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Resumo

Com o avang¢o da medicina na neurociéncia cresce o interesse em desenvolver
novos farmacos que atuem no sistema nervoso central para mediar ou inibir a
dor. Desta forma, o presente estudo utilizou um método simples e eficiente
para a quantificacdo do aminoacido glutamato pela técnica CLAE/UV no liquor
de ratos tratados com uma substancia que causa nocicepgéo, a formalina. Na
determinacdo do aminoacido glutamato por CLAE/UV empregou-se coluna
analitca em fase reversa C18. O aminoacido foi derivatizado com
fenilisotiocianato para gerar o composto espectral feniltiocarbamil que possui
propriedades de absorcdo de luz na regido do UV permitindo sua detecgéo a
254 nm. Em trabalho prévio do grupo de pesquisa, foi possivel construir a curva
analitica, através da area do pico do cromatograma, obtendo a correlacao
linear no valor de 0,9991. Ainda estdo sendo coletadas amostras, para adquirir
mais credibilidade nos resultados, a fim de desenvolver um método de
validacdo para o aminoacido.
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INTRODUCAO

Com o constante avanco da medicina na neurociéncia, cresce o
interesse em desenvolver novos farmacos que atuem no sistema nervoso
central (SNC) para mediar ou inibir a dor, a principal queixa dos pacientes nos
consultorios meédicos na atualidade, dada a sensagdo desagradavel de
desconforto que provoca no ser humano, associada a um processo destrutivo,
expressa por meio de reacdo organica e/ou emocional (GROPEN, SOBRAL,
TOSI, 2008).



Os neurotransmissores sao mediadores quimicos que, apds serem liberados
em resposta a despolarizacdo calcio dependente, atuam sobre receptores
localizados em células pds ou pré-sinapticas. Conforme esse critério, diversas
substancias podem ser consideradas neurotransmissores como, por exemplo,
catecolaminas, indolaminas, acetilcolina, imidazolaminas, purina, peptideos e
aminoéacidos; (BEAR et al., 2002). As pequenas moléculas dos aminoacidos
sdo amplamente distribuidas no sistema nervoso central pelos
neurotransmissores e aparecem em altas concentracfes em todas as células,
provavelmente devido a sua participacdo em processos bioquimicos, como a
sintese protéica e o metabolismo intermediario. Os principais aminoacidos que
atuam como neurotransmissores sao: glutamato e aspartato (excitatorios) e
acido gamaaminobutirico (GABA), glicina, taurina (inibitérios) (BLOOM et al.,
2006). Figura 1.
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Figura 1: Estruturas de aminoacidos excitatorios, amino&cidos inibitorios e precursor de

glutamato no SNC.

Os aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato, presentes em
concentracOes elevadas no tecido cerebral, estdao envolvidos em mecanismos
como: plasticidade sinaptica, memoria, aprendizado, formacdo de redes
neuronais durante o desenvolvimento; e em distarbios neuroldgicos e
psiquiatricos, tais como: isquemias, acidente vascular cerebral (AVC),
epilepsias (convulsdes), esclerose mdltipla, transtorno do déficit de atengéo e
hiperatividade em adultos, esquizofrenia, etc. Além da funcdo de transmisséo

neuronal, estas substancias sdo também precursoras de outras moléculas



importantes e estdo envolvidas em importantes funcdes metabdlitas, o
glutamato correspondendo a 75% das transmissfes excitatorias. (BERGINK et
al. , 2004)

A determinacdo do aminoacido glutamato no liquido cefalorraquidiano
(LCR) € de ordem micromolar a sub-micromolar. Para quantificar esses niveis
com exatiddo e precisdo € necessario o0 emprego de ensaios altamente
sensiveis e seletivos, visto que esta pequena molécula ndo apresenta
caracteristicas eletroativas e nem fluorescentes, ou seja, ndo ha absorbancia
na regido do ultravioleta / visivel. Uma estratégia comumente empregada para
determinacdo de amino&cidos é a derivatizagdo em pré-coluna com posterior
separacao por CLAE em fase reversa (coluna C18) acoplado a detector UV ou
fluorescéncia (SHAH et. al., 1999).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um método fisico-w
quimico de separacdo, no qual os constituintes de determinada amostra
interagem com um solvente (fase mével), o qual é eluido por uma bomba de
alta pressao através de uma coluna cromatogréfica (fase estacionaria)
(COLLINS, 2006).

A andlise de aminoacidos por CLAE com deteccdo no UV-visivel € uma
das técnicas mais utilizadas para anélise metabdlica de um material biolégico
que contenha proteinas, peptideos ou mesmo aminoacidos livres, por ser um
método qualitativo e quantitativo. A caracterizacdo geralmente ¢é feita
comparando-se o perfil dos espectros de absor¢cdo no UV e o tempo de
retencdo (tr), com os padrdoes auténticos ou com padrdes especificos da
amostra analisada. Para a andlise de aminoacidos em uma determinada
amostra biologica é necessario um preparo prévio que consiste normalmente
em duas etapas sequenciais: hidrélise (digestdo acida do material) e
derivatizacado que vai possibilitar, através do acoplamento com um cromoforo
ou fluoroforo, a identificacdo do aminoacido em determinadas condi¢des. Apos
essas etapas, o material € aplicado no sistema de cromatografia e o resultado
€ comparado com um padrdo de aminoacido de concentracdo conhecida
(HUBER, ALMEIDA e FATIMA, 2008).



