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Poliaminas em amostras biolégicas humanas: Importancia e métodos de detecc¢ao
GOMES, DM (2013)
Trabalho de Concluséo de Curso/Farméacia/UFPB

RESUMO

Poliaminas sdo bases organicas alifaticos pertencentes ao elenco das
aminas bioativas e que desempenham importantes funcées metabdlicas e
fisiolégicas em animais, vegetais e microorganismos. Sdo um alvo importante
para o desenvolvimento de quimioterapicos, uma vez que estdo intimamente
envolvidas nos processos de crescimento e replicagdo celular e seu
monitoramento em fluidos biolégicos tem sido usado para estimar a extensdo
da morte de células tumorais induzida por quimioterapia ou radioterapia. Na
pratica da investigacao clinica, os métodos mais amplamente utilizados para a
analise de poliaminas sdo os métodos cromatograficos, notadamente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia por deteccdo fluorimétrica, sendo
requerido processo de derivatizacdo. A literatura cientifica estabelece
diferentes metodologias pré-analiticas em funcdo da natureza das amostras
clinicas, sendo o sangue e urina as mais utilizadas. Além disso, métodos
otimizados tem sido desenvolvidos, sobretudo aqueles que interferem no pH e
temperatura da reacdo de derivatizacdo, uma vez que estes dois parametros
podem favorecer a formacdo de outros produtos detectaveis pelo sistema
cromatografico ou levar a decomposicdo das poliaminas, respectivamente,

comprometendo assim a confiabilidade dos resultados clinicos.

Palavras-chave: Poliaminas; Cromatografia liquida; Analises clinicas.



Poliaminas em amostras biolégicas humanas: Importancia e métodos de detecc¢ao
GOMES, DM (2013)
Trabalho de Concluséo de Curso/Farméacia/UFPB

ABSTRACT

Polyamines are basic aliphatic compounds belonging to the list of
bioactive amines and have important metabolic and physiological functions in
animals, plants and microorganisms. They are an important target for the
development of chemotherapy, since they are intimately involved in the
processes of growth and cell replication and its monitoring in biological fluids
has been used to estimate the extent of tumor cell death induced by
chemotherapy or radiotherapy. In the practice of clinical research, the most
widely used methods for the polyamine analysis are chromatographic methods,
particularly high performance liquid chromatography with fluorimetric detection
where derivatization is required. The scientific literature provides various pre-
analytical methods according to the nature of the clinical samples, blood and
urine are being the most used. Furthermore, optimized methods have been
developed, particularly those that affect the pH and temperature of the
derivatizing reaction, since these two parameters might favor the formation of
other detectable products by chromatographic system or lead to decomposition

of polyamines respectively, thus compromising the reliability of clinical results.

Keywords: Polyamines; Liquid chromatography; Clinical analysis.
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1 - INTRODUCAO

Aminas biogénicas incluem as catecolaminas (dopamina, noradrenalina

e adrenalina),

indolaminas (serotonina e melatonina),

imidazolaminas

(histamina) e poliaminas (putrescina, espermidina e espermina), conforme
guadro 1 (NAGATZU, 1991).

Quadro 1 - Vias biossintéticas das aminas biogénicas a partir de seus aminoacidos

precursores.
Catecolamina Indolamina Imidazolamina Poliamina
o — [5) )
OH \ / i OH HzN\/\-
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H
H S SRR,
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Fonte: NAGATZU (1991, p.288)
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As poliaminas sdo bases organicas alifdticas pertencentes as aminas
bioativas ou biologicamente ativas que desempenham importantes fungdes
metabdlicas e fisiologicas em animais, vegetais e microrganismos. Dessa
forma, estdo naturalmente presentes em baixas concentracdes em todos os
organismos vivos (GLORIA, 2005).

Sao quimicamente classificadas por possuirem dois ou mais
grupamentos amino. Sdo também as principais poliaminas encontradas em
seres procarioticos e eucaridticos, porém outras aminas tém sido identificadas
em microorganismos que vivem sob condicbes ambientais extremas, por
exemplo, em termofilos. (GERNER e MEYSKENS, 2004).

Estudos envolvendo a conformacgéo e estruturas ibnicas das poliaminas
indicam que as mesmas no meio fisiologico encontram-se na forma protonada
(MINARI et al.,, 2010). Em meio lipofilico provavelmente existem como
compostos neutros e, em meio aquoso, estdo altamente solubilizadas em
conformac&o estendida (L@VAAS, 1997). E a solubilidade em meio organico e
em meio aquoso que permite sua utilizacdo em uma grande variedade de
produtos.

