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RESUMO

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) se apresenta como mais uma técni-
ca utilizada no diagnostico laboratorial, realizando a separacdo dos varios componentes
de uma mistura de substancias, visando a identificacdo, quantificacdo e/ou purificacéo.
No ambito das analises clinicas, € uma técnica que utiliza principalmente detectores de
Ultravioleta-Visivel (UV-VIS) e Arranjo de diodos (DAD). Possui alta sensibilidade e especi-
ficidade, sendo recomendada pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) para
investigacdo de hemoglobinopatias em recém-nascidos, além de ser utilizado na frag-
mentacao e determinacéo de substancias consideradas toxicas a saude. Este trabalho teve
como objetivo realizar um levantamento bibliografico sobre a utilizagdo da cromatografia
liquida nas analises clinicas com foco na pesquisa de hemoglobinopatias e avaliacdo de
micropoluentes. Para a sua realizacéo, foram realizadas pesquisas bibliograficas, utilizando
as palavras-chave “diagnostico’ e ‘cromatografia liquida” em bases de dados como Pub-
med e Scielo. O uso da HPLC-DAD e UV-VIS na triagem das variantes de hemoglobinas é
mais benéfico quando comparado ao método eletroforético por apresentar menor custo
de andlise e maior especificidade. Bem como a separacdo cromatografica de micropo-
luentes como por exemplo o surfactante nonilfeonol e os farmacos em geral, em ambos
foram obtidos resultados rapidos e eficazes. Dessa forma, a HPLC pode ser considerada
uma técnica ideal para determinacdo de hemoglobinopatias e micropoluentes.
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ABSTRACT

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is presented as another techni-
que used in laboratory diagnosis, performing the separation of the various compo-
nents of a mixture of substances aiming at the identification, quantification and/
or purification. In the scope of clinical analysis, it is a technique that mainly uses
Ultraviolet-Visible (UV-VIS) and Diode Array (DAD) detectors It has high sensitivity
and specificity, being recommended by the National Neonatal Screening Program
(PNTN) for the investigation of hemoglobinopathies in newborns, in addition to
being used in the fragmentation and determination of substances considered toxic
to health. This work aimed to carry out a bibliographic survey on the use of liquid
chromatography in clinical analyzes with a focus on the research of hemoglobino-
pathies and evaluation of micropollutants. For its accomplishment, bibliographic
searches were carried out using the keywords “diagnostic” and “liquid chromatogra-
phy” in databases such as Pubmed and Scielo. The use of HPLC-DAD and UV-VIS
in the screening of hemoglobin variants is more beneficial when compared to the
electrophoretic method because of its lower cost of analysis and greater specificity.
As well as the chromatographic separation of micropollutants such as nonylpheonol
surfactant and pharmaceuticals in general, fast and effective results were obtained
in both. Thus, HPLC can be considered an ideal technique for the determination of
hemoglobinopathies and micropollutants.
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1 INTRODUCAO

Existem diversas variantes dentro da HPLC, possibilitando uma alta multifuncionali-
dade no momento da analise, o que possibilita a pesquisa de diversos compostos (PEREZ,
2002). Por esse motivo a técnica do HPLC vem se tornando uma opcao importante para
realizar separacdo e avaliacdo de diversas substancias (VOGUEL; AFONSO, 2015).

O método de diagnostico realizado pelo equipamento de HPLC proporciona a
deteccdo de baixas concentracdes de elementos ou substancias, sendo considerada,
entdo, uma técnica de alta especificidade e sensibilidade (CATTANEO et al, 2016). E
um procedimento vantajoso, pois pode ser utilizado em anadlises de compostos ndo
volateis ou instaveis termicamente no qual a cromatografia a gas ndo poderia ser a
técnica mais adequada (FERREIRA, 2014). Nas analises clinicas, a HPLC pode ser apli-
cada na dosagem de 25-Hidrdxi-vitamina D, hemoglobina glicada e de hormdnios
esteroides, por exemplo, além da deteccdo de metabodlitos, proteinas, aminoacidos,
dentre outros (MORALES et al, 2015).
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O emprego de separacao cromatografica, utilizando HPLC € aplicado em di-
ferentes tipos de laboratorios para esclarecer os complexos problemas da quimica,
bioquimica, toxicologia, dentre outros, tanto na pesquisa como nas analises clinicas e
em diversas praticas industriais. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi realizar um
levantamento bibliografico sobre a utilizacdo do método de analise conhecido como
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) na pratica laboratorial tanto nas ana-
lises clinicas como ambientais.

