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Uso da eletroforese capilar no estudo dos peptideos urindrios e
sua possivel relagdo com a digestido protéica

Resumo

O presente trabalho teve por objetivo testar a aplicabilidade da técnica de
eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE) no estudo dos possiveis peptideos
urinarios em criangas autistas e normais. Estudos recentes tém mostrado que
a (HPCE) é uma técnica alternativa e/ou complementar a outras técnicas
analiticas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), na analise
qualitativa e na separacdo de misturas de peptideos. Baseados na técnica de
HPLC, alguns autores tém proposto a hipdtese de que o agravamento do
quadro do comportamento autista é devido a efeito-opidide de peptideos
provenientes da dieta. Uma condi¢do de hiperpeptidiria seria esperada na
maioria das criancas autistas. Neste trabatho foram testadas diversas
condicbes analiticas visando a obtencdo dos perfis urindrios por HPCE que
melhor caracterizassem a presenca de peptideos. As condicBes analiticas mais
adequadas foram assim definidas: capilar de silica fundida de 72ecm de
comprimento efetivo e 75um de didmetro interno; tampdo borato 50mM (pH
9,3), 20kV e 25°C e tempo de injecdo de 4s. As dreas sob a curva dos picos
mais representativos dentre os peptideos nos eletroferogramas ("regido
peptidica”) foram utilizadas para comparacdo com as dreas equivaientes nos
cromatogramas por HPLC. Os resultados mostraram que as técnicas s3o
comparaveis; que as quantidades de peptideos na urina de alguns autistas
estdo aumentados mas, na média, ndo ha diferencas significativas com relacdo
aos normais. Nenhuma das técnicas apontou a presenca dos peptideos
opidides esperados, que seriam a casomorfina e seus fragmentos. O sistema
de deteccdo dos peptideos por UV apresentou uma sensibilidade geral da
ordem de 1ug/mL. Os dados obtidos indicam que ha peptideos presentes, mas
trata-se de peptideos pequenos, isentos de croméforos fortes, limitando assim
& sua detecgdo individual na urina por ambas as técnicas. Outros metabdlitos

urinarios mais expressivos, creatinina, acido hiplrico e &acido drico foram
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quantificados por HPCE sem qualquer dificuldade. Detectou-se nas urinas um
pico, possivelmente o indolilacriloiglicina (IAG), um marcador da
permeabilidade intestinal, o qual se caracterizou pelos seus maximos de
absorgdo no UV. A estrutura deste biomarcador, entretanto, ndo pbde ser
confirmada por cromatografia gasosa e deteccdo de massa, devido & sua
instabilidade no meio de separagéo por HPLC e & ndo disponibilidade comercial
do padréo. Os resultados obtidos nas andlises por HPCE e HPLC permitiram
concluir que a hipétese de que os peptideos opidides de origem alimentar
estdo envolvidos na sindrome autista, necessita ser revista, visto que, na
eventualidade de eles estarem presentes na urina dos autistas, suas
concentragbes devem estar muito abaixo das faixas de concentracdo
pesquisadas por nds e pelos autores que nos antecederam.

Palavras-chave: digestibilidade protéica; absorcdo de peptideos; exorfinas;
peptideos bioativos; sulfotransferase; dieta e comportamento.
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The use of capillary electrophoresis for the study of urinary
peptides and their possible relevance to protein digestion

Abstract
Through this work, an attempt was made to apply the technique of high
performance zone-capillary electrophoresis (HPCE) to the study of possible
urinary peptides from both autistic and normal children. Recent reports show
that HPCE can be an alternate or complementary tool to high performance
liquid chromatography (HPLC) in the analysis of peptide mixtures. Based on
HPLC observations, researchers have proposed that the worsening of the
autistic condition is related to a possible opioid effect from peptides derived
from the diet. A hyperpeptiduria condition, should thus be expected from
autistic children. A number of analytical parameters were tested here in order
to best characterize the urinary profiles. The final electrophoretic conditions
selected were: Fused silica capillary effective length, 72cm; internal diameter,
75um; 50mM borate buffer (pH 9.3); 20kV at 25°C and injection time of 4s.
The areas under the most representative peaks of the peptide regions were
used as a criterion of comparison for the two analytical systems
(electropherograms and chromatograms). Resuits showed that the two
techniques were comparable for this purpose, and that the amounts of
peptides in some of the autistic subjects were increased in relation to the
normal counterparts, although the overall-sample means were not significantly
different. Neither casomorphin nor its opioid fragments were detected by either
of the analytical techniques. The general sensitivity of the UV detection system
was of the order on 1lug/mL. The data gathered also indicated that the
encountered peptides were of small molecular weight and free of strongly
absorbing chromophores, thereby limiting their individual UV detection.
Creatinine, hypuric and uric acids, major urinary metabolites, were easily
quantified by HPCE. A peculiar peak, most likely the intestinal permeability
biomarker indolylacryloylglycine (IAG), was found in both autistic and normal
urine samples. This peak, that was quite elevated in one of the autistic

xtit Abstract



subjects, was recognized by its typical UV-absorption spectrum, but attempts
to confirm the structure were unsuccessful due to its instability in the
chromatographic mobile phase and the lack of commercial standards. It is
concluded from our trials using both HPCE and HPLC techniques that the
hypotheses about the involvement of opioid peptides of dietary origin in the
autistic syndrome should be revised for if these are present in the urine, the
levels ought to be much lower than previously thought.

