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RESUMO: O desenvolvimento e uso de técnicas laboratoriais, envolvendo espectrometria de
massa, permitiram que os isétopos estaveis pudessem ser utilizados na avaliagdo do metabolismo
aminoacidico e protéico, em seres bioldgicos. Assim, medidas precisas de enriquecimento isotdpico,
ao nivel de 3-6% além do basal, apds infuséo de **C-, **N- ou de 2H_-aminoacido, tornaram possivel
realizar a avaliagdo das interrelagdes metabdlicas protéicas no organismo, in vivo. O método pode ser
considerado pouco invasivo, sendo necessario, geralmente, coleta de ar expirado e sangue periféri-
co, para determinacado de substratos na concentracdo em torno de nanomolar. Desta maneira,
periodos de infusédo isotdpica, de 4-6 horas, de *C-leucina, permitem estimativa do metabolismo
protéico corpdreo total, pela medida direta da oxidag&o, via determinagéo do **CO,, no ar expirado, e da
13C-Leu ou seu metabolito, **C-KIC, no sangue, assim como estimativa da degradagéo e sintese
protéica. Mais recentemente, o advento de nova técnica, ou seja, a da associagdo de combustao da
amostra a cromatografia e espectrometria, tornou o método mais sensivel, sendo possivel a determi-
nacdo de substrato, marcado em amostras diluidas por um fator minimo de 10. O método também
permite o estudo da interrelacdo do metabolismo protéico com o de hidrato de carbono e lipideo,
guando aplicado a aminoéacidos, essenciais ou ndo, associados a glicidios e a triglicerideos.

UNITERMOS: Espectrometria de Massa. Metabolismo. Nutrigdo. Amino&cidos. Proteinas.

INTRODUCAO AOS METODOS tria de massa em biologia, especialmente em medici-
DE ANALISE ISOTOPICAS na. Por outro lado, e segundo nosso conhecimento, o
primeiro laboratério de espectrometria de massa, vol-
Os métodos de analise e utilizacdo de isétoptedo para drea médica, estd sendo montado no Depar-
estaveis, aplicaveis a ciéncias médicas, em geral, pamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
dem ser encontrados em livros e/ou revisdes espedile Ribeirdo Preto. Desta maneira, estes procedimen-
cas, porém, ap0s analise de levantamento feito emtios estaréo a disposi¢cdo da comunidade cientifica, em
das as bibliotecas da Universidade de S&o Paulo, especial da area médica, em futuro muito préximo
sistemaDedalus nao foi possivel encontrar nenhuntfinal de1997). Consequientemente, espera-se, também,
livro especifico e voltado para o uso de espectromgue estes métodos estardo sendo usados, de maneira
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crescente, em pesquisas médicas, em nosso meio. A A amostra de gas a ser analisada € introduzida,
titulo de ilustracado, nos ultimos 12 meses, o Americaob baixa pressao (xtbar), dentro da primeira parte
Journal of Physiology publicou pelo menos 81 artigao espectrémetro de massa, a cAmara de ionizacao,
envolvendo, diretamente, o assunto, isGtopos estaveisde as moléculas do gas sdo bombardeadas por um
O MEDLINE indexou 1035 artigos, no ultimo ano, quefeixe de elétrons emitidos por um filamento aquecido,
diretamente, estavam envolvidos com isotopos esf#oduzindo ions gasosos positivos. A seguir, 0s ions
veis. Desta forma, o presente trabalho de revisdo pfermados sdo submetidos a um filtro de massa. Neste
tende ndo soO apresentar principios gerais desta médiltro, os ions positivos sdo acelerados pela presenca,
dologia, especialmente na &rea médica, como tambémextremidade distal, de um catodo, sendo também
divulgar o procedimento, em nosso meio, da técnieplicado um campo magnético perpendicular a traje-
que utiliza is6topos estaveis como marcadores bioldria dos ions. Como resultado da interacédo entre ace-
gicos, inécuos ao homem. leracdo das particulas e campo magnético, os ions sédo
As propriedades de um elemento s&o, de urdasviados de acordo com a relagéo entre massa/carga
maneira didatica, determinadas pelo nimero de protqng’z) de cada um. Assim o i61CO,+ (m/z=45) atin-
do seu nucleo, enquanto que a massa atdmica dgiea o electrodo negativo em um local diferente do ion
pende do nimero de prétons e de néutrons. Cada €0+ (m/z=44). Cada um destes ions incidira, por-
mento, por exemplo, o carbono, pode ter varias fdanto, sobre um coletor especial, capaz de identificar
mas isotopicas, que possuem as mesmas caracterissadiferentes relagdes m/z.
gquimicas, mas, que, pelo fato de possuirem diferentes A precisdo da medida de uma relacdo m/z, por
nameros de néutrons, tém diferentes massas. Cesa@emplo, 44, vem do fato de que:
isétopos, como HC, sdo radioativos e se desintegran&
emitindo particulas lesivas aos seres biologicos. Ou
tros is6topos, no entanto, com&@, ndo se desinte-
gram, sendo portanto estaveis. O termo is6topo esa-€, sobretudo, pela comparacédo permanente, via co-
vel é comumente utilizado para designar estas formas mutacgao continua do aparelho, entre a amostra des-
pouco abundantes de is6topos pesados, ndo radioati-conhecida e o padréo.
vos (Tabela l) e, portanto, inécuos aos seres humanos.
A incorporacédo destes isGtopos pesados, em molécu-
las de interesse bioldgico, permite sua utilizagdo em
experimentos, tendo, como objeto, o homem, de qual-
quer idade, sem submeté-lo a nenhuma exposicao ra
dioativa. A ampla utilizagdo dos is6topos estaveis, Elemento  Simbolo  Massa
apesar de eles serem conhecidos ha vérias décadas;
foi retardada pelo fato de requerer processo labora-Hidrogénio  H = {OEES R
torial muitas vezes tedioso e demorado para sua de- Dou?H 2,014102 0,01
terminagdo, em oposigéo a utiliza¢do dos is6topos ra-
dioativos; s6 atualmente, com o advento de novas

