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CAPILLARY ELECTROPHORESIS COUPLED TO MASS SPECTROMETRY (CE-MS): TWENTY YEARS OF DEVELOPMENT.
CE-MS has been increasingly used for analysis of a vast array of compounds. This article reviews the different electrophoretic modes,

interfaces and mass analyzers that are commonly used in the CE-MS coupling, as well as the technique advantages and performance

characteristics. A large compilation of CE-MS applications is also presented. Therefore, this review is both a guide for beginners and
a collection of key references for people who are familiar to the technique. Furthermore, this is the first CE-MS review published in a
Brazilian journal and marks the installation of the first two commercial CE-MS units in Sao Paulo State.
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INTRODUCAO

A eletroforese capilar (CE) vem ocupando um espago crescente
na quimica analitica como uma poderosa ferramenta de separagdo
e identificac@o de uma ampla gama de moléculas. A CE possui alta
resolugdo e eficiéncia, parametros estes de grande importancia em um
processo de separacao. Outra vantagem € o baixo custo operacional:
mesmo em condi¢cdes em que se empregam solventes organicos, os
volumes consumidos de amostra e eletrdlito sdo despreziveis compa-
rados a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), até mesmo
quando a ultima € utilizada em escala capilar. Ressaltamos também
que os processos eletroforéticos t€ém como caracteristica positiva
a pequena quantidade de amostra injetada (ordem de nL), fator de
importancia em aplicagdes clinicas. Porém a maior contribuigdo que
a CE oferece ¢ sua complementaridade aos métodos ja estabelecidos,
devido a variedade de modos de separagio existentes —e muitos ainda
em desenvolvimento — os quais permitem a andlise de praticamente
todas as classes de compostos.' A CE acoplada a espectrometria de
massas (CE-MS) surgiu, aproximadamente, ha duas décadas, e foi e
vem sendo usada em diferentes aplicacdes, com crescente aceitagao.
O sucesso desta combinag@o alia o alto poder de resolug@o e eficiéncia
da CE com a universalidade e sensibilidade que a MS oferece frente
aoutros sistemas de detec¢@o como, por exemplo, espectrofotometria
na regido do UV-visivel, bem como fluorescéncia induzida a laser
(LIF — laser induced fluorescence), que sdo pouco informativos em
relagdo a estrutura do analito. Um exemplo de tais caracteristicas de
MS envolve seu uso juntamente a ferramentas computacionais, o que
¢ altamente recomendado em estudos envolvendo amostras complexas
(como proteinas, peptideos e metabolitos), j4 que informacdes como
massa molecular e estrutura (MS em tandem) sdo indispensdveis para
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caracterizacio e quantificacio de tais analitos.

Desta forma, as informagoes oferecidas pela segunda dimensio
do detector de massas constituem uma outra vantagem do uso de
CE-MS. Assim, solutos que apresentam pequenas variagdes no tempo
de migragdo, ou até mesmo que migram com a mesma velocidade,
podem ser identificados. Neste cendrio, a CE-MS vem emergindo
como uma ferramenta de grande impacto em bioanalitica, porém ainda
sdo necessarios grandes investimentos em pesquisa e desenvolvimento
para atingir sua plena capacidade tecnoldgica.*’

INSTRUMENTACAO

Em 1987, Olivares et al. relataram o uso inédito do espectro-
metro de massas como detector para CE.* Desde entdo, a técnica
CE-MS tem recebido crescente aceitagido, onde o0 MS complementa,
ou substitui, detectores convencionais que sdo menos informativos
e universais.”!”

O acoplamento off-line CE-MS usando dessor¢do em plasma e
ionizag@o e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI — matrix-
assisted laser desorption ionization) como fontes de ionizagio também
ja foram relatados.!"'> Porém, os sistemas CE-MS realmente efetivos
foram os de acoplamento on-line, inicialmente usando ionizagdo por
bombardeamento com dtomos rapidos em fluxo continuo (cf-FAB
— continuous-flow fast atom bombardment) com interfaces do tipo
juncdo liquida (liquid junction)'*'® e com liquido auxiliar (sheath
liquid)."*' No entanto, o sistema CE-MS on-line somente tornou-se
vidvel e robusto quando uma fonte electrospray (ESI - electrospray
ionization) foi empregada.® Um diagrama universal do sistema CE-MS
& apresentado na Figura 1, mostrando de maneira esquematica todos os
compartimentos dos sistemas CE e MS. Também, de maneira geral, sdo
ilustradas na Figura 1 algumas possibilidades para acoplamento CE-MS
cobrindo os modos de separagdo eletroforética, modos de ionizacdo e
diferentes interfaces, € os analisadores de massas.

Entre os varios modos de separacio existentes em CE, os usados
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Figura 1. Diagrama de um sistema CE-ESI-MS. CZE: capillary zone electro-
phoresis; CGE; capillary gel electrophoresis; CITP: capillary isotachopho-
resis; CIEF: capillary isoelectric focusing; MEKC: micellar electrokinetic
chromatography,; CEC: capillary electrochromatography. ESI: electrospray
ionization; APCI: atmospheric pressure chemical ionization; MALDI: matrix
assisted laser desorption ionization; FAB: fast atom bombardment. FTICR:
Fourier transform ion cyclotron resonance; TOF': time of flight

no sistema CE-MS devem apresentar caracteristicas especificas,
principalmente quanto a volatilidade dos componentes do eletrdlito.
Modos de separagdo como eletroforese capilar de zona (CZE — ca-
pillary zone electrophoresis) com tampdes voldteis ou ndo-aquosos
sdo amplamente usados em CE-MS* e eletrocromatografia capilar
(CEC —capillary electrochromatography).>* Os trabalhos pioneiros
envolvendo aplica¢des de CE-MS, utilizando eletrélitos ndo-aquosos,
foram realizados por Tomlinson ef al.”® na separacéo de drogas e me-
tabolitos. Uma das vantagens que estes tipos de eletrélitos oferecem é
a formagéo de um spray estdvel e compativel com o sistema MS.?6-"
Este fendmeno ocorre principalmente ao se utilizar capilares com
revestimento polimérico interno e eletrélitos contendo modificadores
organicos (como formamida, metanol e acetonitrila), em anélises de
proteinas e peptideos.?