Keywords: Protein digestibility; peptide absorption; exorphins; bioactive
peptides; sulphotransferase; diet and behaviour.
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A eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE) é uma técnica
que vem evoluindo consideravelmente nos Gltimos anos, mostrando-se como
uma ferramenta analitica de grande potencialidade dada a diversidade de
analitos aos quais pode ser aplicada. A sua aplicagdo abrange desde andlises
bioldgicas, andlises em alimentos, até andlises de farmacos e de drogas. Nos
laboratdrios clinicos, @ HPCE veio substituir algumas técnicas cléssicas gue
possuem metodologias geralmente muito laboriosas, proporcionando maior
rapidez e menor custo nas analises. Recentemente, a eletroforese capilar tem
chegado a ser um dos métodos mais citados para a separacdo de misturas de
peptideos (Novotny et a/., 1990).

Os peptideos representam um grande e complexo grupo de
biomoléculas que cumprem variadas funcdes de vital importéncia nos
organismos vivos. Os peptideos atuam, entre outros, como horménios,
neurotransmissores, imunomoduladores, coenzimas ou inibidores de enzimas,
drogas, toxinas e antibidticos (Kasicka, 1999).

Grande interesse cientifico vem sendo dado aos peptideos
fisiologicamente ativos derivados das proteinas dos alimentos. Esses peptideos
sdo inativos quando ainda localizados dentro da seqiiéncia da proteina
precursora, mas uma vez liberados pela agéo de enzimas proteoliticas, eles se
tornam ativos (Korhonem, 1998).

A principal fonte conhecida de proteinas geradoras de peptideos
biologicamente ativos é o leite (Meisel & Schlimme, 1990). Os peptideos
estudados apresentam vdrias atividades fisioldgicas como atividade opiacea,
anti-hipertensiva, de imunomodulacdo, de bioconversdo de ions metdlicos
(Ca™™), atividade anti-trombética e propriedades anti-bacterianas (Fiat et al.,

1893).

Diversos distlrbios metabdlicos podem ser a causa de
diferentes doengas, tendo como caracteristica comum a presenca de certas
substéncias em concentracBo acima do normal no sangue efou na urina de
seres humanos. Tais distirbios metabdlicos podem ser originados por
problemas genéticos ou ambientais.
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A analise da urina tem amplo significado clinico e por
caracterizar-se comao técnica ndo invasiva é extensamente utilizada para o
diagnéstico de certas doencas, assim como para 2 monitora¢do de terapias.
Varios estudos t&m mostrado que os pacientes celiacos ndo tratados (Reicheit
et al, 1998) exibem excrecdo de peptideos urindrios aumentada
(hiperpeptidiria), caracteristica esta que também pode se manifestar em
criangas autistas (Reichelt et al., 1997).

O estudo dos metabdlitos urinarios foi ainda estimulado pelo
relato desses autores de que o quadro de hiperpeptidiria em criangas autistas
poderia estar relacionado com a dieta, uma vez que vérios estudos apontaram
uma melhoria no comportamento social, associada & diminuigdo dos peptideos
urinarios, em pacientes que recebiam dietas livres de gliten e caseina
(proteinas precursores dos peptideos opisdides gliadinomorfina e casomorfina).

Assim, considerando a possibilidade de aplicar a técnica de
eletroforese capilar (HPCE) a andlise de peptideos originados da alimentagdo e
que a geragdo excessiva ou acimulo de peptideos tipo casomorfina na urina de
certos individuos tenha alguma relagdo com o diagndstico do autismo, o
presente trabalho teve como objetivo obter os perfis de peptideos urindrios em
um grupo de criangas autistas e compara-los com os perfis de criangas

normais.

3 Introducio



2. Objetivos

Objetivos



2.1. Geral

2.2. Especificos

Utilizar a eletroforese capilar para o estudo do perfil de
peptideos presentes na urina como resultante da digestdo
protéica incompleta de criancas diagnosticadas com

autismo.

Obter um grupo de criancas clinicamente diagnosticadas
como autistas e um grupo controle de criancas normais, com
auxilio de profissional da drea de psiquiatria.

Aplicar a teécnica de eletroforese capilar (HPCE) na
caracterizagdo do perfil de peptideos urindrios nos dois
grupos de criangas e compard-la com a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Estudar a relacdo entre a excrecdo de peptideos urindrios e
o diagnostico de autismo.

