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Introducdo:

A adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) é
uma doenca peroxissomal hereditaria bioguimicamente
caracterizada pelo acumulo dos acidos graxos de cadeia
muito longa (AGCML), acidos hexacosanoico (C26:0) e
tetracosanoico (C24:0) nos tecidos e fluidos bioldégicos nos
pacientes afetados. O aumento da concentracao desses
metabolitos esta relacionado com a progressiva
desmielinizacao da substancia branca do sistema nervoso
central, bem como com a insuficiéncia adrenal. Sete formas
clinicas ja estao descritas, sendo a forma cerebral infantil
(CALD) e a adrenomieloneuropatia (AMN) as mais
frequentes, podendo ocorrer todas na mesma familia. A
diminuicao dos niveis plasmaticos de AGCML € obtida por
tratamento com uma dieta de restricao em gorduras
saturadas e com uso do Oleo de Lorenzo (gliceroltrierucato
+ gliceroltrioleato), eficaz em pacientes que nao

apresentam sintomas neurologicos. Este trabalho propoe o
desenvolvimento de um metodo de analise via HPLC para
gqgue seja possivel a quantificacao de metabodlitos
intermediarios das vias de degradacao de acidos graxos de
cadeia longa (VLCFA) em urina, de pacientes previamente
diagnosticados com a adrenoleucodistrofia ligada ao X uma
vez que as atuais técnicas de diagnostico de doenca sao
realizadas atraves de extracao de metabdlitos em cultura de
células, como fibroblastos, midcitos leucocitos e hemacias.
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FIGURA 1 Curva de calibracdo, HPLC obtida para analise acido Cerpilico
(C26:00). Coluna C18, fase movel isocrativa (80% AcN e 20% Agua Deionizada)

Materiais e Métodos

A curva padrao foi obtida atraves de sistema
cromatografico com coluna C18, fase reversa, isocratica, fase
movel H,O/AcN, 80:20 242 nm.

0,1 mg de acdo cerilico foram dissolvidos em
metanol e o meio neutralizado com solucdo de KOH 0,2 mol.L-1. A
mistura obtida foi adicionado gas nitrogénio para evaporacao do
solvente. A sobra adicionou-se 0,1 ml solucdo 2 mol.L' do éter
coroa 18-crown-6 em acetonitrila e a mesma quantidade de uma
solucao de brometo de 4-bromofenacil. A mistura foi aquecida ate
80°C e mantida agitacao constante, durante 15 minutos. ApoOs
esfriamento a solucao final foi dissolvida em 250ml de acetonitrila,
para adequacao ao sistema cromatografico.

O material biologico obtido (urina) foi submetido a
desproteinizacao atraves da adicao de Sal Sodico de EDTA e
solucdo acida de HCL 1,0 mol.L-' até pH 2,0. O precipitado foi
descartado e ao sobrenadante procedeu-se extracao com solvente
organico para isolamento dos analitos. Para esta etapa, utilizou-se
funil de separacao 100 ml, contendo a amostra previamente
desproteinizada, e realizou-se 3 vezes o procedimento de com
adicao de 10ml de acetato de etila. Recolheu-se a fase organica e
evaporou-se o solvente, para posterior submissao ao metodo de
analise.
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Figura 2: Reacao geral de derivatizacgo do acido graxo

Resultados e Conclusoes

Os resultados obtidos foram satisfatorios. No
decorrer do projeto, atividades propostas em trabalhos anteriores
tiveram que ser revisadas. A etapa de derivatizacao € um processo
que pode inferir possiveis fontes de erros. Desta forma, a principal
meta futura consiste na analise dos metabdlitos atraves de um
metodo economicamente viavel e que nao necessite desta etapa.
Houve melhoria e do método empregado ao longo das atividades.
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