Como polications flexiveis as poliaminas exibem 2, 3 ou 4 cargas
positivas em condi¢des fisiologicas conforme figura 1. Dessa forma, podem
interagir eletrostaticamente com moléculas anidnicas como o0 DNA, RNA,

fosfolipidios acidos e proteinas (LIU et al., 2011).

HoN /\/\ﬁ/\/\/NHZ
pKa 10.9 8.4 9.9
spermidine

H
HQN /\\\/\N ’A\/\\/N\/\/NHz
H
pKa 10.9 8.4 7.9 10.1

spermine

Figura 1 - Estruturas moleculares da espermina e espermidina e valores de pKa dos grupos
amino primarios e secundarios.
Fonte: WOSTER. In: WANG e CASERO, 2006, p.4
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Estdo também envolvidas em varios processos celulares, como
modulacdo da estrutura da cromatina, transcricdo e translacdo génica,
estabilizacdo do DNA, transducéo de sinal, crescimento celular e proliferacéo,
migracdo, estabilidade de membrana, funcionalidade de canais idnicos e
interacdes receptor-ligante (KAHANA, sd.).

Uma vez que as poliaminas estdo intimamente envolvidas no
crescimento e replicagdo de diversos tipos de células, e em especial
encontram-se em altas concentracdes em células exibindo crescimento rapido,
sdo um alvo importante para o desenvolvimento de drogas anti-cancer (CUNHA
et al, 2006).

Niveis insuficientes de poliaminas resultam em um déficit de crescimento
e, em alguns casos, a morte celular, incluindo a apoptose. A elevacgéo
descontrolada das poliaminas pode levar a transformacdo celular e ao
surgimento de tumores (PEGG, 1988 apud SAMPAIO et al., 2010).

A biossintese das poliaminas se da a partir da descarboxilagdo da
ornitina e da arginina pelas respectivas enzimas ornitina descarboxilase (ODC)
e arginina descarboxilase (ADC) (MEDINA, et al, 2003). Segundo Hillary &
Pegg (2003), a principal via de formacdo de putrescina em animais € pela
enzima ODC, promovendo a descarboxilagéo da ornitina e, consequentemente,
formacdo da putrescina (PUT). A ODC também € a primeira enzima-chave
regulatéria, possuindo um pequeno tempo de meia-vida, em torno de 10
minutos (MOINARD et al., 2005).

Para que ocorra a conversao de PUT em espermidina (EPD) e esta em
espermina (EPM), uma série de reacdes envolvendo transferases,
descarboxilases e sintetases acontecem paralelamente. A metionina é
convertida em S-adenosil metionina (SAM) e, pela S-adenosil metionina
descarboxilase (SAMDC), forma a S-adenosil metionina descarboxilada,
fornecendo um grupo propilamina a PUT formando a EPD, pela espermidina
sintase, e, 0 mesmo grupamento a EPD formando a EPM, pela espermina
sintase (GLORIA, 2005).

H4, entretanto, diferencas nos detalhes entre as vias biossintéticas em
diferentes tipos de células (MORGAN, 1998). Um esquema generalizado da
sintese, degradacéo e transporte transmembrana de poliaminas é mostrado na
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figura 2 abaixo:
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Figura 2 — Metabolismo e transporte de poliaminas.
Fonte: SODA, 2011, p.2

Os estudos mais recentes sugeriram que as poliaminas provenientes de
fontes extracelulares sdo também de fundamental importancia para os
processos metabdlicos (MEDINA et al.,, 2003). Os pré-requisitos para a
formacdo das poliaminas em alimentos sdo a disponibilidade de aminoacidos
livres, a presenca de microrganismos descarboxilase positiva e condi¢bes que
permitam o crescimento bacteriano e a atividade descarboxilase (BRINK et al.,
1990).

Acreditava-se que as poliaminas eram produzidas in situ, uma vez que
todas as células séo capazes de sintetiza-las (SMITH e DAVIES, 1985). Porém,
Halasz et al. (1994) observaram que, em alguns casos, a capacidade de as
células e orgaos sintetizarem poliaminas € insuficiente para satisfazer os
requerimentos totais. Os estudos mais recentes sugeriram que as poliaminas
provenientes de fontes extracelulares sdo também de fundamental importancia
para os processos metabdlicos (MEDINA et al., 2003).