Estudar a provdvel utilizagdo destes peptideos como
biomarcadores da capacidade digestiva e absortiva das
criangas autistas.

Estudar a possivel influéncia das proteinas alimentares da
dieta no perfil peptidico urinario do autista.

5 Objetivos
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3.1. Proteinas alimentares de maior interesse

Classicamente, tem se considerado que a funcdo priméria das
proteinas da dieta é abastecer adequadamente o corpo de aminodcidos
essenciais, ndo essenciais e outras formas de nitrogénio organico.

Mais de 99% dos produtos da digestdo final das proteinas sdo
absorvidos como aminodcidos livres, com somente escassa absorgdo de
peptideos e raramente, absorcdo de moléculas protéicas inteiras (Guyton &
Hall, 1996).

De interesse especial para os pesquisadores tem sido o estudo
dos peptideos bioativos, presentes na sequéncia aminoacidica de proteinas
alimentares. Estes peptideos, que se encontram inativos dentro da seqliéncia
da proteina precursora, podem ser liberados por protedlise enzimatica, por
exemplo, durante a digestdo gastrintestinal ou durante o processamento dos
alimentos. Uma vez liberados no corpo, os peptideos bioativos podem atuar
como compostos reguladores com atividade do tipo hormonal (Meisel, 1997).

Proteinas de alguns alimentos como trigo, soja, milho e [eite,
quando submetidas a protedlise controlada originam peptideos de tamanhos
moleculares varidveis, alguns dos quais dotados de atividade biolégica {Meisel
& Schlimme, 1990).

3.1.1. Proteinas do leite

O leite é reconhecido universalmente como uma fonte de
proteinas alimentares de alta qualidade nutricional, as quais possuem ampla
funcionalidade, fundamentalmente devido & sua composicdo aminoacidica
Unica e pelas caracteristicas fisico-quimicos desejaveis (Harwalkar & McMahon,
1993).

As principais proteinas do leite sdo classificadas em caseinas,
encontradas em concentraces aproximadas de 2,5 a 3,2%, perfazendo

7 Revisdo Bibliografica



aproximadamente 80% das proteinas totais, e as proteinas do soro, que
respondem pelos 20% restantes.

Uma porgdo de caseina (fosfoproteina) submetida & eletroforese
em gel de poliacrilamida em presenca de uréia e mercaptoetanol, revela a
presenga de mais de 20 polipeptideos diferentes. Trés componentes principais
sdo obtidos a partir da caseina: as1l (53% do total), p (33%) e k (15%),
existindo ainda quantidade varidavel do componente y. As duas principais
proteinas do soro, a a-lactalbumina e p-lactogiobulina, perfazem 70-80% das
proteinas do soro. Além dessas sdo encontradas as soralbuminas,
imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferrinas, transferrinas e enzimas
(Sgarbieri, 1996).

Alem do papel nutricional, as proteinas do leite tém importéncia
fisiologica e sdo fontes de peptideos biologicamente ativos {Tabela 1, Meisel &
Schlimme, 1990). Este aspecto tem sido estudado desde 1979, e numerosos
peptideos, dos quais as suas sequéncias e localizagdo sdo conhecidas,
apresentam varias atividades tais como atividade opidcea, anti-hipertensiva,
de imunomodulacdo, de bio-conversdo de ions metdlicos, (Ca*"), atividade
antitrombdética, e propriedades antibacterianas (Fiat et a/., 1993).

Tabela 1~ Peptideos bioativos derivados das proteinas de leite bovino

Peptideo bioativo Proteina precursora  Bioatividade
casomorfinas a-, B-caseina agonistas opidides
casoxinas k-caseina antagonistas opidides
a-lactorfina a~lactoglobulina agonistas opidides
B-lactorfina B-lactoglobulina agonistas opidides
imunopeptideos a~, B-caseina imunoestimulantes
caseinofosfopeptideos o-, B-caseina carriadores de minerais

8 Revisdo Bibliogréfica



Os primeiros e mais estudados peptideos biologicamente ativos
da caseina foram os peptideos opidides (com similaridade farmacolbgica ao
6pio ou a morfina). Os peptideos opidides derivados da caseina bovina sdo
chamados de casomorfinas o casoxinas, enquanto que os das proteinas do soro
sdo chamados de /actorfinas. Tendo em vista que tais peptideos se originam de
fontes exdgenas, e também exercem atividades opidides, eles sdo chamados
de “"exorfinas", para distingui-los dos peptideos opidides de origem endbgena
(exemplo, encefalinas, endorfinas, e dinorfinas). Os principais peptideos
opidides , derivados do leite bovino sdo fragmentos da B-caseina (Figura 1).