- cada espectrometro de massa é concebido para me-
dir um nimero limitado de relacfes de cada vez;

Tabela | - Caracteristicas de alguns is6topos
naturais, utilizados em pesquisa clinica

Abundancia
natural

Carbono 12¢ 12,00000 98,89

s . .. ~ . ~ 13
técnicas laboratoriais de separacéo e determinacao, o C 13,003354 11
seu uso tem sido amplamente difundido. Nitrogénio 14N 14003074 99.635
15N 15,000108 0,365
ESPECTROMETRIA DE MASSA POR DETERMI-
NACAO DA RAZAO ISOTOPICA (IRMS) Oxigénio LG 15,994915 99,759
17
O espectrémetro de massa é conhecido pelo fato © HERRERESE ST
de obter medidas precisas em concentrésgidpica 180 17,999160 0,204
muito baixa. A_SS|m,_ por e>_<emp|9, quantidades de ..o 32g 31,972074 95.02
0,001 MPE (enriquecimento isotdpico em mol por cen- o
to, além da abundancia natural) podem ser determina- = S AT oxe
34s 33,967865 4,22

das em amostras gasosas, cuja concentragao gde CO
ou de N varia entre pmoles e nanomoles.
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A principal limitacéo desta técnica vem do fatajuatro barras polarizadas (quadripolar) e uma camara
de que a flexibilidade de medida é limitada a utilizeelétrica substitui 0 campo magnéticolatS sendo,
¢do de gases puros. Sistemas complexos de separaeguirps ions identificados por um detector Unico.
¢do das amostras sdo, portanto, necessarios parafexescilacdes do potencial elétrico das barras polari-
trair um determinado gas de uma mistura complexaadas alteram as trajetorias de cada ion, que podem
Por exemplo, em amostras de ar expirado, pde@e ser programadas para que somente um determinado
ser separado do,N do Qpor crioprecipitagédo, ou, espectro de ions m/z atinja o detector. A varredura de
ainda, um substrato ndo gasoso deve ser convertibda uma gama de diferentes ions é obtida em fracéo
em CQ, como a purificagdo de glucose, seguida dée segundos, gracas a informatizacdo das barras
sua combustdo em GO quadripolares. Para medida do enriquecimento plas-

matico det*C-leucina, por exemplo, utiliza-se o deri-

ESPECTROMETRIA DE MASSA ACOPLADA vativo n-propil/n-acetil. A leucina natural produz ion

A CROMATOGRAFIA GASOSA (GCMS) med|d9 m/z 128, 9: a [eucma e_nnquemda, m/_z 1_29.
Esta técnica também é conhecida como Monitoriza-

Esta técnica permite medir, sem grande prepgdo Seletiva de losIM. A relagdo da superficie obti-
racdo das amostras, niveis de enriquecimento isotfa no detector dos ions 129/128 € diretamente pro-
picos > 0,2\PE, habitualmente variando entre 1 e Horcional a relac&3C-Leut*C-Leu dentro da amostra.
MPE, em pequenas quantidades do substrato (nano ou
pico moles) organico presente em misturas comple- COMBUSTAO, GC-C-IRMS
xas como o plasma. E necessério derivatizar o amino-
acido para torné-lo estavel e volatil a temperaturacom-  Por meio desta técnica, sdo acoplados, em sé-
pativel com a utilizacdo de cromatografia gasosa. e, cromatografia gasosa), forno de combustao e,
derivatizacéo, em geral, é feita pela adi¢éo, por exeper fim, espectrometria de massa. Desta maneira,
plo, de um grupo propil nos grupos polares dos amamostras biolégicas, separadas por mei€@esao
noécidos, amino ou acido, ou seja: oxidadas a CQ em um forno de combustéo, a 800
e, em seguida, a relacéao
¥CQ,/*CO, € analisada em
IRMS. Este método tem sido
utilizado para glucose e
leucind?. Ela combina a ca-
pacidade d&CMSde sepa-

Os produtos formados sé&o, a seguir, injetadwar/extrair uma substancia, de uma mistura complexa,
no cromatografo, fase gasosaC], onde uma vez naordem de nano- a pico-moles, alta precisdrds
volatizados, séo propulsionados por uma corrente gara determinagéo do enriquecimento isotépide
hélio (g4s ndo reativo) em uma longa coluna capildfC, na ordem de 0,1 a 0,7 %; nesta situacao, o coefiente
por exemplo de 20 m de comprimento por 0,25 mihe regressao entre deit@ por 1000 e a concentracéo
de didmetro. A temperatura da coluna € programada*C-glutamina é de 0.998 (y=64x - 32.4).
para separar os aminoécidos, em fungéo de sua afini-

dade relativa pela fase estacionaria da coluna. DeStaAVALIACAO DA CINETICA PROTEICA AO

R-CH(NH,)-COOH +n-OH-CH /HCI + Ac/EtN = R-CH(NHCOCH)-COOCH,

manelra,_deptr_o dg conphgoes previamente deﬁmda:s, NIVEL DO CORPO TOTAL
cada aminoacido € eluido em um tempo de retengéo
gue lhe é particular. A seguir, o derivado do ami- Em geral, esta avaliacéo é realizada por meio

noécidoespecifico é transferido para o espectrémela infusdo de aminoacidos marcados édrou °C.

tro de massaMs). Na primeira parte dblS, camara A seguir, sdo apresentados, resumidamente, 0s méto-
de ionizagéo, ocorre o bombardeamento, fragment@es comumente utilizados para tal fim.

