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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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RESUMO: Com o objetivo de conhecer as
composi¢cdes das proteinas tem se utilizado
a quantificacdo de aminoacidos nas areas
de Dbioquimica e Partindo
do pressuposto de que o aminoacido é a
unidade estrutural béasica das proteinas,
se fazem necessarias suas quantificacbes
e qualificagbes. O processo fisico-quimico
utilizado para esse estudo é a cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando como
detector a fluorescéncia. Varios sédo os tipos de

bromatologia.

cromatografia realizados para o rastreamento
de doencas do metabolismo de aminoacidos.
Os exemplos mais comuns dessa técnica
sdo a cromatografia de aminoacidos na urina
e cromatografia de aminoacidos no plasma.
Se houverem alteragcbes de aminoacidos é
necessaria uma busca de erros inatos do
metabolismo e realizar cromatografia em plasma
e urina por meio de analise quantitativa (CLAE).
Concluimos que os métodos cromatograficos
quantitativos foram um grande avancgo na area
dasaude, incluindo esta técnica para separacao,
identificacdo e quantificagdo de aminoacidos,
utilizada para o rastreamento de doengcascomo a
homocistinaria e a tirosenemia, as quais afetam
0 metabolismo dos aminoacidos metionina
e tirosina, respectivamente. Dependendo de
fatores como idade e estado nutricional no
momento da coleta, podem ser diferentes os
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resultados de niveis de aminoacido no sangue.
PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia, Aminoacidos, Rastreamento, CLAE.

ABSTRACT: To obtaining knowledge of proteins composition, quantification of amino
acids has been used in the areas of biochemistry and bromatology. Considering amino
acids are the basic unity structural of proteins, their quantifications ad qualifications
are necessary. In this study, the physicochemical process High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was used as fluorescence detector. Several types of
chromatography are applied in detection of amino acids metabolic diseases. The most
common examples of this technique are amino acids chromatography in urine and
plasma. In case of disorders in amino acids levels, itis required a research of metabolism
innate errors and a qualitative analysis of chromatography (HPLC) in plasma and urine.
We conclude that quantitative chromatography methods were a breakthrough in health
area, including this technique of amino acids separation, identification and quantification
has been used in tracking of diseases, such as homocystinuria and tyrosinemia, which
affect metabolism of amino acids methionine and tyrosine, respectively. Some factors
such as age and nutritional status at the moment of sample collecting can modify results
of amino acid levels in blood.

KEYWORDS: Chromatography, amino acids, tracking, HPLC.

11 INTRODUCAO

A determinagcédo dos aminoéacidos € usada ha muito tempo, desde na pesquisa
bioquimica, como também na area de ciéncia de alimentos, mais recentemente, com a
intencéo de conhecer melhor a composicao das proteinas (KIPP, 1996). Os aminoacidos
sa@o unidades estruturais basicas das proteinas, a quantificacdo e a qualificacao dos
mesmos tornam-se necessarias, sabendo-se que, o fator principal determinante da
qualidade da proteina é a sua composicdo em aminoacidos. Com isso, a determinacgéo
dos aminoacidos é um dos primeiros passos na compreensao da estrutura da molécula
da proteina, sendo bastante relevante a anélise precisa e quantitativa a fim de verificar
o valor nutricional das proteinas. (CARREIRA et al., 2002).

A determinacé@o de aminoacidos de inicio era realizada empregando uma resina
sulfonatada de troca iGnica, sendo uma técnica cara e a deteccédo dos aminoacidos
era feita por calorimetria, apés a reacéo pds-coluna dos aminoacidos com ninidrina.
Posteriormente introduziu-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que
possui caracteristica de grande especificidade e é um equipamento mais econémico e
versatil que um analisador de aminoacidos de troca ibnica. (CARREIRA et al., 2002).

Apesar dos avancos nas técnicas de analise, como equipamentos que com alta
seletividade e sensibilidade, além da possibilidade da realizacdo da analise em menos
tempo, novos métodos para preparo de amostra ndo avancaram da mesma forma,
sendo fator limitante por se tratar de um processo analitico. (FERREIRA, 2016). A
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apresenta versatilidade, robustez e
capacidade para analisar simultaneamente varias substancias, com tempo reduzido
de analise, com sensibilidade, especificidade e automacao (DIAS et al., 2017).

A descoberta de aminoacidos e proteinas biomarcadoras de determinadas
doencas e a validacao de métodos analiticos tém grande importancia, pois contribuem
para um diagnéstico rapido e preciso, assim como na descoberta de novos alvos
farmacolégicos e desenvolvimento de novas opgbes terapéuticas. Entretanto, a
descoberta dos biomarcadores na deteccao de doencas e a validagcao de metodologias
sao processos demorados e desafiadores (BRINGANS et al., 2017).