(a) 60 Pl ¥ 70

Tyr - Pro - Phe - Pro - Gly - Pro - lie - Pro - Asn - Ser - Leu

(b} 66 74

SerP - SerP - SerP - Glu - Glu - Ile - Val - Pro — Asn

Figura 1 - Segliéncias de (a) p-casomorfina-11 e (b) e asl-caseinafosfopeptideo-9 isolados in
vivo da p-caseina bovina e asl-caseina, respectivamente. As flechas em (a) indicam ligacbes
que podem ser hidrolisadas para produzir os principais fragmentos opibides obtidos in vitro ou
por sintese, (Fonte: Meisel & Schiimme, 1990).

Embeora as casomorfinas produzam analgesia e modulem o
comportamento social apés a administragdo intraventriculocerebral em animais
experimentais, parece provavel que seu principal papel fisioldgico seja a
producdo de efeitos locais no trato gastrintestinal, prolongando o trénsito
intestinal e exercendo acgao antidiarréica (Daniel et al., 1990; Schanbacher et
al., 1998).
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Peptideos derivados do leite foram j& produzidos em escala
industrial com aplicacdo como suplementos dietéticos em "alimentos
funcionais” e como drogas (Meisel, 1997).

Peptideos provenientes dos alimentos podem ter atividades
fisiolégicas no homem, é o que afirmam Chabance et al. (1998), apds terem
evidenciado, que dois peptideos longos, o k-caseinoglicopeptideo e um
peptideo N-terminal de asl-caseina, foram absorvidos e detectados no plasma
de humanos adultos apos ingestdo de leite ou jogurte.

A resisténcia a hidrolise enzimatica é uma caracteristica da
maioria dos peptideos bioativos, principalmente porque eles tém uma alta
concentracdo de grupos fosfato ou residuos de prolina (Meisel & Schlimme,
1990).

3.1.2. Proteinas do trigo

O teor de proteina no grédo de trigo é usualmente em torno de
12%, mas as caracteristicas genéticas e as condicbes de cultivo exercem
influéncia sobre essa concentracdo. S3o0 normalmente divididas em proteinas
de reserva (gliten) e em proteinas solGveis em solucBes salinas que sdo as
globulinas e albuminas. As albuminas representam proteinas funcionais como
enzimas, inibidores de proteases e amilases, lectinas, entre outras.

As proteinas do glGten representam 80% das proteinas dos
grdos e pertencem a duas classes: as gliadinas (prolaminas) e as gluteninas
(glutelinas). As gliadinas constituem uma mistura de prolaminas que s&o
insoliveis em &gua, mas solliveis em solucdo de etanol a 70%. As glutelinas,
por sua vez, representam a fragdo menos sollivel das proteinas do trigo.

Foi detectada a presenca de peptideos opidides nos produtos da
digestdo enzimatica do gluten do trigo, em estudo de Fukudome & Yoshikawa,
(1992). Eles isolaram e caracterizaram quatro peptideos que foram
denominados exorfinas de gllten A5, A4, B5 e B4. A sequéncia da exorfina de
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glaten A5 foi encontrada 15 vezes repetida na estrutura priméaria da glutenina
de alto peso molecular e foi especifica para receptores opidides 8.

3.2. Autismo

Atuaimente, tanto a Classificacdio Internacional de Doengas -
CID 10 como o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - DSM v,
definem o autismo pela presenca de um periodo de desenvolvimento anormal
e/ou comprometido que se inicia antes da idade de 3 anos e pelo
comprometimento de trés dreas principais: interagdo social, comunicagdo e
comportamento restrito e repetitivo.

Alem destes aspectos fundamentais para o diagnéstico da
sindrome, & comum a presenca de outros sintomas considerados como
secundarios, tais como hiperatividade, fobias, perturbacdes do sono e
alimentacdo, auto e heteroagressividade, déficit de concentracio.

Componentes da dieta tém sido freqiientemente
responsabilizados de ter um papel causativo ou agravante de vérios desordens
mentais, incluindo o autismo e a esquizofrenia. No entanto, falta conhecimento
bioquimico e mecanismos fisiolégicos para explicar a relagdo entre dieta e
autismo ou esquizofrenia.

3.2.1. Base bioquimica do autismo

Muitos estudos tém mostrado alteracdes bioquimicas em
criangas autistas, a maioria dos quais concentrando a atencdo na andlise de
neurotransmissores, seus metabdlitos e horménios.

A serotonina € o neurotransmissor mais estudado pela sua
importéncia na regulagdo do sono, temperatura corporal, senso-percepgdo, €
sua implicagdo em formas de retardoc mental, na modulacdo de estados
afetivos, convulsdes e distirbios do movimento.

11 Revisdo Bibliogrdfica



O autismo tem provavelmente muitas causas diferentes. Ha
evidéncia crescente de que o autismo tem um forte componente genético
(Rodier, 2000). A serotonina (5-HT) tem sido suspeita de estar envolvida na
patogénese da desordem autistica. Criangas autistas tendem a ter niveis
elevados de serotonina (5-HT) no sangue. Eles também tendem a excretar
quantidades anormalmente altas de peptideos de baixo peso molecular na
urina (Keller et al., 1999).