do o composto inicial em numerosas partes que sao, a

seguir, carregadas positivamente. O tipo de fragmen- 0 METODO ATRAVES DA

tacdo é especifico para cada aminoacido, resultando UTILIZACAO DA “N-GLICINA

em umespectro de massgarticular. Os diferentes

fragmentos resultantes sao, a seguir, acelerados den- Historicamente, este foi o primeiro método
tro do filtro de massa. No caso@@MS, o filtro € de  utilizado para estimar a dinamica das proteinas com
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o auxilio de isétopos estavéisA validacéo deste mé- O primeiro termo da equacao representa a rela-
todo exige que as seguintes hipbteses sejam, "a priogdp entre a uréia marcada e a ndo marcada, em equili-
estabelecidas: brio metabdlico; em outras palavras, o enrique-
cimento isotdpico d&N na urina, representado por E.
Portanto:
2 -a glicina penetra igualmente em todos comparti; Q = (VXNUrxE)/(VxNuUr

mentos do organismo onde existe nitrogénio,

1 - 0 "pool" metabdlico de nitrogénio € unico,

E = i/Q,logo,
3 -deve existir proporcdo constante entre 0o N da q = j/E, onde
glicina e o dos outros aminoacidos em todo o or- E = enriquecimento isot6pico &®l-uréia na uri-
anism .
9 °: na, atomos % em excesso,
4 - a utilizag&o, pelo organismo &bl € igual a dé&'N e, | = taxa de infusdo deN,
5 - durante o periodo do experimento néo deve existitNu = teor d&°N-uréia excretada na urina,
reciclagem do nitrogénio marcado. NUr = concentracdo de nitrogénio uréico no volu-

As maiores dificuldades de utilizacdo deste me de urina considerado,
método repousam no fato de que a glicina ndo é dis- Q = taxa de renovagao de nitrogénio corporeo

tribuida uniformemente no plasfa nem é trans- total, fluxo,
portada de maneira igual por todas as células do orga- U = uréia urinéria total, ou seja, uréia marcada,
nismo, como por exemplo, pelas hemé&@iaRor fim, adicionada a uréia ndo marcada,

os resultados obtidos por este método deveriam sery, - yolume UGrinario.
semelhantes aos obtidos por meio de outros métodos, Admitindo-se que o "pool” metabdlico total de

0 que nem sempre acontéc@lo entanto, e dentro de it aganio corpéreo, durante o estado de equilibrio, seja

condicoes experimentais pre-definidas e constant@gnstante, o balango entre a quantidade de nitrogénio
com estabelecimento de casos e controles adequagl% entra no "pool" é igual ao que sai, ou seja:

0 método fornece importantes e indubitiveis informa- _ _
o . . B = Q =S+ Nuonde
¢Oes sobres os diferentes estados fisioldgicos, através

de uma metodologia relativamente simples. B = total de nitrogénio, entrando no “pool”, pro-
A 5N-glicina pode ser administrada como dose veniente da degradacéo proteica total do or-
anica ou por infusdo constante. Quando € adminis- ganismo.

tradapor infusdo cons-

tante, durante 2 ou 3 dias |

via venosa ou oral, exis- l

tird um equilibrio entre a Ingestéo proteica : 5N-Glicina via oral ou endovenosa
15N-glicina e o "pool" ;

corpéreo de nitrogénio, v

Figura 1. Se &N-glicina

€ administrada até que
seja atingido o "plateau” “Pool” de - Proteina Corpdrea

Degradacéo protéica

de enriquecimento uri- Nitrogénio Corpdreo Sintese protéica Total
nario (E), admite-se, en- >
tdo, que a fracdo da dose
N administrada € pro-

. N ~ 15 14
porcional & fracdo do N N N
urinério excretado sob a }
forma de uréia e/oamo- v
nia, assim:

. Nitrogénio Urinario com Uréia e/ou Amdnia
BNu/i = U/Qou

Figura 1 - Modelo de utilizagdo da **N-glicina para estudo do metabolismo protéico®.

BNu/U = 1/Q
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| = ingest&o alimentar de nitrogénio (proteina). O METODO ATRAVES DA UTILIZACAO
Nu = excrecdo de nitrogénio, sob forma de uréia DA L-“C-LEUCINA

urinaria. Vide fator de correcéo, a seguir. . . .
_ N o . Este método teve grande impulso com o surgi-
incorporacéo de nitrogénio em proteina Cofentg de técnicas eBCMS, mais precisas, que per-
porea. mitiram determinar o enriquecimento de produtos in-
O balango entre sintese, S, e degradacédo ptermediarios do metabolismo, em concentracdo de
téica, B, pode ser calculado, ou seja: nmoles; é também conhecido como método dos “pre-
Balanco cinético=S - B cursores” presentes em quantidades diminutas, no plas-

Este método se apdia em técnicas analiticas, #@. Desde que, por exemplo, a leucina € um ami-
pazes de realizar determinacdes precisa@\denes- noéudoessenqal, ela somente po;le ser encont_rada
mo quando o nivel de enriquecimento urinario é mirfiuando proveniente da dieta (1) ou liberada a partir da
mo. Para tal, é necessario fazer coleta do volurfiggradacéo protéica (B). De outro lado, a leucina é
urinario, ndo sendo necessario fazer coleta de sang@édada de maneira irreversivel a (JOx) ou incor-