2 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido com base na pesquisa bibliografica do uso da téc-
nica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, tanto em amostras bioldgicas como em
amostras ndo biologicas, com énfase na area hematologica e de analises ambientais.

Para a sua realizacao, foram feitas pesquisas bibliograficas, utilizando os descri-
tores em Ciéncias da Saude (DECS): cromatografia liquida, andlise e diagnostico em
bases de dados como Scientific Eletronic Library Online (SCIELO), Literatura Latino-
-Americana em Ciéncias de Saude (LILACS) e Pubmed; apods a avaliacao, foi realizado
uma triagem com os trabalhos mais relevantes, onde critérios como o desenvolvi-
mento e aplicabilidade da técnica, ano de publicacdo e abordagem objetiva das te-
maticas a serem discutidas foram priorizados.

3 DIAGNOSTICO DE HEMOGLOBINOPATIAS

Hemoglobinas sdo proteinas presentes nos globulos vermelhos responsaveis
pelo transporte de oxigénio e por produzir a coloracao vermelha do sangue. Sao for-
madas por 4 subunidades proteicas, constituidas por duas cadeias polipeptidicas K e
duas do tipo B, possuindo como principais tipos a Hb Al, Hb A2 e Hb fetal (BATISTA et
al, 2020). Ja as hemoglobinopatias sao um grupo de doencas genéticas que afetam
0S genes responsaveis pela sintese da hemoglobina, ocasionando alteracdes na fun-
cionalidade ou vida util das hemacias (HE et al 2019). Por possuirem uma diversidade
clinica e laboratorial extensa, sdo classificadas como problemas de saude publica em
diversos paises, incluindo o Brasil (MELO et al, 2008).

A prevaléncia de casos de hemoglobinopatias se aproxima a 5% na populacdo
mundial; dentre elas, se destaca a anemia falciforme, patologia que ocasiona falciza-
cdo dos eritrocitos (LOBO et al, 2003) caracterizada pela hemolise e vaso-oclusdo do
sistema sanguineo, que pode levar a um quadro de isquemia tecidual e possivel perda
funcional de tecidos e orgaos (TELES et al, 2017).

Atualmente, a técnica de HPLC com detector de arranjo de diodo (DAD), vem sendo
utilizada no diagndstico de hemoglobinopatias devido a sua maior especificidade quan-
do comparado ao método de eletroforese. Permite determinar as substancias presen-
tes na amostra com diferentes comprimentos de onda durante a analise cromatografica.
Apresentando sistema automatizado e maior velocidade na liberacédo dos resultados (SO-
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ARES et al, 2017). Além disso, a HPLC — DAD é um método sensivel que possui limiares de
determinacéo aceitaveis, 0 que permite 0 seu uso na rotina de analise com controle de
qualidade, sendo apto, entdo, de reconhecer e distinguir varias hemoglobinas variantes.

Dentre as vantagens da utilizacdo da HPLC em programas de prevencdo das
hemoglobinopatias, pode-se citar a rapidez nas analises, utilizando pouca quantidade
de amostra, a analise de uma grande quantidade de amostras em um curto periodo
de tempo, a deteccdo de uma gama de variantes de hemoglobinas em um unico
ensaio de triagem e o fornecimento de resultados semiquantitativos, com custo por
teste comparavel a outros métodos laboratoriais que trabalham com grandes volu-
mes de amostras (MELO et al, 2008; AL-SAADI et al, 2020).

