdo do ion molecular nas barras que
registram os numeros de massa igual a 303, 304 e 305 respectivamente. O nimero 303
corresponde a massa molecular da cocaina, 304 e 305 sdo ions moleculares que contam
com a presenca dos isotopos 13 e 14 do carbono (fig. 8).

A grande vantagem da espectrometria de massa ¢ a regularidade de fragmentagdo

que serve como um indicio inquestionavel sobre a natureza do composto.
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Figura 8. fon molecular da cocaina. Fonte: MSD - Hewlett-Packard 1995
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7. CONCLUSAO

A espectrometria de massa foi apresentada como uma técnica analitica de uso
indispensavel na identificagdo de compostos quimicos. Neste particular, sua aplicagdo ¢
extremamente ampla e desempenha importantes fungdes em campos como bioquimica,
arqueologia, ciéncias forenses, quimica farmacéutica e industrial e também nas ciéncias
ambientais.

A precisdo da mensuragdo da massa de compostos quimicos fornece dados valiosos
sobre a identidade quimica deste composto.

O desenvolvimento de mecanismos avangados de analise quimica tornou possivel a
identificagcdo de biomoléculas e microorganismos com muita eficiéncia e seguranga.

Um dos grandes desafios da ciéncia na area bioldgica ¢ desvendar o papel de cada
gene no desenvolvimento humano. Boa parte deste trabalho ja foi realizado através do
Projeto Genoma, agora resta estabelecer uma associa¢do entre o papel de cada gene na
sintese protéica. Isso s6 serd possivel através da analise protedmica do genoma humano.
Nessa questdo a espectrometria de massa assume um papel fundamental e reafirma a sua

potencialidade.
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