O marcador isotépico é ingerido, via oral, ou infundiPorada em proteina, sintese protéica (S), Figura 2. No
do, viaendovenosaEste método pode setilizado em estado de equilibrio metabdlico, a quantidade total de
varias situacdes fisiopatoldgicas, em sujeitos de todg&cina, "pool” metabodlico, também esta em equili-
as idades, incluindo recém-naséiflo Considerando Prio, ou seja, a quantidade de leucina que entra no
que o "pool" de uréia no organismo é grande, o mélasma (taxa de aparecimento) € igual a que sai
do requer longo periodo para que o equilibrio isotopi¢Erxa dedesaparecimento), que pode ser representa-
seja atingido, 48 a 72 horas, além de supor que o rfé Matematicamente, como:

tabolismo protéico seja estavel durante este periodo,Ra B+l = Rd = S + Oxpnde

0 que nem sempre € possivel de ser demonstrado. Ra = taxa de aparecimento plasmatico de leuci-

Uma va,riante do método de infuséo continua é na em condicdes de equilibrio.
aque!a da do_Stml(,:aZV|a orgl,,e_aieterm,l_nagao do enri- A taxa de desaparecimento plasmatico de leu-
quecimento isotépico urinario da uréia, Eu,, e da amo- cina em condicdes de equilibrio.
nia, Ea, sendo o enriquecimento final a média harmo-
nicd'® de Eu e Ea. Outras variantes do método incluem  Quando édeita infusdo constante &€-Leucina,

a ingestdo de outras formas'éN, ou seja, na forma o "plateau " de equilibrio, no plasma, é atingido
de outros aminoécidos diferentes da glicina, ou na f@m 2 a 3 horas. Este fato implica que cada molécula
ma de proteinas uniformemente marcdtlasm®®N. de leucina marcada é diluida por uma quantidade cons-

O emprego dejualjuer umdestes métodos, tante de leucina natural e que passa a fazer parte do
obrigatoriamente, deve ser seguido pela corre¢do fwol" orgénico de leucina, conjuntamente. Neste
N retido ou perdido no organisnsob aforma de momento, a razdo entre a leucina marcada e a nao
uréia plasmaética. Esta correcgédo é feita assim: marcada (enriquecimento expressoMRE) € igual

Fce (Upf - Upi) x Vol,e a razao do débito de perfusdo'#fe-leucina, e a taxa
Excn = Nu + Fcepnde de aparecimentendogeno dkeucina(em pmol/kg/h):

Excn = excrecdo corrigida de nitrogénio e Q = Ra=ixEI/EP-i=Ra=i*[(EV/Ep)-1],

S

Fce = fator de correcdo da excregdo total de ni- onQe _ _ _ _
trogénio do organismo, mg de N uréico, Ei = enriquecimento isotopico do infusado e

Nu = nitrogénio urinario total, durante o experi- Ep = enriquecimento plasmatico durante o
mento, "plateau”.

Upi = concentracdo plasmatica de uréia, no ini- | = débito de perfusdo em pumol/kg/h; i deve
cio do experimento, mg N uréico por litro ser subtraido do fluxo, pois o enriqueci-
de 4gua plasmatica, mento desejado entre 2 a 5 % néo é des-

Upf = concentracdo plasméatica de uréia, no final prezivel.
do experimento, mg N uréico por litro de Se | é conhecido, B pode ser facilmente esti-
agua plasmatica, mado (B = Ra - ). Quando o débito de excrecao res-

Vol = estimativa da 4gua total do organismo, eriratorio de**CO, é determinado, por exemplo, por
litros. meio de calorimetria indireta, e o enriquecimento
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isotopico de*CO, por IRMS, a oxidagdo, Ox, pode  tico de**C-alpha-ceto isocaprodtd A relacdo en-
ser estimada. Por fim S = Ra - Ox. A seguir, e tre o enriguecimento plasmatico #€-leucina e
considerando-se que em média cada 100 g de protei-'*C-a-ceto isocaproato varia em torno de 0,8. Esta
na corpdrea contém 8 g de leucina, pode-se estimar adiferenga é devida a fragéo de leucina intracelular,

cinética total, corpdrea, de proteina. liberada pela degradagéo protéica, mas que néo apa-
Para que este método seja valido, as seguintesrece na circulagdo geral.
hipéteses devem ser consideradas: 4 - O produto da oxidagéo do aminoécido em estudo
1 - N&o existe, no organismo, discriminacéo etitte €, na sua quase totalidade, recuperado no ar expe-
e 2C-leucina; por exemplo,4C-leucina se equi-  lido. Em geral, a recuperag¢éibdo CQ, apos a
|ibra, prontamente’ e de maneira uniforme, entre o infusdo de bicarbonato, variaemtorno de 74 a 81%,
plasma e o interior da hemacea, cdCdeucin. dependendo do estado de jejum ou ndo.

2 - A substancia marcada n&o é reciclada durante a pe-A ingestdo do aminoacido em estudo € conhecida
alizac&o do experimento, ou seja, a Unica fonte de € controlada. Este fato € importante no caso de
substancia marcada é a sua propria infusdo. Esti- administracao oral de leucina. Nesta situacao, parte
ma-se que a taxa de reciclagem de leucina, apés 24da leucina absorvida € retida na regido esplancnica,
horas derifusdo continua, é &%, o quesignifi- 0 que altera o calculo da degradacéao protéica cor-
cativamente, altera o célculo de fluxo cinét®o porea totat®.