Assim, as trés fontes formadoras de poliaminas estabelecidas séao:
13



biossintese in situ a partir de aminoacidos, sintese e liberacdo por bactérias
residentes no trato gastrintestinal, como as do género Bacillus, Clostridium,
Enterobacteriaceae, Enterococcus, Klebsiella, Morganella e Proteus, além da
ingestéo direta por meio da dieta (MINOIS et al, 2011; TETI et al, 2002) . Em
trabalho realizado por Lima et al. (2006), sobre os teores de poliaminas da
dieta do povo brasileiro, os maiores teores encontrados foram provenientes da
batata, do tomate e da banana.

O objetivo deste trabalho consiste em estabelecer uma revisdo de
literatura sobre os métodos aplicaveis de deteccdo e separacao de poliaminas
em amostras biolégicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua

relevancia e aplicabilidade no contexto das andlises clinicas.

2 - METODOLOGIA

O levantamento dos dados da literatura disponivel foi realizado no
periodo de setembro de 2012 a fevereiro de 2013 por meio de consulta nas
bases de dados do Portal de Periodicos CAPES, Scielo, Pubmed e Medline.

Foram selecionados artigos, livros e protocolos relacionados a
poliaminas, métodos de deteccéo por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
métodos otimizados. A selecdo se deu com base na relevancia ao tema
proposto para esta revisdo, ndo sendo estabelecido prioridade por ordem
cronologica de publicacao dos artigos.

Os termos de buscas utilizados foram “poliaminas”, “poliaminas
derivatizacdo”, “poliaminas HPLC”, “espermina/espermidina derivatizagao”,

“poliaminas método” e “poliaminas cancer”.

3 — POLIAMINAS: POR QUE E COMO SE DETECTAR?

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, o cancer € a terceira
doenca que mais mata no mundo, depois das doencas infecciosas e das
cardiovasculares. Um dos fatores que auxiliam o diagndstico precoce € buscar
novas maneiras de detectar a presenca de tumores por meio de substancias
denominadas de marcadores (RANGEL, 2009).
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Os marcadores tumorais sdo usados para ajudar a detectar, diagnosticar
e gerenciar alguns tipos de cancer. Embora um elevado nivel de um certo
marcador tumoral possa sugerir a presenca de cancer, isso por si s6 nao é
suficiente para diagnostica-lo. Portanto, os ensaios com marcadores tumorais
sdo normalmente combinados com outros, tais como bidpsias, possibilitando
assim o diagnostico (NCI, 2011).

Por um longo tempo, o monitoramento das poliaminas e seus
conjugados e metabdlitos em fluidos biolégicos tem sido usado para estimar a
extensdo da morte das células tumorais induzida por quimioterapia e
radioterapia em paciente com cancer (RUSSEL, 1983 apud TETI et al., 2002).

Um grande ndmero de estudos tem indicado altas concentracdes de
PUT, EPD e EPM e poliaminas totais (livres e acetiladas) em pacientes com
cancer, em comparacdo aos padrbes saudaveis (KHUHAWAR e QURESHI,
2001) e que as poliaminas estdo muito mais presentes em células tumorais do
gue em células normais; o seu teor em urina, soro e fluido cerebroespinhal de
pacientes com cancer é geralmente superior ao valor normal (YUN e ZHANG,
1987).

Na Quimica Clinica, o fluido mais frequentemente empregado para a
analise de poliaminas €, evidentemente, o sangue (GUGLIUCCI, 2004). Células
tumorais, que sao geralmente bastante proliferativas, sintetizam altos niveis de
poliaminas e elevadas concentracbes de espermina e espermidina tem sido
observadas nas células vermelhas do sangue obtidas de pacientes com cancer
(MOULINOUX et al., 1988, 1991 apud DUCROS et al., 2009).