2| METODOLOGIA

Este trabalho foi baseado em pesquisas descritivas bibliograficas, tendo como
finalidade, a realizagdo de um estudo retrospectivo através da literatura cientifica sobre
a utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para identificacéo de
doencas. Onde os trabalhos foram selecionados através da base de dados do Scielo,
Science Direct, Periddicos Capes e Lilacs, tendo como descritores: CLAE, Aminoacidos,
Identificagdo, Doencas. Tendo como critérios de inclus&o artigos originais, revisdes de
literatura, dissertacdes e teses escritas na lingua inglesa e portuguesa nos anos de
2002 a 2018. Publicagbes estas que se referiam ao uso e importancia da utilizacao da
CLAE para determinadas doencas.

31 ANALISES E DISCUSSAO

3.1 Amostras bioldgicas

Uma das amostras bioldégicas mais utilizadas na deteccdo de biomarcadores
€ o plasma (ou soro) sanguineo, pois informa o estado fisiologico dos tecidos do
paciente (BRINGANS et al., 2017). Existem estudos para avaliagao através do plasma
do aminoacido homocisteina (Hcy). Este aminoacido tem seu nivel aumentado em
distarbios genéticos, como no caso da homocistinuria classica e a aciduria metilmaldnica
combinada a homocistinuria. Ainda podem ser associadas outras doencgas aos altos
niveis de Hcy, como doencas (CONCEPCION-ALVAREZ; CAMAYD-VIERA; NUEVAS-
PAZ, 2016).

Através de andlises do soro sanguineo, também sao detectados outros
aminoacidos, a fenilalanina (Phe) e a tirosina (Tyr), para a confirmacao de casos de
hiperfenilalaninemias, uma desordem metabdlica causada por uma muta¢do no gene
que codifica a enzima L-fenilalanina hidroxilase, que é responsavel pela conversao da
fenilalanina em tirosina (CONTRERAS et al., 2015).

O emprego da urina como uma ferramenta analitica possui diversas vantagens,
pelos seguintes fatores: pode ser obtida em grandes quantidades, a coleta ndo é
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invasiva, portanto, facilita a repeticdo de coletas e monitoramento do paciente. Além
disso, a urina € um fluido biolégico que, em comparagédo com o plasma, o preparo da
amostra € mais simples, pois ndo apresenta uma grande quantidade de proteinas,
nem efeitos matriciais significativos (KUCEROVA et al, 2017).

3.2 Preparacao da amostra

Para o preparo de amostras sanguineas (plasma ou soro) em analises utilizando
CLAE, apés a coleta e centrifugacédo de cerca de 2 mL de sangue periférico, retira-
se as aliquotas de soro ou plasma. Em seguida, &€ necesséario um pré-tratamento
de desproteinizacdo, que pode ser efetuado utilizando uma solugcdo de acido
tricloroacético a 10% (1: 1, v / v), as amostras sédo centrifugadas por 10 minutos e o
sobrenadante é transferido para um tubo limpo. Posteriormente, séo transferidos 100
ML do sobrenadante para um tubo contendo 400 UL de agua destilada e esta solugao
€ homogeneizada em um agitador (CONTRERAS et al, 2015).

3.3 Analise cromatografica (CLAE)

ACromatografiade Liquidos ou HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
€ um método analitico que propde separar, identificar e quantificar substancias
presentes sendo em produtos diferentes e baseando-se em suas estruturas e fungoes
moleculares diferenciadas (CHUST, R.B, 1990). A separacdao na CLAE acontece
através de um mecanismo de interacdo seletiva entre duas fases, uma estacionaria e
outra movel e as moléculas do soluto (amostra). (PENEDO, 2016).

A fase estacionaria é a coluna cromatografica, ou seja, um cilindro rigido
(normalmente de aco ou vidro). Afase mével ou solvente flui de maneira continua através
do sistema, arrastando a amostra injetada pela coluna e pelo detector. As substancias
da amostra devido a fatores como estrutura molecular e grupos funcionais obterao
distintos graus de afinidade com a fase movel e estacionaria assim sua velocidade de
migracao permitindo assim ocorrer a separagao cromatografica. Portanto, a substéncia
de maior afinidade com a fase estacionaria, sera retida na coluna por maior periodo de
tempo, e a de menor afinidade, evoluindo mais rapidamente pela coluna (PENEDO,
2016).

3.4 Interpretacao dos resultados

Para a interpretacdo dos dados cromatografico devem ser seguidos alguns
parametros para que o resultado seja satisfatorio para a analise, em que 0s picos
apresentem boa separacao e sejam simétricos. Logo, o resultado em forma de grafico
sera satisfatério. Alguns fatores vao influenciar na interpretacdo dos cromatogramas
como tempo de retencdo, tempo morto, largura do pico, coeficiente de distribuicéo,
fator de separacéo, resolucdo, numero de pratos teoricos, fator de simetria, desvio
padrao relativo (COLLINS, et al.,2006).
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41 CONCLUSAO

Fatores como idade e estado nutricional que se encontra o paciente pode
influenciar nos resultados a nivel de aminoacido, onde os métodos cromatograficos
permitem uma melhor quantificacdo desses valores, ja que possui técnicas para
separacao, identificacéo e qualificacdo dos mesmos, permitindo assim um rastreamento
de doencgas como a homocistinuria e a tirosenemia, ja que estas afetam o metabolismo
dos aminoacidos.
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