3 - O enriquecimento plasmatico é semelhante ao = A utilizacdo de qualquer aminoacido essencial deve
riquecimento intracelular. No caso da leucina, pro- fornecer resultados comparaveis e semelhantes.
va-se que 0 seu enriquecimento plasmatico é su- Apesar de a leucina ser oxidada predominante-
perior ao intracelular. Esta é a raz&o pela qual se mente na musculatura periférica e a fenilalanina,
recomenda o uso d¥C-a-ceto isocaproato, que é  ho figado, ambos os aminoacidos permitem o cal-
o0 metabdlito transaminado intracelular da leuci- culo da cinética protéica total, sendo os resultados
na'®. O enriquecimento intracelular e plasmatico comparaveis”.
de®3C-a-ceto isocaproato & semelhante ao enriqug~ Os aminoacidos essenciais séo utilizados, unica-
cimento intracelular d&C-leucina-t-RNA, no te- mente, pelo organismo, para sintese protéica ou
cido muscular, o que resulta em estima#peo- de degradados via oxida¢do. Nos experimentos, em
priada da sintese protéf¢d®. De maneira analoga,  animais, apds a inibicdo da sintese protéica, o flu-
o enriqguecimento déC-leucina na ApoB-proteina  xo de leucina é praticamente abolido, validando,
também e semelhante ao enriqguecimento plasma- desta maneira, a utilizacdo do mététloAssim

sendo, este método nem

sempre é possivel de ser

utilizado para se obter a

estimativa precisa do me-

tabolismo de aminoaci-
dos néo essenciais.

Ingestéo protéica 13C-Leucine, dose endovenosa

\

Degradag&o protéica 8-0 mét_OdOv que empre'
) ] ga a leucina como amino-
Leucina Plasmatica ) - -------—— - | FTO1eI2 GomOrea acido marcado, vem sen-
Sintese protéica -
do utilizado, e, portanto,
testado ha mais de 20
anos. Um de seus pontos
mais fortes repousa no

13CO, | 12C0, g
| fato de se apoiar em cél-
v c_ulos matematicos con-
sistentes e ser estocastico,
Oxidagé&o, coleta de ar expirado baseado em comparti-
Figura 2 - Modelo de utilizag&o da L-1-'*C-leucina para estudo do metabolismo protéicos. mentos corporeos bem

definidos e constantés.

499



JS Marchini et al.

9 - Um dos pontos mais delicados do método repous@pt = taxa de conversédo de fenilalanina em tiro-
no fato de que o genoma humano codifica varios sina;
milhares de proteinas, e 0 método sompateni- Q
te uma viséo global média do metabolismo protéi-
co. Destananeira, proteineom taxas de renovacao
extremamente rapidas sdo analisadas juntamente O interesse em conhecer-se o requerimento ba-
com outras de renovagé@o muito lentas. Este préico diario dos aminoéacidos reveste-se de particular
blema somente é contornado com a utilizac&o ¢fportancia em satde publica, cuja abrangéncia, mui-
proteinas especificas e a determinacao do eng-ampla, estende-se desde a elaboracéo de protocolos
quecimento de um aminoacido, em particulage alimentagdo, em determinados grupos populacio-
como por exempl&, o da**C-leucina na proteina nais, até as definicdes das necessidades béasicas do
ApoB-100. paciente critico.

Dessa maneira, uma extensiva série de estudos,

O METODO ATRAVES DA UTILIZACAO DA HI- Utilizando a administragéo desses is6topos estaveis em

DROXILACAO DA FENILALANINA EM TIROSINA ~ Protocolos, com tempo de durag&o de 8 horas ou me-
nos, tiveram a finalidade de incrementar a compreen-

Um inconveniente da utilizagdo do método dado do metabolismo de varios aminoacidos, em parti-
leucina é a necessidade de coleta do gas expirado paar, dos aminoacidos aromaticos, em individuos
determinacéo da oxidagao protéica. De maneira difgdultos, jovens e saudaveis, baseados na ingesta des-
rente, o primeiro passo da oxidagéo da fenilalaninasés aminoacidos, em sua cinética plasmatica e em sua
a producéo de tirosina de uma maneira irreversivgerda oxidativa, obrigatéria e irreversivel.

Ou seja, as duas vias significativas e importantes de  Embora as tentativas de estabelecer-se um novo
desaparecimento de fenilalanina do plasma sé@o a patamar de requerimento diario, em aminoacidos aro-
corporagao, sintese, em proteina, ou a transformagadticos, apresentasse um horizonte bem definido, cri-
em tirosina, sendo posteriormente oxidada. Dediiaas foram tecidas a esses estudos, no tocante a dura-
maneira, a infusdo de ZHenilalanina produzira c¢&o de 8 horas. Dessa maneira, todas as estimativas de
2H,-tirosina, desde que os deutérios estejam localiz4 horas envolviam, necessariamente, extrapolacdes
dos no nucleo de benzéfibTanto a fenilalanina como das perdas oxidativas irreversiveis, medidas num cur-
atirosina sdo medidas por meio@eMs. Portanto, a to espago de tempo.

oxidacdo de fenilalanina é calculada pelo enriqueci- Sendo assim, utilizando a leucina como aminoa-
mento e pela taxa de aparecimento plasmatico dielo experimental, em trés investigacGes indepen-
tirosina. A fragcdo néo oxidada, ou hidroxilada, de fetentes?® 2 2® que versaram sobre a administracédo
nilalanina € atribuida a sintese protété& Recomen- continua de is6topos estaveis, durante 24 horas, mos-
da-se, quando a taxa de converséo de fenilalanina p@&sam que a taxa de oxidacao diaria da leucina pode
tirosina for estimada por meio da infusdo deer extrapolada, com muita preciséo, a partir de estu-
L-[ring-2H]fenilalanina, sejam utilizados os fatoresios de curta duragéo. No entanto, esta realidade pare-
de correc@® de 2,2 e 1,8, respectivamente, para ese ser bem diferente, em se tratando dos amino&cidos
tado de jejum e alimentado. Assim sendo, temos qugomaticos. Uma das razdes dessa diferenca, pode es-

fluxo de tirosina estimado pela infusédo de
2H,-tirosina.

_ ; tar ligada ao fato de a fenilalanina ser metabolizada

t = Qtx(Et/E / (ip + '
Qp Qtx( P) X Qp '(Ip Qphu predominantemente, no hepatécito, enquanto a leuci-
Qtx Qp x Et/[Ep/ (ip + Qp)londe na apresenta um metabolismo mais variado, sendo oxi-

dada no tecido muscular periférico, cujo fluxo plas-

matico estaria em equilibrio com o “pool” total da

leucina, no organismo.