Tal caracteristica € evidente no estudo de Soares e colaboradores (2017), onde foi
pesquisada a presenca de hemoglobinas variantes em 15 comunidades quilombolas do
estado do Piaui, Brasil, no qual foi constatado que o método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia possui maior acuracia que os procedimentos eletroforéticos, devido
principalmente a facilidade de manuseio do equipamento e pela rapidez em obter re-
sultados. Por outro lado, Al-Saadi e outros autores (2020) ratificaram que a HPLC con-
segue identificar varios disturbios estruturais das hemoglobinas, além de hemoglobino-
patias raras que ndo podem ser reconhecidas e diagnosticadas por eletroforese de Hb,
0 que pode caracterizar a HPLC como padrao ouro no diagnostico destas patologias.

Estabelecida pelo sistema automatizado Variant (Bio-Rad), a HPLC possibilita
a quantificacdo de hemoglobina A2, hemoglobina F, hemoglobina A, hemoglobina
S, hemoglobina C e triagem para demais variantes, sendo um sistema altamente re-
produtivel, tornando-se uma excelente tecnologia de pesquisa e diagnostico (LOBO
et al, 2003). Nesse tipo de sistema de troca catidnica, a separacdo e elucidacédo das
porcentagens relativas de variantes de hemoglobina séo feitas a partir de amostras de
sangue (MISHRA et al, 2018).

No sistema automatizado é utilizado um mini cartucho preenchido com mate-
rial de polimero de troca catidnica — no caso de amostras neonatais colhidas em pa-
pel filtro, deve-se perfurar manchas de sangue de 3mm do papel de filtro e as eliminar
com 0,5mL de agua destilada por 20min. Introduz-se, entdo, a amostra na corrente de
fluxo a uma taxa controlada de 2mL/min. Cada amostra é inserida na corrente de flu-
X0 por meio de uma sonda automatica; a medida que a concentracdo do composto
aumenta, as hemoglobinas mais fortemente retidas eluem do cartucho.

Deve-se levar em consideracdo que cada tipo de hemoglobina tem um tempo
de retencdo caracteristico e que as mudancas na absorbancia podem ser medidas
usando um fotdmetro de filtro de comprimento de onda duplo (CAMPBELL et al,
1999). E valido ressaltar que o processo de retencdo de fracdes normais de hemoglo-
bina auxilia na padronizacdo da eluicdo de formas variantes, tornando-se um modo
complementar de identificacdo. Contudo, a presenca de pequenas alteracdes na du-
racao da eluicdo pode retirar a hemoglobina variante da sua classificacdo exata (FER-
NANDES; DOMINGOS, 2006, AL-SAADI et al, 2020).

A clareza do sistema automatizado com elaboracdo da amostra internamente,
alta resolucéo, tempo de teste rapido e mensuracdo exata das fragdes de hemoglo-
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binas torna esta metodologia ideal para a rotina de laboratorio clinico (ZANATTA,;
MANFREDINI, 2009).

4 AVALIACAO DE MICROPOLUENTES

Micropoluentes sdo compostos quimicos ou bioldgicos presentes em uma va-
riedade de produtos comerciais, como medicamentos e embalagens alimenticias,
que apresentam potencial risco a saude humana e ambiental. Também podem ser,
por exemplo, microrganismos encontrados no ambiente, que n&o passam periodica-
mente por monitoramento ou que ainda ndo possuem legislacao regulatoria especifi-
ca, mas que tém a capacidade de prejudicar a saude humana, também o ecossistema
(FARRE et al, 2008). Dentre os possiveis maleficios consequentes dos poluentes or-
ganicos emergentes, podem-se citar disfun¢des no sistema enddcrino e reprodutivo
dos seres humanos, abortos espontaneos, disturbios metabolicos e neoplasias ma-
lignas, aléem da inducao a resisténcia de algumas bactérias (FONTENELE et al, 2010).