Russell (1971) também evidenciou que pacientes com varios tipos de
tumores solidos e leucemias tem consideraveis niveis aumentados de
poliaminas em urina. Porém, segundo Teti et al. (2002), niveis elevados de
poliaminas também tém sido encontrados em células proliferativas ativas em
condicBes patoldgicas além do cancer, como infeccbes, psoriase, policitemia,
l[pus eritematoso sistémico, uremia, nefrite cronica, cirrose hepdtica, nefrite
cronica, fibrose cistica, diabetes mellitus insulino-dependente, distrofia
muscular e Mal de Alzheimer, desmistificando assim a utilidade da mensuracao
dos niveis de poliaminas como marcador especifico para diagnéstico do
cancer.
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Correlagbes mais promissoras foram encontradas entre 0s niveis de
mensuracdo de poliaminas urinarias e a resposta dos pacientes a terapia
(RUSSELL et al, 1978 apud WALLACE e CASLAKE, 2001), porém resta ser
estabelecido o papel dessas poliaminas como marcador preditivo (GERNER e
MEYSKENS, 2004).

As técnicas de separagdo, tais como cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC), vém
se destacando na quimica analitica pela capacidade de realizarem analises
gualitativas e quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, biolégicas
e em alimentos (RIBAMI et al., 2004).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido extremamente usada
por anos como um método analitico para a separacdo de amostras no controle
de qualidade farmacéutico e nas pesquisas das ciéncias da vida. Devido ao
poder e flexibilidade dessa técnica, numerosas aplicacées tem sido adotadas
para o uso de rotina em laboratorio clinico (CLI, 2006).

O meétodo cromatografico se caracteriza por ser um modelo fisico-
guimico de separacdo baseado na distribuicio dos componentes de uma
mistura entre um fluido (fase movel ou eluente) e um adsorvente (fase
estacionaria). A fase estacionaria pode ser um solido ou um liquido depositado
num solido inerte, empacotado numa coluna ou espalhado por uma superficie
formando uma camada fina. Durante a passagem da fase movel sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sédo distribuidos pelas duas fases de
tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, o
gue resulta em migracOes diferenciais desses componentes (COLLINS et al.,
2006).

Para a analise de poliaminas e acetopoliaminas, métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo os mais amplamente usados para
finalidades de pesquisa e investigacao clinica (MATSUMOTO et al., 1990).

Entretanto, o0 método de CLAE encontra uma limitagcdo, uma vez que
muitos dos compostos de interesse nao possuem grupos cromoforos ou
fluoréforos o que dificulta a sua deteccdo, fazendo-se necessario um passo
experimental adicional, como por exemplo, a derivatizacdo, que € uma técnica
capaz de aumentar a sensibilidade e/ou seletividade. Compostos contendo

16



grupos funcionais tais como aminas sao um tipo de analito que requererem
derivatizag&o para sua determinagao por CLAE (SILVA, 2005).

A deteccdo direta das poliaminas € dificil porque elas ndo possuem
absorbancia na regido do ultravioleta e, consequentemente, elas nao tem
fluorescéncia nativa, requerida na maioria dos procedimentos de derivatizacéo
(MOLINS-LEGUA, 2009), que séo geralmente direcionados para aminas
alifaticas, acidos carboxilicos ou alcoois, dificeis para serem detectados em
baixas concentracdes por absorbancia, Iluminescéncia ou métodos
eletroquimicos (DANIELSON et al., 2000).

Consequentemente, para a determinacdo dos picos de poliaminas, os
métodos de derivatizacdo com deteccao fluorimétrica sdo os mais populares,
tanto os de troca idnica, quanto os de fase reversa por cromatografia liquida
(MATSUMOTO et al, 1990).

A derivatizagcdo pos-coluna é geralmente realizada com o-ftalaldeido
(OPA) para deteccao fluorimétrica. No entanto, derivatizacdo pré-coluna com
cloreto de dansila é também reportada em muitos trabalhos (MATSUMOTO et
al, 1990). Outros reagentes de derivatizacdo também séo usados, a exemplos
do cloreto de benzoila e 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC).

Vantagens e desvantagens sdo evidenciadas nas duas principais
estratégias de derivatizacdo. No primeiro caso, através da derivatizacdo pos-
coluna, com a utilizacdo do OPA, o método é caracterizado por ser mais
sensitivo em virtude do reagente de derivatizacao reagir apenas com 0S grupos
amino primarios das poliaminas, porém os adutos formados caracterizam-se
pela sua instabilidade quimica a temperatura ambiente.