Outros modos de separag¢@o que empregam eletrélitos mais ela-
borados, como isotacoforese capilar transiente (-CITP — transient
capillary isotacophoresis), focalizac¢ao isoelétrica capilar (CIEF —
capillary isoeletric focusing) e cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC — micellar electrokinetic chromatography), também podem
ser utilizados.*** Nestes casos, para evitar a contaminac@o do de-
tector pelos componentes ndo voldteis do eletrdlito (tensoativos,
ciclodextrinas, etc), uma alternativa de acoplamento denominada
preenchimento parcial (PF — partial filling) foi proposta.”> Em PF-
MEKC, por exemplo, o capilar é primeiramente preenchido com o
eletrélito apropriado para o acoplamento com MS (volatil), seguido
pela introdugdo do eletrdlito micelar e, finalmente, pela injecdo da
amostra. Os analitos se separam no eletrélito micelar de acordo com
suas hidrofobicidades e, entdo, migram para o eletrélito voldtil, li-
vre de tensoativo, seguindo em velocidade constante até o detector.
A corrente € interrompida antes que o eletrélito micelar alcance o
detector, evitando assim a contaminagio deste.’*

A combinacdo de MEKC com ESI-MS foi demonstrada com
sucesso na andlise de compostos quirais por Shamsi et al..* O poli-
s6dio N-undecanoil-L-valinato foi empregado como tensoativo por
ser compativel com MS. O uso deste sistema micelar demonstrou-se
vantajoso uma vez que o tensoativo polimérico auxiliou no processo
de ionizagéo, levando a uma alta relacdo sinal/ruido, comparada a sis-
temas monoméricos (Figura 2). Frente a esse cendrio, analitos quirais
polares (carregados ou neutros) podem ser separados e detectados por
MEKC-MS com alta eficiéncia, seletividade e sensibilidade.
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Figura 2. Separagdo da mistura racémica dos compostos: terbutalina, clenbu-
terol, salbutamol, 3-aminopirrolidina, ibuprofenol (IB), 2-hidroxiibuprofenol,
carboxiprofenol e vacomicina por MEKC-ESI-MS, demonstrando o efeito da
variagdo da pressdo do gds nebulizador sobre a resolugdo. Reproduzida da
ref. 38 com permissdo da Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

O uso de microdispositivos (microchips) de separagdo eletroforé-
tica com deteccdo por espectrometria de massas (WCE-MS) também
vem crescendo.®-* Com este propdsito, diferentes configuragdes de
interfaces ja foram desenvolvidas, tal como acoplamento em linha
com MALDI-MS.#™¥ Jin et al.® apresentaram um trabalho revolu-
ciondrio construindo um sistema de reator enzimatico em linha no
qual a bomba seringa, tradicionalmente usada para gerar o fluxo
hidrodinamico, foi substituida pelo fluxo eletroosmético, levando
as protefnas até o reator enzimadtico. As enzimas foram imobilizadas
em uma fase estaciondria e neste sistema foi possivel, em uma tnica
etapa, promover a digestdao de proteinas em 12 min com um sistema
integrado de eletroforese na forma de um chip e sua caracterizacio
em um sistema MALDI-TOF-TOF (time of flight).

O acoplamento em linha usando extragio em fase s6lida —eletro-
forese capilar —ionizag@o por electrospray — espectrometria de massas
por tempo de voo (SPE-uCE-ESI-TOF-MS) também j4 foi desenvol-
vido.*! Para isso, o microchip foi fabricado em poli(dimetilsiloxano)
usando fios de ago como molde, que definiram canais cilindricos
de 50 um de didmetro. Capilares de silica fundida foram inseridos
nesta estrutura. O microchip foi entdo separado em dois niveis: no
nivel inferior o canal foi preenchido com poliestireno para realizar a
extrag@o e no nivel superior ocorreu a separacao eletroforética, que
terminou em uma interface de electrospray sem liquido auxiliar.

Configuracdes para a interface CE-MS

A liberag@o de {ons provenientes de goticulas a pressao atmosfé-
rica, naregido da fonte de fons para o vacuo do analisador de massas,
€ um processo comum a ambas as técnicas de cromatografia liquida
(LC) e CE. Desta forma, as interfaces para o acoplamento CE-MS
foram desenvolvidas com base nas de LC-MS jd existentes.*! Contudo,
em CE-MS, o circuito elétrico envolvido na separagao eletroforética
(que deve ser fechado na saida do capilar, ou entrada do espectrometro
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de massas), a baixa velocidade do fluxo eletrosmético e a natureza
do eletrdlito de separagdo devem ser considerados.