Dos analitos existentes, os que mais se destacam sdo os principios ativos de farma-
cos, elementos que podem ser classificados como interferentes enddcrinos e elementos
presentes em produtos de uso individual (VIEIRA et al, 2007). Estes ainda despertam um
estado de alerta entre os cientistas, visto que nem mesmo as estacdes mais modernas de
tratamento de efluentes sdo capazes de elimina-los completamente, em especial quan-
do apresentam alta solubilidade em agua ou s&o pouco degradaveis, como os farmacos
polares (BITTENCOURT et al, 2016). Outro poluente relevante é o nonilfenol, que esta
presente em diversas fontes comumente utilizadas e descartadas de forma inadequada
no ambiente como pesticidas, tintas, lubrificantes, cremes dérmicos, detergentes domes-
ticos, dentre outros, séo alguns dos exemplos (SANTOS et al, 2007).

Devido a variacado que essas substancias apresentam em relacéo a volatilidade
e instabilidade térmica, as metodologias baseadas em HPLC com detector de Ultra-
violeta-Visivel e arranjo diodos (UV-VIS / DAD) sdo consideradas as mais adequadas
para a analise dos poluentes organicos emergentes (GIGER, 2009). Dentre as van-
tagens para a separacdo e estudo desses poluentes pelo método de HPLC UV-VIS/
DAD, pode-se citar o alto poder de determinacéo dos analitos sem a necessidade do
uso de solventes, além da determinacado de antibioticos em amostras de leite e anti-
-inflamatorios esteroidais em urina (SILVA, 2011).

A fase estacionaria do tipo reversa (RP, reversed phase) é a mais utilizada, tratan-
do-se da separacao realizada pelo método, sendo composta com base de silica com
grupos C, (octadesilsilano quimicamente ligado); para p-bloqueadores e antibioticos
como tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas e macrolideos, fases estacionarias com
grupos C, podem ser utilizadas devido a menor polaridade deste grupo Ja na fase
movel, sdo utilizadas misturas de metanol: agua (MeOH:H,O) ou acetonitrila:agua
(ACN:H,O) com ajuste da forca cromatografica e seletividade da fase movel até que
se obtenha resolucdo suficiente para a separacdo de todos os picos cromatograficos
no minimo tempo de analise (SILVA; COLLINS 2011).
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Em estudo sobre a utilizacdo da HPLC na bioanalise de farmacos, envolvendo
a separacao de lidocaina e monoetil glicinexilidida, seu metabdlito, em amostras de
plasma obtidas a partir de mulheres gravidas com diabetes mellitus gestacional, foi
observado por Manousi (2020) que o tempo de separacao cromatografica da lidocai-
na e mais dezessete outras drogas potencialmente coadministradas foi de 15 minutos,
O que caracteriza a rapidez como uma das principais vantagens do metodo de Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiéncia em analises laboratoriais.

Ademais, Silva (2011) concluiu que a HPLC é uma das técnicas de separacdo
de grande destaque dentro da quimica analitica e da ciéncia ambiental, podendo ser
utilizada como um excelente instrumento para os mais variados tipos de estudos.

5 CONCLUSAO

Diante do que foi exposto, pode-se concluir que a Cromatografia liquida de alta
eficiéncia € uma técnica de diagnostico laboratorial eficiente e recomendada para
alguns tipos de analise; tal fato ratifica-se devido a alta especificidade/sensibilidade e
do grande numero de amostras que podem ser processadas pelo equipamento, com
resultados de alta fidedignidade diagnostica.

No cenario atual, ndo existem muitos trabalhos voltados a metodologia em uso
no ambito laboratorial, todavia, este método encontra-se fortemente presente nas
praticas de pesquisas académicas. Visto isso, € preciso explanar mais sobre a HPLC
a fim de que esta seja melhor disseminada e seus beneficios possam ser utilizados e
explorados com mais eficiéncia.
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