) ] » ) Para melhor compreender esses achados e veri-

Et = enriquecimento plasmatico de“C-tiro-  ficqr se as conclusbes tracadas poderiam ser aplicadas
sina, derivado da infusdo de“C-fenila- 5 otros aminoacidos, especialmente aos aromaticos,

Ep = enriguecimento plasmatico déXC-fenila-
lanina, derivado da infusdo dé*G-fenila-
lanina;

lanina; conduziram-se outros estudos sobre a administragdo
ip = taxa de infusdo de #€-fenilalanina; continua de is6topos estaveis, desta vez, utilizando-se
Qp = fluxo de fenilalanina estimado pela infu-a [1-+*C]fenilalanina e a’HJtirosina, durante 24 ho-
sdo de I*C-fenilalanina; ras e envarios niveis de ingesta de aminoacidos aro-
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matico£® 3031 A partir de medidas plasmaticas isotéeonvertida (Phe-OH) em tirosina, através de uma
picas, em intervalos de 30 minutos, durante 24 horasacao paralela, conhecida como “canalizacéo”, onde
tornou-se possivel quantificar, com muito mais pregparte da fenilalanina administrada estaria distribuida
séo, a quantidade necessaria de ingesta diaria de amiprocesso de conversdo da fenilalanina em tirosina
noacidos arométicos, para balancear ou equilibrar seasubsequente, oxidagdo; na utilizacao imediata, para
perdas, através da oxidacao. Atribui-se a esta técnfoes de sintese protéica, e, também, na diluicao da
0 nome de “balanco isotépico”. tirosina formada com a tirosina proveniente do cata-
Os interessantes achados desses estudos rdjtdismo protéico, confornmgigura 3. Realmente, exis-
tem a sensibilidade do metabolismo dos amino&cidtesn evidéncias, na literatura, de que esse tipeae
arométicos em relagdo aos diferentes niveis de ingesé® ocorra numa infinidade de transformacdfes
de fenilalanina, particularmente, no seu fluxo pladioquimicas e, de maneira ainda mais importante, na
matico (Phe-flux) e nas suas taxas de oxidacao e hegulacdo metabdlica e na utilizacdo de nutrientes.
droxilacao. Em concluséo, parece que o emprego oral da
No entanto, o balanco diario de fenilalaning**C]tyr poderia tornar-se mais promissor,teata-
mostrou-se positivo nos individuos que consumirativa de elucidar-se, ainda mais e com maior preciséo,
99.8 mg de fenilalanina.kglia’, “neutro” ou em equi- o metabolismo dos amino&cidos aromaticos.
librio no nivel de ingesta de 36.5 mg de fenila- Por outro lado e considerando o fato de a feni-
lanina.kg'.dia® e, finalmente, negativo nhaqueles quéalanina ser oxidada unicamente no figado, pode-se,
consumiram 21.9 mg de fenilalaninatkdja®. também, efetuar o célculo da sintese e degradacéao pro-
Finalmente, as caracteristicas dessas investtica, muscular, quando associada a determinac¢éo do
gac0es, sobretudo os diversos balancos diarios deffexo artériovenos@. Assim, o balanco (Bm) entre
nilalanina obtidos, levam a concluir que o presente msintese (Sm) e degradacédo (Bm), no segmento muscu-
delo experimental, utilizando a administracao dear considerado, é igual a:
isotopos orais{C-Phe €H_-Tyr), subestimam a real Bm = Sm - Bm = F x (Phea - Pheujde
taxa de perda irreversivel (oxidacdo) da fenilalanina.
Todas as determinac@es, até o presente momento, F
baseam-se na concentragdo plasmaticdCphe, que Phea = concentracéo arterial de fenilalanina e
€, provavelmente, igual ou maior do que sua concen- _ ~ . .
tracao isotopica no “pool” intracelular, submetido hev = concentragdo venosa de fenilalanina.
hidroxilac&o e posterior oxidagcédo. Pode ser que parte  De outra maneira, a quantidade total de fenila-
da fenilalanina, administrada na forma isotdpica, sdjanina, que “atravessa” a massa muscular, é o re-

= fluxo de sangue no segmento considerado,

> Proteinas Tirosina (“pool” livre)
(via sintese protéica) > (via catabolismo protéico)

\/

Tirosina

OH (“calanizagéo”)
hidroxilagéo v /

Fenilalanina P Tirosina —P»13CO2

Figura 3 - Modelo de utilizagao da **C-fenilalanina e da **C-tirosina para a exploragdo do metabolismo de aminoacidos aroma-
ticos®.
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sultado daguantidade ndo extraida do total arterial, BLEU = degradacgédo protéica, estimada a partir

corrigida pela fenilalanina liberada via degradacao da infuséo de L-[2:C]leucina;
muscular, Bm, ou seja: DGLN = sintese de novo da glutamina;

ER = (Phea*- Phev¥)/Phea* = 1 - Phev¥/Phea*,RaGLN = taxa de aparecimento da glutamina.
1-ER = Phev*/Phea*

DETERMINACAO DA SINTESE DE
PheaTotal = Phea x F PROTEINAS ESPECIFICAS

PhevTotal = Phev x F = (1-ER) x (Bm + PheaTotal) Perrusio coNSTANTE DO MARCADOR
ou

Proteinas circulantes
= Phev*/Phea* x (Bm + Phea x E)