As trés configuragdes comumente utilizadas para o acoplamento
entre CE e ESI-MS sdo: com liquido auxiliar coaxial (coaxial sheath
liquid), com juncao liquida (liquid junction) e, sem liquido auxiliar
(sheathless ou nanospray). Todas as configuragdes envolvem o fecha-
mento do circuito de alta tens@o na extremidade de saida do capilar
de separagdo. Estas configuracdes diferem umas das outras pela po-
sicdo dos eletrodos e a natureza do ambiente de ionizacgdo (presenca
de liquido auxiliar ou ndo), para a formagao do spray na entrada do
sistema ESI-MS, e serdo melhor discutidas individualmente.*

Interface com liquido auxiliar coaxial (coaxial sheath liquid)

A interface com liquido auxiliar coaxial € a modalidade mais
usada para o acoplamento CE-ESI-MS devido a sua fécil construgdo,
estabilidade e reprodutibilidade. O liquido auxiliar € introduzido
através de um tubo de aco inoxiddvel concéntrico ao capilar eletrofo-
rético, em vazdes que variam de nanolitros a poucos microlitros por
minuto. A mistura entre o efluente eletroforético e o liquido auxiliar
ocorre na extremidade do tubo. Um gds nebulizador — que auxilia
na formacao do spray — pode ser introduzido através de um terceiro
tubo concéntrico externo (Figura 3). O circuito eletroforético pode
ser fechado pelo aterramento do capilar metdlico (agulha) do ESI.
A estabilidade e a simplicidade de implementagdo desta interface
constituem algumas vantagens deste acoplamento. Por outro lado,
a principal desvantagem desta técnica € a perda de detectabilidade
devido a dilui¢io dos analitos ao se misturarem com o liquido auxiliar,
levando a limites de detec¢@o maiores que os observados na ausén-
cia deste (interface sheathless). Porém, a otimiza¢do de parametros
eletroforéticos (como pH, concentragdo e natureza do tamp@o) e do
modo de ionizagdo (natureza e concentragdo de solvente organico e
aditivos, e vazdo do liquido auxiliar) podem melhorar a sensibilidade
para uso geral desta interface.’*

Gas nebulizador

MS
/ Liquido auxiliar =

=
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\
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Figura 3. Interface CE-ESI-MS com liquido auxiliar coaxial

Apesar desta configurag@o oferecer flexibilidade na escolha do
tampdo eletroforético, os tampdes comumente usados em CE — como
fosfato e borato — podem gerar problemas na interface ESI devido
a baixa volatilidade, podendo contamina-la e suprimir a ionizacéo
dos analitos, gerando espectros de massas pouco informativos. Essa
limitagdo deve ser especialmente considerada quando CE € empregada
em diferentes modalidades (MEKC e CGE, por exemplo) nas quais
aditivos ndo compativeis com ESI-MS sdo adicionados ao eletrélito.
Assim, tampdes orginicos, como acido férmico e acetato ou bicar-
bonato de amonio, sdo os mais usados em CE-ESI-MS.

Um avanco no desenho da interface ESI com liquido coaxial para
o formato ortogonal, isto €, a 90° com relagdo ao eixo do espectro-
metro,”> ou para o formato excéntrico, isto €, alinhado com o eixo
do espectrdmetro™ porém ndo centralizado, introduziu uma maior
flexibilidade na escolha dos eletrélitos da CE. O uso de uma interface
ortogonal a entrada da amostra (contra-eletrodo) no MS reduz o risco
de contaminag@o ou obstru¢@o da entrada do MS e permite o uso
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de tampdes eletroforéticos moderadamente ndo volateis, podendo
melhorar a separacdo dos analitos.>* Nesta interface, a agulha do ESI
¢é aterrada e uma alta tensao € aplicada na entrada do MS, para onde
os fons sdo direcionados devido a interag@o eletrostitica. Assim, a
probabilidade de apenas moléculas carregadas entrarem no MS €&
maior do que em interfaces lineares, aumentando a detectabilidade
das interfaces ortogonais. Por essas razdes, a interface ESI ortogonal
¢ a mais usada e comercializada para o acoplamento CE-ESI-MS
(Figura 4).

do sistema CE =2 capilar de CE

liquido auxiliar

9as nebulizador

-

agulha do ESI
(aterada)

“skimmers"

para o analisador
demassas

7 gas
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Figura 4. Interface CE-ESI-MS com liquido auxiliar ortogonal

Interface sem liquido auxiliar (sheathless)

Na Figura 5 € apresentado um diagrama da interface sem liquido
auxiliar. Esta interface €, conceitualmente, a mais simples ¢ a mais
adequada porém, experimentalmente, € a mais dificil para o aco-
plamento CE-ESI-MS. A maior dificuldade experimental ¢ manter
simultaneamente os circuitos elétricos de CE e ESI. Para isso, €
necessdria a deposi¢ao de um filme fino de material condutor (como
ouro, prata, polimero condutor ou grafite) na extremidade do capilar.>*
A estabilidade do spray € auxiliada pelo formato da extremidade de
saida do capilar, a qual é normalmente pontiaguda (conica) a fim de
auxiliar a formac@o do spray. Uma alternativa € inserir a ponta do
capilar dentro de uma agulha de metal, a qual auxilia na estabilidade
do contato elétrico dos dois sistemas.

Algumas das limitacdes da interface sheathless sdo: o tempo
curto de vida; a montagem delicada da interface; a necessidade de
recobrimentos de 6tima qualidade para o funcionamento adequado
do ESI e, a formagdo de espécies quimicas em decorréncia de reagdes
eletroquimicas nesta superficie e conseqiiente detec¢io pelo MS.