Aumentados niveis de 5-HT extracelular conduzem a sutis
alteragBes no circuito cortical no cérebro em desenvolvimento; niveis de 5-HT
extracelular persistentemente altos podem conduzir a dano neurotéxico no
cérebro quando adulto, possivelmente através de peroxidacao lipidica (Keller et
al., 1999),

Estudos recentes realizados por Pedersen et al. (1999)
mostraram que 60% das criancas autistas apresentavam um aumento na
quantidade de um tripeptideo que estimula a captacdo de serotonina pelas
plaquetas.

As catecolaminas também tém sido alvo dos estudos
bioguimicos com criangas autistas. Uma diminuicdo na absorcdo da dopamina
pode ser encontrada em algumas das criancas autistas. E possivel que uma
das casomorfinas seja inibidor da absorgdio da dopamina (Reichelt et al.,
1991).

3.2.2. Hiperfuncionamento do sistema opidide cerebral?

Estudos bioquimicos e farmacoldgicos da década de 90 tém
reforgado a hipdtese de que uma excessiva atividade opidide no individuo pode
explicar, pelo menos em parte, a patologia comportamental no sindrome
autista (Panksepp, 1979). Os opidides podem ser importantes no
desenvolvimento do autismo porque eles modulam troficamente o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) (Zagon & McLaughlin,
1991). Entretanto, existe muito ceticismo no meio cientifico sobre a real
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influéncia de peptideos opidides liberados durante a alimentacdo do individuo
na expressao da doenca.

O cérebro produz peptideos enddgenos essenciais que podem
ser pequenos ou de grande tamanho e que sd0 necessarios para controlar as
fungbes do sistema nervoso. Estes peptideos enddgenos essenciais sdo
chamados de neuropeptideos. As endorfinas (alfa-, beta-, e gamaendorfina) e
opidides (Met-encefalina e Leu-encefalina) sdo classificados como pequenos
neuropeptideos, & tém agdo similar & de uma substincia chamada morfina, um
potente analgésico; enquanto os hormdnios cerebrais sdo classificados como
grandes neuropeptideos. Depois de terem participado das funcbes do sistema
nervoso, 0s pequenos e grandes neuropeptideos sfo quebrados e deixam o
corpo através da urina (Rantala, 1996).

Peptideos exdgenos com atividade opidide sdo aqueles de
origem externa (alimentar) que, a exemplo das endorfinas, apresentam
afinidade para os receptores do &pio e produzem efeitos semelhantes a ele, e
que sdo revertidos por drogas, do tipo naloxone. Essas drogas e alguns
peptideos tém afinidade pelos receptores de épio e apresentam efeitos anti-
épio, sendo portanto denominadas de “antagonistas de opidides”.

Entre os efeitos fisiolégicos dos peptideos opidides tém-se os
chamados efeitos centralizados: analgesia, catalepsia, sedagdo e torpor,
depressdo respiratéria, hipotensdo, regulacdio da temperatura corporal,
regulagdo da ingestdo de alimentos, supressdo de secrecdo gastrica, aumento
das concentracBes de horménio do crescimento (GH), horménio liberador da
prolactina (PRL), horménio antidiurético (ADH), diminuicdo das concentracdes
do horménio luteinizante (LH), horménio foliculo estimulante (FSH), horménio
estimulador da tircide (TSH), hormoénio adrenocorticotrdfico (ACTH), e
regulacdo do comportamento sexual, e os efeitos periféricos: supressdo da
motilidade intestinal, potenciacdo da atividade do horménio estimulador dos
melanécitos (MSH) (Sgarbieri, 1996).

Ha vérios tipos de receptores opidides, localizados
principalmente no sistema nervoso central, mas também em muitos tecidos
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periféricos. Os principais tipos so: p, 5, e x. Os receptores opidides pertencem
a grande familia de receptores especificos para a proteina ‘G’ (Teschemacher,
1997).

No raciocinio de alguns autores, o hiperfuncionamento do
sistema opidide pode estar relacionado com o autismo. A hipétese do
mecanismo pode ser entendida da pdgina na Internet transcrita (traducdo) a
seguir:

A teoria proposta por Reichelt et al., (1991, 1994, 1997)

“relaciona o excesso de opidides com o comportamento autista. Isto baseado
principalmente em observagbes anteriormente descritas por Panksepp (1979)
quanto as similaridades entre os sintornas do autismo e os conhecidos efeitos dos
opidides enddgenos, em particular as beta-endorfinas. Reichelt et al. (1991, 1997),
propuseram que as substancias opiéides podem ser derivadas da quebra incompleta
de certas proteinas alimentares, em particular o gldten do trigo e ouftros cereais, e
da caseina do leite e produtos lacteos. A sugestdo é de que os peptideos resultantes
da quebra incompleta destas proteinas possam ter acdo opidide direta ou atuar
como ligandos nas enzimas que quebram os opidides endégenos, de modo gue seus
efeitos seriam aumentados significativamente. "