No que tange os métodos de derivatizacdo pré-coluna por dansilacéo, os
mesmos Sao0 menos sensiveis em virtude da reacédo inespecifica do reagente
de dansilacdo com outros constituintes da amostra, sendo necessario seu uso
em excesso para garantir que todas as poliaminas sejam dansiladas. Outros
interferentes poderdo ser formados em virtude de reacdes de decomposicdo e
hidrolise dependentes do pH em solucdes aquosas. Entretanto, este método
proporciona uma forte deteccéo fluorescente em virtude de ambos 0s grupos
amino primario e secundario serem dansilados, além de poder ser usado em
uma grande variedade de matrizes biol6gicas (HUNTER, 1998).
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O cloreto de dansila € o reagente mais amplamente usado para a
derivatizacdo de poliaminas em separagbes por TLC ou CLAE (SMITH e
DAVIES, 1987 apud PEDROL e TIBURCIO, 2001).

Smith e Davies (1985) descreveram em detalhes a metodologia da
reacdo de dansilacdo, que consiste em misturar uma aliquota de 100uL do
sobrenadante extraido da amostra com 200uL de solugdo saturada de
carbonato de sddio e 400uL de solucdo de cloreto de dansila em acetona
(7,5mg/mL) em vials de reagdo de 5mL. A mistura em seguida é incubada num
bloco de reagao térmica a 60°C por 1 hora no escuro. 100uL de prolina sao
adicionados para remover o excesso de cloreto de dansila. Apés 0,5 hora, as
poliaminas sdo extraidas com 500uL de tolueno com agitacdo vigorosa por 30
segundos. A mistura € entdo separada em duas fases, a aquosa e organica. A
fase aquosa, a mais densa, € removida com seringa de 1mL e descartada. A
fase organica, contendo as poliaminas, é completamente secada em nitrogénio.
Os residuos séo dissolvidos em 1mL de metanol e filtrados em membrana de
nylon (0,2um de poro); as solu¢des sao testadas imediatamente ou estocadas

nao mais que uma semana a -20°C e aliquotas sao diluidas para a injecdo no

cromatografo.
()] (2) 3) 4)
Sobrenadante Sol. sat de DnsCl: Prolina:
Na,CO; [7,5mg/mL] [100mg/mL]
. Fase orgénica
‘ ‘ . Fase aquosa
Misturar Adicionar (4) Extrair com
(1), (2) e (3) 100pL tolueno l
100, 400 e 200pL 500pL
; : S
-« < % <
. b - - \/
”“JNL % Dissolver em Secagem
h Filtrar MeOH 1mL com N,

Analisar

Figura 3 - Procedimento padréo da reacéo de derivatizag&o por dansilagao.

Os autores também propuseram as condi¢cdes cromatograficas para a
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separacao, que consiste em utilizar um volume de inje¢do de amostra de 20uL,
coluna C18 (5 x 250mm; 5um de didmetro de particula) e sistema de elui¢do
em gradiente de agua:metanol, com propor¢es variando de 60 a 95% dos
respectivos solventes num tempo de 23 minutos, com fluxo de 1mL/min, tempo
de eluicdo de 27 minutos e deteccéo de fluorescéncia com comprimentos de
onda de 365 e 510nm de excitagdo e emisséo, respectivamente. A EPD
apresenta um menor tempo de eluicdo que a EPM e o perfil cromatogréfico
obtido da analise de amostras contendo poliaminas é representado na figura 5.

O Dns-Cl é composto por uma por¢cdo aromatica altamente fluorescente
(5-dimetilaminonaftaleno) e um grupo reativo (cloreto de sulfonila). O grupo
reativo atribui aos analitos uma coloracao azul ou azul esverdeado, por meio de
uma reacao de substituicdo nucleofilica representada na figura 4, produzindo
sulfonamidas fluorescentes (amidas de dansila), sendo estes derivados
dansilados, formados sob condi¢des alcalinas fracas, bastante estaveis (SILVA,
2005).

HsC._ _.CHs HaC " _-CHs
N N
H
() S — Yo
w’
0 «<S-0 0<=§—0
| |
c1 M
H R
Dansyl chloride + Amine —————— Dansylamine + Hydrochloric acid

Figura 4 - Mecanismo molecular da reacéo de derivatizacao.
Fonte: PEDROL e TIBURCIO. In: ROGER, 2003, p.352

De acordo com Vandemark et al. (1978) a etapa pré-analitica para a
preparacdo de amostras de urina para a derivatizacdo consiste em,
inicialmente, realizar uma reacao de hidrdlise, onde cerca de 200uL de urina e
200uL de HCI concentrado séo transferidos para um tubo. A amostra €
misturada e aquecida a 110°C por 14 a 16 horas. Apoés hidrolise, os tubos sao
resfriados e a amostra € submetida a evaporacao para secagem com vacuo a
80°C. Em seguida, sdo adicionados 20uL de carbonato de sdédio saturado que
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devera ser misturado a amostra e evaporado para secagem. Em seguida a
amostra é derivatizada.