A perfusao intravenosa e constanté¥kegli-
Bm = (Phev x F)/(Phev*/Phea*) - (Phea x F) cina, durante 72 horas, tem sido utilizada para deter-
= (Phev x F x Phea*/Phev*) - (Pheaxéfjde Minacao da taxa de sintese de albufffind albumina,
_ _ extraida do soro e hidrolisada e enriquecida por
ER = taxa relativa de desaparecimento de fenky.gicina, ¢ medida viGCMS. Este enriquecimento
lalanina intramuscular em relacao a fenig jinear com o tempo, permitindo-se que, em um de-
lalanina arterial total, terminado momento, seja calculada a taxa fracionaria
1-ER = taxa relativa de aparecimento de fenilalate sintese protéica. O "pool" total de glicina pode ser
nina venosa em relacéo a fenilalanina art@stimado pelo "pool" plasmatico, mais'wool” in-
rial total, tra-hepatico de glicina. Este ultimestimado pela

Phea = concentracdo de fenilalanina arterial, determinacéo do enriquecimento urinariéd®ehipu-

) ) ) ) ] rato, metabdlito intra-hepatico da glicina, excretado
Phea* = enriquecimento arterial de fenilalanina eng yring?), ou seja:

PheaTotal = fenilalanina arterial total, FSR = (EALBt2 - EALBtL)/[EHIP x (12 - t1)jonde:
Phev = concentragdo de fenilalanina venosa,

EALBt1 = enriquecimento da albumina, na forma

Phev* = enriquecimento venoso de fenilalanina. 5N-glicina, no inicio do experimento,
tempo t1;
AVALIACAO DA CINETICA DE EALBt2 = enriquecimento da albumina, na forma
AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS 5N-glicina, ao final do experimento, tem-
po t2;

O metodo utilizado pela leucina é aplicavel aoEHIP = enriquecimento urinario de hipurato;
aminoacidos ndo essenciais. Por exemplo, durant@SR
4 horas de infusdo intravenosa de L-J2} ou de
L-[1-3C]glutamina, a taxa de aparecimento de glu- Método semelhante a este, apos a infusao de
tamina é determinada, utilizando-se os mesmd&¥€ leucina, € utilizado para determinar a FSR de apo-
principios de diluicdo isotépica: apds periodo dépoproteina8®.
equilibrio, o enriquecimento de glutamina_é dadoem  ytras proteinas
relacdo a glutamina ndo marcada. Nesta situacao, tam- n . .
bém é necessario considerar a sintiEsaovo Con- A perfusdo continua de L-[#€] leucina, aco-
siderando-se que as proteinas corpdreas contém, ge

média, 1,55 moles de glutamina (incluindo o glutléreesrrg'g‘:‘ng?grgssdz ?gsR ggz g;ﬁeg‘::t;nr'ggggfra a
mato) para cada mol de leucina, e conhecendo-s 270 ' Ira,

cinética da L-[1¥C]leucina, temos qu: utﬁllzagéo ddR-C-MS permite a determinagéo do en-
' ' riqguecimento de L-[22C] leucina, em fragmento de

= taxa fracional de sintese protéica;

BGLN = BLEU x 1,55e biopsia, mg, e apos a infusdo de leucina marcada por

DGLN = RaGLN - BGLN,onde periodos relativamente curtos, de 3 a 5 K8tas
Método semelhante permite a estimativa de

BGLN = degradacéo protéica, estimada a parti¥fSR, em fragmentos de mucosa intesfiydigadd*®,

da infusdo de L-[2:C]glutamina; pele®, etc.
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O METODO DA “SUPERDOSE’ OU “FLOODING” organicos, como, por exemplo, os aminoacidos, e,
Simultanemente, analises multicomportamentais se
(g[]p_straram Uteis na identificacdo de vias metabdlicas

normais (estudo do metabolismo protéico, de hidratos

40%. Teoricamente, esta grande quantidade de le§- carbonods 3 de "p,'o!gos)- Afs!m, sdo passiveis de
na se equilibra rapidamente com o "pool" total de leGEe™M estudados os &cidos organicos, como, por exem-

cina, intra e extracelular, incluindo o leucina-t-RNAPIO: 0s écidos metilimalonico (aciduria metilmalonica)

A seguir, obtém-se amostras de plasma para deterﬁiten”acet'co (fenilcetondaria); acidos graxos de ca-

nacao do enriquecimento de LJG]ceto isocaproato J€i@ curta; compostos organicos volateis, como as
e, cerca de duas horas apés, obtém-se biopssa cetonfa_s e alg(e_ldos; p(_)llOls; amlna_s;.prostaglan,dl_nas;
culaf®® ou amostra de albumina plasma&asendo esterlt_)ldes; amglos, plllares; constituintes dos acidos
possivel o calculo d&SR ou seja: nucléicos e aminoacidos. _
Nos pacientes urémicos, por meio de espectro-
FSR = (Emi2 - Emtl)/Aonde: metria de massa, € possivel demonstrar, no sangue,
A = éarea sob a curva de enriquecimento pla$or exemplo, a presenca de acidos organicos, como o
matico de L-[18CIKIC; acido eritrénico, acido 2-deoxieritropentdnico, acido
tartérico, acido glicérico, &cido 2-metilglicérico, aci-
do vanilico, conjugados de acidos organicos: fenila-
)&'etatoglutémico, furoilglicina, compostos volateis,
fendis, polidis e esterodides.