Os autores descrevem a utilizagdo de um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, pelo qual peptideos bioativos obtidos
sinteticamente, semelhantes aos que se acredita estarem presentes em
hidrolisados de gluten e caseina, aparecem nos cromatogramas apés o &cido
hipurico. Entretanto, ndo tem sido evidenciada a suposicdo de que o0s
peptideos naturalmente derivados das proteinas alimentares de fato eluam na
regido peptidica das urinas, embora os compostos que ali cromatografam
tenham caracteristicas de peptideos “semelhantes” aos que se esperaria das
proteinas alimentares. Todavia, eles interpretam a presenca do composto
indolil-acriloil-glicina (IAG), como sendo significativa, e de certa forma
indicadora do grau de "vazamento" das membranas, e em particular, aquelas
da parede intestinal e barreira hematoencefalica. Os niveis de "peptéides” na
urina sdo interpretados como indicativos dos niveis de substincias com
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atividade bioldgica, derivados dos alimentos, e por suposigdo, no suprimento
do sangue para o corpo como um todo (Shattock & Savery, 1999).

Para complementar esta teoria, se fez necessario explicar a
provavel quebra incompleta de proteinas, junto com uma absorgdo facilitada
concomitante com o aparecimento de peptidiria em alguns casos. Para tanto,
Reichelt et a/. (1991, 1994), propdem que a baixa capacidade de degradacédo
dos peptideos no intestino, deva ser causada por defeito estrutural de ao
menos duas peptidases, ou inibicdo da atividade por feed-back, levando a uma
exacerbada absorcdo dos mesmos e, por sua vez causando a peptidiria
(Wright et al., 1979, Griffith & Meister, 1979, Reichelt et a/., 1994). Uma outra
idéia de Reichelt et al. (1997), é que a peptidlria possa ser devida também a
um defeito na transulfatacdo, combinado com um defeito de peptidases, ou a
deficiéncia de duas ou mais peptidases. Assim se explicaria a observacdo de
que os perfis peptidicos de diversos individuos autistas difiram entre si. O
defeito na sulfatagdo poderia causar um dano na formacdo das mucoproteinas
sulfatadas (glicosaminoglicanas) que revestem a parede intestinal, o que
levaria ao aumento da absorc8o através da mucosa.

3.2.3. Dieta-autismo

De acordo com a teoria de Reichelt et a/., (1991, 1994, 1997),
0s peptideos resultantes da quebra incompleta de certas proteinas como gidten
e caseina podem exercer acdo opidide direta ou atuar como ligandos nas
enzimas que quebrariam os opidides enddgenos, magnificando a sua acdo.
Qualquer que seja a natureza do mecanismo envolvido, este levaria a um
aumento da atividade opidide, dentro e fora do sistema nervoso central (SNC)
(Reichelt et al., 1997).

Reichelt et a/, (1991, 1994) e Knivsberg et a/. (1990) prop8em
0 tratamento dietético de criangas autistas e afirmam que a dieta deveria ser
livre de proteinas de leite e de gliten. A raz8o para isto é provaveimente a
notével similaridade que existe entre a gliadinomorfina e casomorfina:
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casomorfina bovina (1-7): Y-P-F-P-G-P-1
opidide de «-gliadina: Y-P-Q-P-Q-P-F

A dieta deveria ser estrita, pelo fato de que o efeito biolégico
causado € uma resultante tanto da poténcia quanto da quantidade. Uma
molécula de gliten contém 15 seqliéncias opidides que podem ser liberadas
por agdo da tripsina, quimotripsina e secretina.

Mudancgas positivas no comportamento das criancas autistas e
diminuicdo dos peptideos urinarios foram observadas apés tratamento com
dieta ausente de caseina e gliten por perfodos de 2 a 4 anos, e piora dos
sintomas, em casos de abandono da dieta (Reichelt et al., 1991, 1997,
Knivsberg et al., 1990).

A intervencdo na dieta deve ainda ser considerada como
experimental e ndo podem ser prometidos resultados positivos. No entanto, o
uso da dieta pode ser menos prejudicial que outras intervences médicas ou
regimes terapé@uticos (Lewis, 1994).

Ha razdo para acreditar que os opidides da dieta sejam
importantes. O peptideo imunoreativo B-casomorfina bovina 1-8 tem sido
isolado de urina e fluido de didlise de esquizofrénicos e de autistas (Reichelt et
al., 1991), assim como também tem se encontrado fregiientemente mais alto
conteudo de anticorpos IgA anti-casomorfina do que o normal.

3.3. Metabdlitos urindrios
3.3.1. Metabolismo e marcadores

Entre os principais metabdlitos urindrios encontram-se os
constituintes orgénicos, creatinina, uréia (perfazendo a metade dos sélidos na
urina normal), &cido Grico, acido hiparico, aminodcidos e 0s constituintes
inorgénicos, cloretos e fosfatos de sédio, potédssio e aménia. (Lange, 1973).