Nesta interface, a tensdo € aplicada diretamente na extremidade
de saida do capilar através do material condutor depositado em sua
extremidade afunilada. Os limites de deteccdo atingidos com essa

Tensaeo

Capilar (CE)

Figura 5. Interface CE-ESI-MS sem liquido auxiliar. A parte escura na ponta
do capilar representa o filme metdlico depositado
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técnica sdo os mais baixos dentre as interfaces disponiveis, porque
ndo ocorre dilui¢do do efluente eletroforético com o liquido auxiliar.
Porém, a instabilidade da interface e a limitacdo na escolha do tam-
pao eletroforético (que deve ser volatil jd que entrard diretamente no
espectrometro de massas) sdo também desvantagens que limitam o
uso desta técnica. Por essas razdes, a literatura apresenta apenas 11%
de trabalhos onde este tipo de interface € usado para o acoplamento
CE-ESI-MS."°

Interface com jungdo liquida (liquid junction)

Na Figura 6 € apresentado um diagrama da interface CE-ESI-MS
com junc¢ao liquida. Nesta configuracdo, um eletrodo € inserido na
extremidade proxima a entrada do MS pela juncao do capilar com
outro capilar e o ponto onde o sistema € aterrado. O capilar eletro-
forético termina em um reservatério contendo um liquido auxiliar,
usado para fechar o circuito eletroforético, e este € alinhado com a
agulha do electrospray, posicionada do lado oposto do reservatério.
O contato elétrico para fechar o circuito € estabelecido através do
liquido auxiliar. Uma configuragdo alternativa € o uso de uma uniéio
em “T” para conectar o capilar, a agulha de ESI e o reservatdrio.
A distancia entre o capilar e a agulha de ESI € de cerca de 10 — 25
um para que ocorra a transferéncia efetiva dos analitos durante a
formacao do spray. A principal vantagem deste tipo de acoplamento
¢é que CE e ESI podem ser operados independentemente. Assim,
diferentemente das interfaces sem liquido auxiliar com deposicio
de material condutor sobre a prépria ponta do capilar, problemas
que porventura ocorram na agulha de ESI podem ser resolvidos
facilmente pela sua troca, sem afetar o capilar de CE e vice-versa.
Além disso, esta interface oferece flexibilidade para a escolha do
eletrélito de separagdo. Por outro lado, algumas desvantagens des-
te sistema sdo: o posicionamento critico do capilar; formacao de
bolhas na superficie no eletrodo devido a reagdes eletroquimicas
(eletrdlise) resultando em problemas como interrup¢do da corrente
no sistema CE e, o volume morto elevado na unido dos capilares
que leva a um aumento da dispersdo, com conseqiiente perda de
eficiéncia de separagdo. Desta forma, esta interface € pouco usada
no acoplamento CE-MS.%¢
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Figura 6. Interface CE-ESI-MS com jungdo liquida

Modos de ionizacio e analisadores de massas

Diversos modos de ionizagdo podem ser empregados para o aco-
plamento CE-MS, tais como cf-FAB,*’8 ioniza¢do quimica a pressdo
atmosférica (APCI — atmospheric pressure chemical ionization),”*®
MALDI®? e ESI.%¢ ESI € 0 mais comumente usado uma vez que
transfere moléculas ionizadas da fase liquida diretamente para a fase
gasosa. Outra caracteristica interessante do ESI € que moléculas com
alta massa molecular podem ser detectadas pela formagao de {ons mul-
ticarregados (ja que a maioria dos espectrOmetros de massas apresenta
uma faixa limitada de valores de razdo massa/carga - m/z)."’

Diferentes analisadores de massas podem ser acoplados a CE,
incluindo triplo quadrupolo, ressonéncia ciclotronica de fons com
transformada de Fourier,®*" sistema de focalizagdo dupla (seto-
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res elétrico e magnético),®** tempo de v60’7 e ion trap.®** Os
quadrupolos sdo os analisadores mais comumente usados em CE-
MS, provavelmente devido a sua popularidade como detector de
cromatografia e, conseqiientemente, seu menor custo. Entretanto, a
baixa velocidade de varredura (fator limitante na detec¢@o de picos
eletroforéticos que apresentam alta eficiéncia), baixa resolugdo e
sensibilidade (especialmente no modo scan) sdo as principais li-
mitagdes destes analisadores. Ja os analisadores ion trap, também
encontrados em muitos laboratdrios, representam uma boa opgao para
o acoplamento CE-MS por apresentarem melhores velocidades de
varredura e sensibilidade, mas principalmente por poderem realizar
multiplos estagios de fragmentacdo (MS") sem o custo adicional de
instrumentos hibridos.

Limites de deteccio e outras figuras de mérito

O limite de detec¢do em CE-MS € influenciado, primeiramente,
pelas caracteristicas intrinsecas do equipamento de MS como, por
exemplo, a plataforma de separagdo dos fons e configuragdes especi-
ficas dos esquemas de detec¢ao de fons. Adicionalmente, o modelo de
interface empregado, as condigdes em que essa interface € operada, as
propriedades do eletrélito, a dimensdo do capilar e outros parametros
do sistema eletroforético influenciam a detectabilidade do sistema.®¢
Na literatura, encontram-se valores de quantidades minimas detecta-
das para sistemas sheath liquid e sheathless na ordem de 3-20 ¢ 0,1-5
fmol, respectivamente, na andlise de peptideos sintéticos.’

Grahama et al.”® empregaram CE-MS na quantificacdo de 30
espécies de compostos encontrados em veneno de cobra (contendo
moléculas relacionadas ao processo de vasodilatacio), apresentando
limites de detecc@o na ordem de 10 pmol L. Soga et al.™ desenvol-
veram um método para determinagio de 82 compostos (incluindo 9
anions inorganicos, 23 dcidos organicos, 18 aminodcidos e 32 car-
boidratos) em uma tnica andlise, obtendo limites de deteccdo entre
0,1 e 14 ymol L', em um sistema CE-MS/MS com analisador triplo
quadrupolo. Limites de deteccéo de 0,3-3,8 ng mL"! foram obtidos
na andlise de anfetaminas em urina de humanos, utilizando extracio
em fase solida (SPE — solid phase extraction) para pré-concentracio
e clean up da amostra.”