Este método se baseia na injecdo Unica, int
venosa, de superdose de aminoacido marcado, e
valente a 50 mg/kg de L-[C]leucina, enriguecida a

Emtl = enriquecimento de L-[%C]leucina, medi-
do na proteina considerada no inicio do e
perimento, tempo t1;

Emt2 = enriquecimento de L-[¥C]leucina, medi- Nos pacientes diabéticos, por exemplo, no soro
do na proteina considerada ao final do ex/ou urina, acidos orgéanicos, acido succinico, acido
perimento, tempo t2. adipico, acido lactico, acido 2-cetobutirico, acido

Apesar de este método ser considerado de fél%“hidroxyoctanedicarboxilico, compostos volateis,

aplicacdo e rapido, ele apresenta dois inconvenieni]égtanOI’ 1-octanol, deme_tlletllplrazma.

principais. O primeiro é a necessidade de bidpsia e 0 Na dgenga de Park_lnson, por exemplo, gstudo
segundo é que tal dose de leucina é potente estimulag3etabolismo do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro-
da secrecdo de insulina, que pode alterar os resultaBBilina. da 1,2,3,4-tetrahidroisoquinoline, da L-Dopa

do experimento; desta maneira, os resultados obtifo§as catecolaminas.

por meio deste método t&ém sido contestdtlos _ Nas doencas hepaticas, por exemplo, metabo-
lismo dos acidos biliares e do colesterol, nos erros

inatos do metabolismo, além do estudo de possiveis
toxinas relacionadas com a encefalopatia hepatica.
Uma das aplicagfes clinicas mais recentes dos
Uma das aplicagdes clinicas mais importantés0topos estaveis esta diretamente relacionada com a
relaciona-se com anélises organitascomo, por medida de tempo de transito intestinal e no diagnosti-
exemplo, na determinacdo do peso molecular, a pagir da infecado parelicobacter pylori
de quantidades diminutas do analisado (analyte), sem- Outros exemplos do uso de is6topos estaveis,
pre que for necessario elucidar a estrutura quimica € pesquisa medica e biologica, estao representados
composto alvo. Como previamente descrito, ao se conas Figuras 4 a 7. A Figura 4 apresenta os resultados
binar a cromatografia gasosa e/ou combustdo a dg-cinética de acetad®) realizada com isétopo estéa-
pectrometria, este método tornou-se importante nel do acetato. O estudo sobre as necessidades
deteccdo de concentracdes tracadoras de compostogioacidos essenciais € apresentado na Figura 5. Um
organicos no sangue, urina, gas expirado e outrastro aspecto destes estudos é a possibilidade do es-
fluidos biologicos. Este método pode fornecer infotudo do efeito de um aminoéacido especifico, como € o
macoes, relacionando o diagndstico de doencas e coaso da glutamifé, representado na Figura 6. Por
tribuindo com o seu entendimento patofisiolégico. fim, a Figura 7, apresenta um estudo em que se verifi-
As aplicacdes clinicas incluem o diagnésticoou a interagdo hormorf&l e o metabolismo do
de doengas que alteram o metabolismo de Acidasinoacido essencial, leucina.

USO CLINICO DA
ESPECTROMETRIA DE MASSA
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Unidades

90 1 Acetato arterial pmol/L
Acetato venoso pmol/L
7_7 -
% Fluxo de acetato pmol.kg -*.min -1
% .
% do metabolismo basal
45 - A/ proveniente da oxidacao
do acetato
Oxidacgédo de acetato
pumol.kg -1.min -1
14 - v
7 7 .
2 %
;. Z |

Aspectos cinéticos do metabolismo do acetato

Figura 4 - Metabolismo de acetato, determinado por meio de técnica isotdpica®“?.

140 A ]
1 Observacgéo:
T Estudos estudos, entre outros, mostram que as
70 - recomendacgfes atuais para ingestdo de ami-
noéacidos essenciais estdo inadequadas
0
Q
& 0-
o A A
= -15 7
c
D
[Sugerido Am J Clin Nutr 58:670, 1993
80 Recomendacdes atuais (RDA, 1989)|
-160 - Z
Ingestao de aminoacidos essenciais Balanco de leucina

Estudo com 23C-leucina

Figura 5 - Estudo isotépico sobre as necessidades de aminoacidos essenciais no homem®3.
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570 o [] Dieta sem glutamina T
7] Dieta com glutamina
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S 200 -
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3
0
0 3 ~T
-60 —
Ingestéo Oxidagéo Balango

Balanco isotépico de leucina

Figura 6 - Efeito da suplementagdo de glutamina sobre o balango cinético de leucina®®.
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Figura 7 - Hiperglucagonemia e metabolismo da leucina®®.
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CONCLUSAO protéico é factivel de ser avaliado, mas também o
de lipidios e o de hidratos de carbdéti¢?. Conside-

A utilizacé@o de is6topos estaveis para determiandogue ométodo € indcuaaoexistequalquer con-
nacao de aspectos do metabolismo protéico é prétita;indicacao de ser realizado, por exemplo, em crian-
inécua ao homem, podendo ser obtida a partir de amgas ou gestante, representando progresso nesta area
tras diminutas de plasma ou da proteina em estudod®conhecimento. Até entéo, a utiliza¢cdo de marcado-
surgimento de novas técnicas, acopladas a espectss-era um fator proibitivo no estudo de detalhes me-
metria de massa, como a combustéo, permite tamb#aholicosjn vivo, por exemplo, em gestantes, pois es-

gue a sensibilidade do método seja ainda superior. Was eram radioativos, o que inviabilizava o método de

outro aspecto a ressaltar € que ndo s6 o metabolisestudo.

MARCHINI JS et al.
na, Ribeirdo Preto, 30: 494-507, oct./dec. 1997.

ABSTRACT:

Stable isotope spectrometry to study human protein and amino acid metabolism. Medici-

The aim of this work is to describe the gas chromatography/mass spectrometry

(GC/MS) and its clinical application. GC/MS is becoming a tool for clinical diagnosis and research
procedure interested in the molecular pathogenesis of diseases. The method is highly sensitive
analytical that can obtain precise information on molecule weight and structure from a trace amount
of sample. It has been applied to a wide range of fields from physics and chemistry, to life sciences

such as biochemistry, pharmacy and medicine.

UNITERMS:

Spectrum Analysis, Mass. Metabolism. Nutrition. Amino Acids. Proteins.
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