A creatinina € o produto de excre¢do da creatina, sendo que na
urina, a mesma € eliminada em quantidade relativamente constante,
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independente da dieta, grau de hidratacdo e metabolismo protéico. E utilizada
como parametro de referéncia na expressdoc da concentragdo dos outros
metabélitos urinarios.

Desordens metabdlicas em humanos freqlientemente causam
acimulo de metabdlitos especificos no soro sangliineo e na urina. Tais
metabdlitos tém valor, na condi¢do de biomarcadores, podendo auxiliar como
meio de diagnostico.

Indolil-acriloil-glicina (IAG, ou IAcrGly) é um dos componentes
fisiologicos da urina, ainda que sua fonte metabdlica e papel no organismo
humano ndo tem sido claramente estabelecido. Ha possibilidade de existir mais
de que um mecanismo de produc¢do. Mudancas nos niveis de excrecao de
IAcrGly tém sido encontradas sob algumas condi¢Bes fisioldgicas e patolégicas
(fotodermatoses, distrofia muscular, cirrose hepdtica). Dados sobre niveis
normais de excrecdo de IAcrGly sdo limitados e as razBes bioguimicas para
niveis elevados ainda nédo estdo claras (Mills et a/., 1998).

A relevancia e fungéo deste composto ndo estéio definidas, mas
@ sua associacdo com o autismo e desordens associadas parece inequivoca. A
associacdo pode ser casual mas hd um ndmero de maneiras em que o
composto pode estar envolvido na causa do autisme. O composto pode
representar a versao destoxificada de um composto precursor que poderia ter
profundos efeitos sobre a permeabilidade das membranas, em particular
aquelas da mucosa do intestino e a barreira hemato-encefdlica (Shattock &
Savery, 1999).

O IAG é um provével marcador do grau de permeabilidade da
mucosa a peptideos de baixo peso molecular (EK et al., 1999). Ele possui
muitas, mas ndo todas as propriedades de um peptideo. Os dois elementos
principais da molécula estdo unidos mediante unifio peptidica. Um dos
elementos (glicina) € um aminoécido enquanto o outro elemento, a parte indol
da molécula, ainda que quase certamente derivou do aminodcido triptofanc
ndo €&, estritamente falando, um aminodcido. O composto é, por isso "similar a

peptideo” ou "peptdide” por natureza.
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Figura 2 - Indolil-acriloil-glicina

O triptofano pertence aos aminoacidos com mais alto nimero
de metabdlitos e rotas de degradagdo metabdlicas alternativas. Além das
principais rotas do catabolismo, ha outras menores e menos investigadas: uma
delas conduz ao acido indolilacrilico (IAcrA).

Um mecanismo proposto para a formagdo do IAG é que o
triptofano é convertido a acido indol-3-propi6nico pela flora intestinal e que o
acido indol-3-propibnico é em seguida convertido a A&cido indol-3-acrilico
(indolilacrilico, IAcrA) e conjugado a glicina no figado ou rins (Smith et al.,
1968, citado por Mills et a/,, 1998).

Marklova & Fojtaskovd (1996), afirmam ter encontrado IAcrGly
na urina de porquinhos germ-free certificados, o que indica que o triptofanoc
possa ser convertido em IAcrA, sem a intervengdo de microorganismos

intestinais.

3.3.2. Peptideos urinarios

A fonte dos peptideos no sangue e, conseqlientemente na
urina, é largamente desconhecida. No entanto, Noguchi et al. (1982),
sugeriram que a principal delas é o catabolismo de proteinas dos tecidos (ndo
sé coldgeno como tem se admitido), e que uma contribuigio menor vem da
ingestdo dietetica. A ordem de grandeza desta Gitima parcela ainda ndo estd
clara, mas sdo fortes as Indicagbes de que & suficientemente grande e
consistente para justificar uma investigacdo mais completa: isto é fundamental
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para a hipdtese de que os peptideos que surgem das proteinas da dieta
cumprem um papel na fisiopatologia das desordens mentais e de
comportamento.

Ainda que os peptideos urindrios n3o facam parte dos
metabdlitos principais, estes sHo indicadores de variadas anormalidades
metabdlicas no individuo. Vérios estudos apontam para a existéncia de uma
maior quantidade de peptideos na urina de criancas autistas e da possibilidade
destes provirem da dieta. Niveis aumentados de peptideos urindrios t&m sido
encontrados em diversos grupos de criangas autistas (Reichelt et al., 1991,
1997).

Deficiéncia de prolidase é caracterizada por excrecdo urindria
macica de imidodipeptideos X-prolina (X-Pro) e X-hidroxiprolina (X-Hip)
(Zanaboni et al., 1996).