Gerbaut (1991) descreve o procedimento para a determinacdo de
poliaminas eritrocitarias. De acordo com o método, 5mL de amostras de
sangue sao coletadas em tudos heparinizados e processadas durante 3 horas.
ApoGs centrifugagdo (2500 x g por 10min a 4°C), o plasma é removido, os
leucocitos sdo cuidadosamente descartados e os eritrécitos séo
ressuspendidos em 4 volumes de solucéo salina isotonica (0,15mol/L NaCl). As
amostras sdo suavemente misturadas por inversao e o0s eritrocitos suspensos
sdo re-centrifugados. Em seguida, é adicionado 1mL de agua destilada em
0,5mL de eritrocitos empacotados. As células sdo entdo hemolizadas por
mistura em vortex durante 30 segundos. As proteinas sé&o removidas por
adicdo de 1mL de acido perclorico (100g/L). Com a adicao do acido, a amostra
é misturada e submetida a uma nova centrifugacdo (3000 x g por 10min). O
sobrenadante é removido e resfriado a -30°C. 0,5mL do sobrenadante é
utilizado para a reacao de derivatizagao.

Para a determinacédo de poliaminas em tecidos, o material coletado por
biopsia (2-7mg) é homogeneizado em agua (1mg de tecido fresco para 200uL)
a 0°C. Acido sulfosalicilico é adicionado até a concentracéo final de 40mg/mL
para que haja a precipitacdo proteica. A amostra € mantida a 0°C por 30
minutos. ApoOs centrifugacdo (2000 x g por 15min), aliquotas de 200uL do
sobrenadante, cerca de 14-50% da amostra original, sdo submetidos ao
procedimento de derivatizagdo. O soro humano também pode ser
desproteinizado por acido sulfosalicilico e tratado conforme a metodologia
descrita para tecidos (BONTEMPS et al., 1984).

Poliaminas também tém sido detectadas em amostras bioldgicas, tais
como sémen humano (OEFNER et al., 1992), cabelo (SUGIURA et al, 2008),
retina (NICOLETTI et al., 2003), prostata (FU el al., 1998) e saliva (VENZA et
al., 2001), sob diferentes condicbes cromatograficas, objetivando o
estabelecimento de uma correlacdo entre os seus niveis detectados com o
cancer e outras desordens clinicas ou a descoberta de novas metodologias

analiticas otimizadas para a investigacao em outras matrizes bioldgicas.
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Figura 5 — Perfil cromatogréafico da espermina e espermidina derivatizadas obtido de amostra
de prostata hiperplasica benigna.
Fonte: FU el al.1998, p.299

4 — METODOS OTIMIZADOS E PROBLEMAS DE DETECCAO

Varios métodos tem sido propostos para a deteccdo de poliaminas,
apresentando condi¢cdes otimizadas para minimizar os interferentes formados
no processo de derivatizagao.

Kang et al (2006) observaram que os produtos de hidrolise produzidos
pela reacdo do cloreto de dansila com agua foram observados como picos
intensos nos cromatogramas, que se sobrepunham com os picos de interesse
das poliaminas em estudo.

A formacédo destes produtos apresenta dependéncia direta com o pH do
meio na qual a reacdo de dansilacdo ocorre. Segundo Fu el al. (1998), isso
pode ser explicado em termos de trés reacdes competitivas:

(1) R-NH; + Dns-Cl — R-NH-Dns + HCI

(2) H2O + Dns-Cl — Dns-OH + HCI

(3) R-NH-Dns + Dns-Cl — Dns-NH + outros produtos

A reacao desejada, a reacdo 1, € acelerada por valores altos de pH, o
gue também favorece a reacdo 2. Ja a reacdo 3 leva a decomposicdo de R-
NH-Dns (poliaminas dansiladas). Neste trabalho, foi investigado o valor ideal de

pH para a reacao de dansilacdo, sendo o mesmo igual a 9.
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O &cido sulfénico dansilado (Dns-OH) é altamente fluorescente e pode
interferir com a subsequente separacdo cromatografafica das aminas porque
ele pode ser co-eluido com derivados dansilados das poliaminas com um maior
caracter hidrofilico (SILVA, 2005).