Conforme mencionado anteriormente, os menores limites de
detec¢@o s@o obtidos com a interface CE-MS sheathless, embora
seja ainda pouco usada. Por exemplo, Edwards et al.’® conseguiram
determinar 118 metabdlitos relacionados a Escherichia coli com
esta interface em uma unica andlise, obtendo limites de detecgdo de
20 nmol L' a 2,5 umol L!. Wang et al.”” desenvolveram um método
para analisar nucleosideos em urina de humanos com excelentes
linearidades e limites de detecgéo na faixa de 0,00862-3,82 umol L.
Em outro exemplo, a separac¢do de 7 isomeros D e L de farmacos foi
realizada por CE-ESI-MS com limites de detecgao de 0,1 ug mL",
em menos de 30 min.”

Lara et al.” apresentaram um novo método combinando extra-
cdo em fase sdlida e CE-MS para analisar 11 giberelinas, o qual
apresentou linearidade entre 0,984—0,995, variagdo nos tempos de
migracdo inferior a 0,8% e detectabilidade entre 0,31-1,02 umol L.
Ge et al.® desenvolveram e validaram um novo método analitico
usando CE-MS/MS para analisar 12 sulfoamidas em carne suina,
apresentando sensibilidade requerida pela decisdo da Comunidade
Européia (2002/657/EC European Decision). A faixa de linearidade
(r) encontrada foi 0,996-0,997, a precisdo das dreas dos picos foi
inferior a 14%, a faixa de recuperag@o foi 76-98% e os limites de
quantifica¢do variaram na faixa de 12,5-46,5 pg kg™".

Sturm et al.*' apresentaram um método para analisar interferentes
(4lcool aminos) em lubrificantes e liquidos refrigeradores (coolants)
usando CE-MS e empregando eletrdlitos ndo aquosos. O mesmo foi



2128 Assuncdo et al.

otimizado resultando em andlises com tempo de migragdo inferiores a
9 min, sendo possivel analisar 10 contaminantes. O método apresentou
variagdo dos tempos de migracdo inferior a 1,5%, linearidade entre
0,990-0,999, limite de deteccdo inferior a 1 mg L' e repetibilidade
intra e inter dia inferior a 5% (n = 10).

Fekete et al.** validaram um método para quantificar 8 quinonas
de uso veterindrio aplicadas em vacas leiteiras. Este método foi
desenvolvido de acordo com a regulamentacdo da drea na Comu-
nidade Européia para estas formulacdes (EU Council Regulation
n°. 2377/90). Resultados satisfatérios foram encontrados, tais como
linearidade entre 0,989-0,992, desvios de tempo de migragao e drea
de picos inferiores a 18% e recuperacdo entre 81-110%. Estes pa-
ramentos foram inferiores aos requeridos na norma acima citada, o
que indica que o método baseado em CZE-MS/MS para andlise de
antibidticos em controle e seguranca de alimentos tem alto potencial
de aplicag@o.

APLICACOES PARA CE-MS

Nos ultimos 20 anos a CE acoplada a MS vem ganhando no-
toriedade crescente como ferramenta analitica,>** e anualmente a
revista cientifica mais importante na drea de métodos eletroforéticos
e técnicas afins, a Electrophoresis, dedica uma edicdo especial inteira
a trabalhos exclusivos com CE-MS.#% A maioria dos trabalhos
empregando esta técnica estd relacionada as ciéncias da vida,* to-
davia, encontram-se na literatura trabalhos nas mais diferentes areas,
envolvendo vdrias modalidades de eletroforese capilar acopladas a
MS.31,87-90

Soga et al.’' desenvolvaram e determinaram 352 substincias
modelo relacionadas a rotas metabdlicas conhecidas, o que é um
resultado altamente satisfatério, empregando CE-MS como fer-
ramenta analitica. Esta mesma metodologia baseada em CE-MS
foi empregada, em outro trabalho, para analisar 1692 compostos
oriundos do extrato da bactéria Bacillus subtilis (Figura 1S — Ma-
terial Suplementar). Estes resultados geraram informacdes sobre
mudangas no metabolismo durante a fase de esporulagdo. O mesmo
grupo de pesquisa comprovou a possibilidade de separar compostos
anidnicos relacionados a rotas metabdlicas do B. subtilis.”> As quan-
tidades detectadas foram da ordem de fmol, o que tornou o método
desenvolvido ainda mais atraente e de grande aplicabilidade para
estudos desta natureza.

He et al.”® desenvolveram um método para a detec¢do de me-
tabdlitos diagndsticos em urina por CE-MS, obtendo um método
mais especifico e sensivel que por detecgdo UV. Dentre os meta-
bdlitos investigados incluem-se os relacionados a deficiéncia de
v-glutamil transpeptidase, deficiéncia generalizada de glutationa,
deficiéncia de adenilsuccinase, atrofia de girato e histidinemia. Ha
também varios trabalhos mostrando a eficiéncia do emprego de
CE-MS em estudos metabdlicos em fluidos bioldgicos de origem
animal e vegetal 7

Soga et al.”® descreveram um método para separacéo e detecgéo
de 1.859 analitos em extratos de figado de rato e estudaram multiplas
mudangas em niveis metabdlicos, incluindo a ativagdo da rota da
biossintese do oftalmato. Esse trabalho mostra que a CE-MS € uma
poderosa ferramenta na descoberta de biomarcadores de baixa massa
molecular, relacionados ao stress oxidativo.

