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Introducao |

O chumbo possui grande afinidade a grupos
sulfidrilicos presentes em enzimas e proteinas,
alterando suas atividades. A presenca deste metal
pesado pode estar relacionada a inibicdo da
biossintese do grupo heme, atuando como inibidor
da enzima delta-aminolevulinato desidratase, a qual
catalisa a condensagéo de duas moléculas de acido
delta-aninolevulinico  (ALA)  produzindo uma
molécula de porfobilinogénio (PBG).

A deficiéncia na biossintese do grupo heme leva
0 aumento da excreg¢do urinaria de ALA e PBG,
durante as fases agudas da doenga causada pela
contaminagéo. Assim, visando a massiva presenca
de ambos os metabodlitos (ALA e PBG) em casos de
contaminagdo por chumbo (porfiria induzida), foi
desenvolvido um método analitico capaz de separa-
los e quantifica-los em amostras biolégicas. E desta
forma futuramente poder realizar um mapeamento
da contaminacdo efetiva de uma populagédo e de
seus efeitos sob os aspectos metabdlicos.' Este
método também podera ser empregado para
avaliacéo de porfiria genética.

Resultados e Discussao \

O método de separagido de ALA e PBG foi
desenvolvido através da utilizagao de um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por fluorescéncia. Devido os dois
metabdlitos estudados nao possuirem propriedades
florescente  foi utilizado um processo de
derivatizacdo dos analitos, onde os mesmos reagem
com uma molécula que fluoresce naturalmente, o—
ftalaldialdeido  (OPA), formando um aduto
fluorescente.

A validacdo do método foi conduzida segundo a
ANVISA (RE n° 899, de 29 de maio de 2003). Os
parametros avaliados foram: linearidade, limite de
deteccédo, limite de quantificagdo e precisao intra-
corrida. Os parametros avaliados estao
apresentados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Resultados referentes a avaliagdo de
lineridade, LD e LQ dos analitos ALA e PBG
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ALA PBG
Eq.Dareta | Y= 1,16x + 0,00393 | y = 19,25x + 0,03444
R? 0,99697 0,98846
LD 5,46 uM 18,21 uM
LQ 0,42 uyM 1,39 uM
Foram levantadas as curvas de calibragao

apresentando as seguintes faixa de linearidade para
ALA e PBG, 0,032-3,2 mM e 0,0018-0,18 mM,
respectivamente. Sao apresentadas suas
respectivas equagdes da reta, as quais o coeficiente
de correlagao linear (r2) € maior que 0,98, indicando
linearidade significativa do método. Os valores de
LD e LQ demonstram que o método é eficiente para
a detecgcao e quantificagdo dos mesmos para a
identificagdo de desordens relacionadas a
deficiéncia na biossintese do grupo heme.

Tabela 2: Determinagéo da precisao intra-corrida do
método analitico para a quantificagao ALA e PBG

ALA PBG
[]pM cv []pM cv
32,0 5,67% 1,8 3,87%
320,0 4,41% 18,0 3,00%
1.600,0 10,42% 180,0 2,10%

Para um método bioanalitico ser considerado
preciso a ANVISA determina que o coeficiente de
variagdo intra-corridas nao ultrapasse 15 %. Os
coeficientes de variagdo possuem valores inferiores
ao limite determinado, desta forma a precisdo do
método para quantificagdo de ALA e PBG mostra-se
satisfatoria.

Conclusoes |

O método analitico de separagao desenvolvido
mostrou-se eficiente através dos parametros
avaliados. No futuro podera ser utilizado como uma
ferramenta para mapear a contaminagao de chumbo
em uma populacdo, bem como porfirias genéticas.
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