A temperatura também é outro pardmetro importante, uma vez que altas
temperaturas promovem a reacdo de derivatizacdo, porém, valores muito
elevados podem causar decomposicdo das poliaminas (FU et al., 1998),
conforme reagdo 3. Os autores encontraram a temperatura de 50°C como a
ideal e o tempo de 30 minutos como sendo 0 necessério para a reacdo de
derivatizagéo.

Em uma outra abordagem, Kang et al. (2006) ajustaram o pH da fase
movel para 2,5 e adicionaram modificadores, como a trietanolamina e o
hidroxido de tetrabutilaménia, favorecendo assim a separacdo dos analitos e
possibilitando a obtencdo de cromatogramas mais limpos.

O excesso de cloreto de dansila pode levar a sua decomposicao e
formacéo de adutos (YU et al., 1999 apud KANG et al., 2006). Para remover o
excesso nao derivatizado, aminoacidos como a prolina podem ser utilizados se
necessario, porém isso nao garante uma melhora dos cromatogramas e a
reacdo de remocao € lenta (MORGAN, 1998). Este procedimento remove o0
excesso de Dns-Cl, formando o derivado ionizado de prolina, que permanece
na fase aquosa, em conjunto com Dns-OH (SILVA, 2005).

A utilizacdo de fornos de microondas sdo uma boa forma para o
fornecimento de altas temperaturas em um curto espaco de tempo; uma
abordagem assistida por microondas tem sido relatado como uma alternativa
atil para acelerar a dansilacdo de aminas (LINARES et al., 1998; CARDENES
et al, 2002 apud SILVA, 2005)

Linares et al (1998) desenvolveram uma metodologia em que a
espermidina, espermina e outras aminas foram quantitativamente dansiladas
em 5 min utilizando uma energia de radiacdo de 252W e uma pressao maxima
de 3,4bar no interior de um reator através desta abordagem.

O quadro 2 estabelece uma comparacdo entre o método padrdo de
Smith e Davies (1985) e alguns métodos otimizados para a determinacédo de

poliaminas, onde foram estudados as influéncias dos parametros de tempo,
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temperatura e pH da reacdo de derivatizagdo com a finalidade de se obter

melhores andlises cromatograficas.

Quadro 2 — Comparacéo de alguns métodos publicados para a determinacéo de aminas

biogénicas por CLAE.

Referéncia Smith e Davies, FU et al, Kang et al, Linares et al,
1985 1998 2006 1998
Coluna 250 x 5mm / 250 x 4,6mm / 150 x 4,6mm 300 x 4,6mm
(tamanho) 5um e 250 x 10um
4,6mm
Eluicéo Fase reversa / Fase reversa / Fase reversa / Fase reversa/
gradiente gradiente gradiente gradiente
Fase movel Metanol:agua Metanol:agua Metanol: agua Acetonitrila:
60-95% 80-100% 35-65%; 1,5% de | agua 60:40%;
trietanolamina e | 90-10%
5mmol/L de
hidroxido de
tretabutilamonio
Tempo de 27min 9min 35min 30min
corrida
Fluxo 1mL/min ImL/min 1,5mL/min 1,2mL/min
Sensibilidade 0,8pmol 0,06-0,08nmol 23-454ng 0,6-3ng
Amostra Plantas Prostata Tecido cerebral Plantas
e plasma de rato
Compostos Poliaminas Poliaminas Aminoéacidos Poliaminas
pH da 9 9,8
reacdo de - -
derivatixacéo
Temperaturada | 60°C 50°C 80°C
reacdo de -
derivatizacao
Tempo da 60min 30min 30min 5min
reacdo de

derivatizacao
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5 — CONCLUSOES

As dificuldades sentidas na tentativa de identificar e medir as
guantidades de poliaminas em materiais biolégicos seguem a partir de trés
caracteristicas: a sua dimensdo, as baixas concentracbes onde estao
presentes e 0s seus Unicos centros reativos sdo os grupos amino (MORGAN,
1999).

Para tanto, técnicas analiticas mais rebuscadas tem sido usadas para a
deteccdo desses compostos. Dentre as técnicas utilizadas para estudo de
poliaminas, destaca-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, técnica esta
capaz de detectd-las simultaneamente com precisdo, rapidez e alta
especificidade.
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