A busca de métodos analiticos aplicados a andlises clinicas, nas
quais a disponibilidade de amostra ¢ minima (sangue, ou ainda mais
criticamente, fluido cérebro-espinhal, por exemplo), tem recorrido
a CE-MS como a técnica de escolha. Dentro desta necessidade,
sistemas analiticos de CE utilizam menos que 10 nL. de amostra por
injecdo, fazendo com que seja ideal para testes pedidtricos, geridtri-
cos e forenses. Em HPLC, mesmo em escala capilar, utiliza-se no

Quim. Nova

minimo 1 pL em cada injecdo. Smetkova et al.” publicaram uma
revisdo sobre andlise de morfina e compostos relacionados por LC e
CE-MS. Diferentes modos de ioniza¢@o a pressdo atmosférica, bem
como demais pardmetros relacionados a eficiéncia de ionizagao,
foram discutidos. Concluiu-se que CE-MS é, por enquanto, menos
usada que LC-MS nas andlises de tais compostos, mas que tem grande
potencial de aceitacdo devido as vantagens ja citadas. A andlise do
entorpecente ecstasy e seus derivados em urina, usando CE-ESI-
MS, também € encontrada na literatura.'® Demais firmacos como
cafefna, anfetamina e benzodiazepinas também j4 foram analisados
pela técnica de CE-MS. 101104

Metodologias via CE-MS para analisar proteinas glico-conju-
gadas em urina de pacientes foram também desenvolvidas, as quais
auxiliam o diagnéstico de vdrias desordens metabdlicas, tais como
Diabete mellitus e outras doengas que afetam o metabolismo em ge-
ral. 101105107 A descoberta de biomarcadores relacionados a desordens
metabdlicas em organismos humanos, tais como doenca de Alzhei-
mer, tornou-se vital para o diagndstico do estagio inicial da doenca,
bem como para a compreensio do seu mecanismo. A alta resolugio
de CE ajuda na identifica¢cdo de amostras complexas, geralmente
eliminando etapas de isolamento prévio, e a alta sensibilidade da
MS auxilia a descoberta de biomarcadores no estdgio inicial de dis-
funcdes metabdlicas.!® Desta forma, desde 2003, métodos baseados
em CE-MS passaram a ser reconhecidos na Comunidade Européia
como metodologia oficial para diagndsticos.'” Lord et al.''® relataram
a andlise do 4cido 5-aminolevulinico (ALA) e do porfobilinogénio
(PBG), dois metabdlitos relacionados a porfiria aguda intermitente
(PAI), por CE-MS com niveis de detecgdo suficientes para fornecer
um diagnéstico rdpido e preciso da doenca.

Em estudos protedmicos, a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE) ¢ amplamente usada, em-
bora apresente vdrias limitagoes, que levaram ao desenvolvimento de
sistemas complementares, como a cromatografia bidimensional. En-
tretanto, a CE oferece possibilidade de, no futuro, superar os sistemas
eletroforéticos convencionais, frente a diversidade de mecanismos de
separagdo. Recentemente, trabalhos envolvendo estudos protedmicos
sdo encontrados na literatura, os quais comprovam a evolucdo de
CE-MS aplicada neste tipo de estudos.!!!-1!5

A técnica de CE-MS também pode ser empregada na andlise de
residuos de pesticidas em alimentos. O limite de detecgdo obtido &
pelo menos uma ordem de grandeza menor que em CE-UV e, con-
comitantemente, menor que os permitidos por lei (limite maximo
permitido para o residuo) aumentando, portanto, a aplicabilidade desta
técnica. A analise de acidos nucléicos, bem como seus adutos, também
ja foi realizada por CE-MS. No segundo caso, adutos de benzo[a]
pireno foram avaliados, uma vez que s3o compostos policiclicos
aromadticos presentes no meio ambiente.!'® Novos procedimentos de
preparagdo de amostra, a fim de eliminar os nucleotideos néo adutos,
foram discutidos, como extracdo em fase sélida com afinidade por
metais.'”

Outra aplica¢@o de grande interesse € a andlise de aminodcidos
em alimentos, por necessitar de métodos quantitativos e precisos.
A anélise de aminodcidos € particularmente desafiadora devido
ao fato que a maioria dos aminodcidos ndo absorve na regido
UV, requerendo derivatiza¢do da amostra e levando a maior fonte
de erros.® O sistema CE-MS ¢€ o ideal para andlise qualitativa e
quantitativa de aminodcidos em alimentos devido a sua precisio
e sensibilidade, embora o custo da andlise ainda seja alto. Alguns
trabalhos na literatura demonstraram a utilidade e confiabilidade
de CE-MS para a anélise de aminoécidos (Figura 7). Nestes
trabalhos, a CE-MS apresenta um grande avango uma vez que a
pequena diferenca de mobilidade entre alguns aminodcidos sempre
foi um empecilho nas separag¢des envolvendo outras modalidades
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de CE. Porém, a combinacdo de artefatos, tais como o uso de
pressdo na separagdo e aditivos no eletrélito, aliados a ferramentas
computacionais possibilitou a andlise eficiente e a quantificacéio
de aminodcidos em diferentes matrizes.>**8+112 A extragdo em fase
sdlida previamente a andlise por CE-MS contribui para o aumento
da detectabilidade dos métodos de andlise de alimentos, como
leite de soja,!'® péssego, nectarina,' sucos de uva e laranja.'”® Um
estudo envolvendo a avaliag@o de diferentes métodos de hidrélises
da proteina albumina soro bovina (BSA — bovine serum albumin)
usando CE-MS para andlise dos aminodcidos resultantes mostrou
a utilidade e aplicabilidade da técnica, empregando a castanha do
pard como amostra real.'!
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Figura 7. EIEs (Extracted lon Electropherograms) de aminodcidos presentes
em molho de soja. Reproduzida da ref. 91 com permissdo da ACS

Na Tabela 1 € mostrado um panorama geral das principais apli-
cacdes de CE-MS em proteoma, metaboloma, separagdes enantio-
méricas, forenses, ambientais e clinicas.