O objetivo geral é avaliar um método analitico rapido e eficiente para a
quantificacdo de glutamato liberado no liquor de rato apds administracado de
uma substancia algogénica como a formalina, bem como desenvolver um
método de validacdo que esteja de acordo com 6rgdos como INMETRO e
ANVISA.

METODOLOGIA
Os procedimentos foram conduzidos no Centro de Pesquisa em Produto e
Desenvolvimento (CEPPED), na Universidade Luterana do Brasil (ULBRA

/Canoas).

A metodologia empregada baseia-se nas referéncias bibliogréficas
consultadas, foi escolhido o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e derivatizacdo do aminoacido Glutamato a fim de que pudesse ser
detectado por CLAE-UV.

Os reagentes e solventes utilizados foram: acetonitrila, etanol,
trietilamina, acetato de sodio, L-glutamato, 4gua deionizada Milli-Q, bicarbonato

de sadio, fenilisotiocianato.
As solucdes preparadas para o processo foram:

Solucéo derivatizante: (etanol: trietilamina: agua Milli-Q:
fenilisotiocianato), na seguinte proporgao (7:1:1:1 viviviv).

Solucéo diluente: Fosfato dissédio (NazHPO4) 5mM pH 7,4 (ajustar com
Acido Fosforico). A relacdo foi de 190mML NazHPOa4 : 10uL AcCN.

Preparacdo da solucdo padrdo: 20mg de glutamato (CsHoNO4) 25mL de
bicarbonato de sddio( NaHCOg3) 0,5 molar. Todos os processos sao filtrados em

filtro millipore 0,45 uu e desgaseificados em ultrassom.

Evaporacdo, derivatizacdo e diluicho do aminoacido Glutamato:
Transferiu-se uma aliquota de 50 pL da solugdo padrdao para um balao
volumétrico de 25mL com uma solucdo de bicarbonato de sodio 0,5M. A
concentracéo da solugéo obtida foi de 108 nmol/mL e pH aproximadamente 8.
Uma aliquota de 50 pL desta solugcdo foi colocada em um eppendorf e



evaporada em banho-maria a 37° C, sob atmosfera de gas nitrogénio. A
solugdo derivatizante (20 uL) foi entdo adicionada ao eppendorf da solugéo
padrdao, homogenizada e mantida 20 minutos em local isento de luz. A seguir
foi evaporada em banho maria a 37° sob atmosfera de nitrogénio. Dessa forma
obteve-se o glutamato (derivatizado e seco) e adicionou-se 800 pL da solugéo
diluente. Foram preparadas seis concentracdes, diluidas com agua Milli-Q,
para a construcdo da curva analitica. Para a construcdo da curva analitica
foram injetados 20uL de cada amostra, em duplicata, o tempo de corrida foi de

15 minutos.

A coluna utilizada foi Ascentis C18, 5um com dimensdes de 25cm X 4,6 mm.

Preparou-se a seguinte fase movel:

-Fase mével A: Solucdo Tampdo: acetato de sédio trihidratado 0,23M e 2,5%
de AcCN, pH 7,45, ajustado com &cido acético. (940:60, Tampao/ AcCN).

-Fase moével B: Acetonitrila e agua Milli-Q (60:40 v/v). Ambos sdao filtrados e

desgaseificados no Ultrassom por 40 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados alcancados até o presente momento mostram que a
resposta do detector foi diretamente proporcional as concentracdes de
glutamato diluidas na faixa de 2ug/mL a 0,333 pg/ml, a seguinte equacédo da
reta y= 61204x + 84045 e coeficiente de correlacdo igual a 0,9991 foram
obtidos. Mostrando eficiéncia na detec¢cdo do aminoacido derivatizado e um
coeficiente de correlagédo proximo a 1. Entretanto foram notados dois pontos de
diluicdo fora da proporcionalidade, que serao repetidos para ampliar a faixa de
trabalho.

Atualmente os dados ainda estdo sendo coletados, a fim de dar
continuidade para um possivel método de validacdo, aumentando o niumero de
amostras e realizando as analises em triplicata com o objetivo de aumentar a

credibilidade dos resultados.



CONSIDERACOES FINAIS

Com o trabalho realizado previamente, ja foi possivel obter uma visao
dos conceitos e técnicas instrumentais de separacdo para quantificar o
glutamato através de um meétodo analitico, pela concentracdo e o padrdo de
referéncia utilizada. A metodologia empregada na derivatizacdo do aminoacido
glutamato com fenilisotiocianato levou a formacdo com éxito do derivado
feniltiocarbamil deste aminoacido tornando possivel sua identificagdo por
CLAE-UV. A preparagdo da amostra para quantificacdo e o método
empregado, que apresenta um curto tempo de analise, torna esta técnica
adequada para analise de outros aminoacidos excitatorios e inibitérios que
participam de diversas fungdes metabdlicas, ndo apenas a dor, mas também

distdrbios como a menopausa.

A partir das técnicas utilizadas e leituras de referéncia, sera possivel
determinar o glutamato em diferentes amostras, bem como efetuar a validacao

do método.
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