O ESTADO DA ARTE E PERSPECTIVAS DA EVOLUCAO
DE CE-MS NO BRASIL

O grupo de pesquisa do Prof. Dr. Etelvino J. H. Bechara tem como
interesse o desenvolvimento de metodologias analiticas e bioanaliticas
com CE-ESI-MS/MS" relacionado a varios enfoques. Um deles € a
busca de biomarcadores para o estudo de mecanismos relaciona-
dos ao estresse redox e carbonilico associado a 0-aminocetonas e
B-cetodcidos endGgenos. Estes estudos estdo relacionados a varias
desordens metabdlicas. Sabe-se hoje que O, e NO atuam como
parceiros no metabolismo normal e que desequilibrios nesta coo-
peracdo produzem danos oxidativos e nitrosativos em biomoléculas
e organelas, ameagando a vida da célula. Outra linha de estudo € a
atividade pré-oxidante e acilante de metabdlitos de aminodcidos,
particularmente o-aminocetonas e B-cetodcidos, que sdo acumula-
dos nos tecidos de portadores de desordens. Nos préximos anos a
investigagdo dos mecanismos de oxida¢@o aerébica dos metabolitos:
acido 5-aminolevulinico (ALA); aminocetona (AA); succinilcetona
(SA) e metil aceto acetato (MAA), bem como os efeitos deletérios
de seus produtos de oxidacdo finais — 4cido 4,5-diéxidovalérico
(DOVA), metilglioxal (MG) e biacetilo — sobre células em cultura,
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ratos e humanos serd continuada. Uma das principais ferramentas
para este estudo estd em metodologias baseadas em CE-ESI/MS"
para andlise destes metabdlitos e busca de marcadores relacionados
ao estresse carbonilico.

A Profa. Dra. Marina F. M. Tavares supervisiona o laboratério
de cromatografia e eletroforese capilar (LACE), fundado em 1997
no IQ-USP. Seus interesses de pesquisa relacionam-se com separa-
¢des em meio liquido, cromatografia e eletroforese capilar de alta
eficiéncia, em tépicos de cunho fundamental e aplicado, centrados
em compostos de importancia clinica, forense e ambiental, além de
farmacos, alimentos e produtos naturais. A linha de pesquisa que
abrange aspectos fundamentais inclui estudos dos mecanismos de
separacio, modelos de migragdo eletroforética e eletroosmotica,
intera¢do soluto-micela, equilibrios dcido-base e de complexagdo,
otimizacdo de separagdes e estratégias de pré-concentracdo on-line. A
linha clinica inclui a avaliag@o de metabdlitos (hemoglobina glicada,
cetodcidos, hormonios esteroidais) em fluidos bioldgicos (sangue e
urina), enquanto que a drea forense inclui a investigagdo de drogas
de abuso (opidides, canabindides, anfetaminas) em fluidos biol6gicos
alternativos (cabelo e humor vitreo). A drea ambiental contempla
estudos sobre emissdes veiculares e poluentes no ar atmosférico
(aldeidos e cetonas) e d4guas de abastecimento (firmacos, pesticidas,
azo-corantes). A linha de farmacos inclui investigacio de pureza e
controle de qualidade de farmacos anti-retrovirais (coquetel AIDS)
e anti-cancer (ftalocianinas metaladas). Em alimentos, o foco esta
na andlise de constituintes (carboidratos, dcidos graxos, dcidos car-
boxilicos, compostos fendlicos e aminodcidos), aditivos (corantes e
vitaminas) e contaminantes (pesticidas). Na linha de produtos natu-
rais, hd interesse na caracterizacio de extratos vegetais (compostos
fendlicos), 6leos essenciais e hidrolisados de proteina de interesse
cosmidtrico ou fitoterdpico.

O Laboratério de Bioanalitica, Microfabricagdo e Separagdes —
BioMicS — tem como metas o desenvolvimento de instrumentacio
analitica em métododos eletroforéticos, em particular no desenvolvi-
mento de microchips de separagdo. Visa também o desenvolvimento
de metodologias bioanaliticas que possam contribuir nao s6 para um
melhor diagnéstico de doengas, mas também para o entendimento
dos processos bioldgicos envolvidos. Para tanto, atua nas dreas de
gendmica e andlises genéticas, protedmica e andlises de proteinas,
e metabolomica e andlise de metabdlitos secunddrios de plantas e
microrganismos. Com exce¢do das andlises genéticas, as dreas de
protedmica e metabolomica sdo essencialmente depententes de es-
pectrometria de massas e a utilizacdo de CE-MS € fundamental para
o sucesso de tais projetos. Alguns exemplos de desenvolvimentos
nesta dire¢do, comecando pela instrumentacéo, s3o o acoplamento de
microchips ou MS, desenvolvimento de colunas especiais para CE-
MS sheathless, microcolunas empacotadas para eletrocromatografia
e métodos eletroforéticos em meio nido-aquoso.?® Particularmente
na drea de protedmica, o foco € voltado para a protedmica clinica,
buscando biomarcadores para diagnéstico precoce de doencgas e no
entendimento de como algumas doengas evoluem, como esquizo-
frenia e Alzheimer. O interesse em metabdlitos secunddrios abrange
desde a detec¢do e identificacdo estrutural de novos metabdlitos
biologicamente ativos,'?>!? até o entendimento de rotas metabdlicas
e mecanismo de ac¢do de proteinas numa abordagem mais ampla de
quimica bioldgica e biologia de sistemas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, encontra-se a
Figura 1S, que contém eletroferogramas dos ions extraidos (EIEs)
de metabdlitos catidnicos da bactéria Bacillus subtilis.”'
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Tabela 1. Principais aplicagdes de CE-MS
Aplicacio Analito Matriz Modalidade de CE Inter.facg, mf) dode  Analisador Ref.
ionizag¢ao de MS
Biomarcadores de doencas renais Urina Humana CZE Sheath liquid TOF 114
Biomarcadores de doencas renais Urina Humana CZE Sheath liquid, ESI TOF 122
Protedmica Biomarcadores de cancer de prostata  Urina humana CZE Sheath liquid, ESI TOF 123
L. . . Pus, escarro e urina L. 93
Digerido proteico de patégenos de humanos CZE Sheath liquid, ESI  Ion trap 124
Glutationa, piroglutamato, adenil
succinato, ornitina, histidina e 4cido ~ Urina humana CZE Sheath liquid, ESI  Ion trap
homogenistico
Metabdlitos de haloperidol Urina humana CZE Sheath liquid ESI Quadrupolo 125
Isomeros de anfeta'mmas ¢ pseudo- Urina humana CZE Sheath liquid, ESI Quadrupolo 78
efedrina
Isomeros de tramadol Plasma humano CZE-partial filling Sheath liquid, ESI Quadrupolo 126
Acidos organlc/os, aminodcidos e Arroz transgénico CZE Sheath liquid, ESI N.L* 127
acucares
Metabdlitos das vias glicolitica e
Pentose/f.osfato, do ClClo.dO 2~101d0 Folha de arroz CZE Sheath liquid, ESI Triplo 128
tricarboxilico da foto-respiragdo e da quadrupolo
. biossintese de aminodcidos
Metabolomica Sideréforos Extrato bacteriano CZE Sheath liquid, ES1  Ion trap 129
Metabdlitos anidnicos, catidnicos, Extrato de Bacillus . Triplo
nucleotideos e derivados de CoA subtillis CZE Sheath liquid, ESI quadrupolo 92
Nucleotideos glicosilados Extrato celular CZE Sheath liquid, ESI Linear 130
lon trap
Metabélitos 4cidos e fosforilados Extratos de CZE Sheathless, ESI ~ lontrap 76
procariotos
Metabdlitos bacterianos Escherichia coli CZE Sheath liquid, ES1  Ion trap 131
Enzimas bacterianas Escherichia coli CZE Sheath liquid, ESI Qu:sirrgpl):olo 132
Glicofosfatos, dcidos organicos, CZE com aplica¢do
nucleotideos e compostos derivados Padrdes analiticos de pressdo Sheath liquid, ESI  Ion trap 133
da coenzima A (CoA) (polaridade reversa)
Drogas de abuso Urina humana CZE Sheath liquid, EST Quadrupolo 134
Farmaco Urina humana CZE-NACE Sheath liquid, ESI  lon trap 135
Féarmaco Urina humana CZE Sheath liquid, ESI N. L 136
Farmacos para doengas pulmonares Plasma CZE Sheath liquid, ESI Triplo 137
quadrupolo
Farmacos e metabolitos Soro CZE-partial-filling Sheath liquid, ESI Quadrupolo 138
Lo Triplo
Farmacos Plasma de macaco CZE Sheath liquid, ESI quadrupolo 139
e API
e TOF
Farmacéﬂutica/ Aminodcidos rela(:lon,afios com Sangue CZE Sheathless, ESI lon trap 140
Separacdes desordens metabdlicas
enantioméricas Impureza em composto antiflingicos Farmacos CZE Sheath liquid, ES1  Ion trap 141
Farmacos anestésicos Formulagdes ~ CZE-partial-filling Sheath liquid, ESI Quadrupolo 142
Forense/ Drogas de abuso Solucdo de padroes CZE Sheath liquid, ESI Quaircl)lgolo— 143
Farmacos Solucdo de padrdoes CZE-partial-filling Sheat};plzrcg;zd, won Quadrupolo 144
Antibidticos Solugdo de padrdes CZE Sheath liquid, ESI Quadrupolo 145
Farmacos Solugdo de padroes CZE N.L, ESI Triplo qua- 146
drupolo
Herbicidas Solucdo de padrdes CZE Sheath liquid, ESI ~ Ion trap 147
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Tabela 1. continuagio
Aplicacao Analito Matriz Modalidade de CE Interfac?z, m? dode Analisador Ref.
ionizacao de MS
B-carbonilas Extratos de plantas CZE Sheath liquid, ESI  Ion trap 148
E Morfina e anfetamina Urina CZE Sheath liquid, ESI  Ion trap 149
orense
Anfetaminas Urina humana CZE Sheath liquid, ESI  Ion trap 104
Opio Extrato de planta CZE Sheath liquid, ESI TOF 150
Herbicida Agua CZE-NACE Sheath liquid, ESI  Ion trap 151
L. P Sheath liquid,
Espécies metdlicas Solo CZE JCp+ N.IL 152
Antimdnio Esgoto CZE Sheath liquid , ICP N.L 153
Glicoproteinas associadas ao cancer ~ Urina humano CZE MALDI TOF 154
Ambiental i
frblenta Derivado de boro Urina humana CZE Sheath liquid, ESI  ITontrap 155
(drogas anticancerigenas)
Borofenilalanina Tecidos humanos CZE Sheath liquid, ICP S¢°" €17 |56
magnetico
Serotonina e precursores Plasma humano CZE Sheath liquid, ESI TOF 157
Metaloproteinas anti-cancerigenas Soro CZE Sheath liquid, ICP N.I 158

*N.L: ndo informado. **ICP: plasma acoplado indutivamente
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