Quando a rede de fibra eldstica é destruida, peptideos que
contém desmosina (DES) e isodesmosina (IDES), dois aminodcidos com
ligacbes cruzadas (cross-linkings) especificos da elastina, sdo excretados na
urina em quantidade proporcional ao grau de destruicdo. A monitoragdio de
DES e IDES urinaria em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica
(COPD) e fumantes é essencial, pois a maioria dos investigadores aceitam a
idéia de que a destruicdo irreversivel das fibras eldsticas dentro do intersticio
do pulmdo & central ao desenvolvimento do enfisema puimonar (Viglio et al.,
1998).

3.4. Absorcao de peptideos e proteinas

B-casomorfina, um peptideo opidide do leite, foi detectado no
intestino delgado de humanos adultos, apds a ingestdo de leite bovino
(Svedberg et al., 1985).

k-caseinoglicopeptideo e um peptideo N-terminal de osi-
caseina, foram absorvidos e detectados no plasma de humanos adultos apds

ingestdo de leite ou iogurte (Chabance et a/., 1998).
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Parece provavel que o aumento de peptideos na urina em
quase 90% das criangas autistas possa ser devida as proteinas da dieta. Entre
os peptideos encontra-se a casomorfina bovina (Reichelt et al., 1991).

A passagem de proteinas intactas da dieta ao leite de nutrizes
foi investigada. Ovoalbumina e g-lactoglobulina foram detectadas em amostras
de leite humano em mais da metade de um grupo de 29 mulheres, apos a
ingestdo de um ovo cru e 250 mL de leite de vaca, variando em quantidades
de 100 pg/mL a 6 ng/mL (Kilshaw & Cant, 1984).

Em pacientes celiacos, a mucosa do intestino estd danificada e
a absorcdo de peptideos e proteinas através do intestino estd aumentada
(Reichelt et al., 1998),

Permeabilidade intestinal, num contexto clinico, principalmente,
se refere a permeacdo de molécuias com massa molecular >150 Da, e ndo de
ions tais como sédio ou cloreto, aos quais o termo permeabilidade de
membrana é aplicado (Travis & Menzies, 1992). A absorcdo de peptideos
através da mucosa intestinal poderia estar ocorrendo via paracefular mas bem
que transcelular. PropBe-se que a via paracelular possa permitir a passagem
de moléculas de massa maior que 150 Da, como os peptideos, através das
jungdes de ocluséo.

O teste de permeabilidade intestinal (IPT) é reconhecido por ser
um teste ndo invasivo e adequado para a monitoraciio de danos na mucosa do
intestino delgado em criangas. O procedimento estd baseado na administracdo
oral simulténea de dois aclicares com pesos moleculares e rotas de absorcdo
diferentes, e a estimativa da recuperacdo urinaria de cada molécula (D'Eufemia
et al., 1996). Este teste foi realizado num grupo de criancas autistas por
D'Eufemia et al., (1996) e foi encontrado que em 40% dos casos havia
permeabilidade intestinal alterada, sendo proposto que isto poderia
representar um possivel mecanismo da passagem aumentada de peptideos
derivados de alimentos através da mucosa do intestino com as consequentes
anormalidades no comportamento. O estudo mostrou que alguns pacientes

autistas com dano nas jungdes de oclusdo, como evidenciado pelo teste IPT,
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ocorre em auséncia de desordens gastrointestinais estabelecidos. A ocorréncia
de permeabilidade intestinal aumentada numa fracdo dos pacientes autistas
pode refletir a patogénese multifatorial da doenca.

Devido ao fato de que os peptideos sdo excelentes inibidores de
peptidases (La Bella et a/.,1985), muitos dos efeitos dos peptideos podem ser
indiretos. Isto se reflete nos peptideos urindrios, que parecem abranger ambos
peptideos exdgenos e endégenos (Reichelt et al., 1991,1997).

3.5. Métodos analiticos para peptideos e outros metabélitos urindrios.
3.5.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A analise dos peptideos urindrios utilizando cromatografia
liquida foi introduzida por Bolhen et al. (1980), propondo a separagdo de
peptideos dos aminoacidos e sais mediante o uso de colunas C-18 de fase
reversa.

O teor e perfil dos peptideos urindrios de criancas autistas de
sete paises, e o efeito da intervengdo na dieta foi determinado por Reichelt ef
al. (1997), mediante a utilizagdo da cromatografia liquida de fase reversa.,

A analise répida de baixos niveis de IAG, - metabdlito urindrio
aumentado em varios tipos de enfermidades - foi realizada por Mills et al.
(1998) utilizando HPLC.

A liberagdo de peptideos da caseina e sua passagem para o
sangue humano durante a digestdo de leite ou iogurte foi determinada num
estudo realizado por Chabance et al/. (1998), utilizando a técnica de HPLC e
colunas de fase reversa. Reichelt et a/. (1998), por sua vez, também utilizaram
a técnica de HPLC no estudo do perfil peptidico da urina de pacientes com
doenga celiaca. Posteriormente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
utilizada por Ek et al. (1999) na determinacdo do teor de peptideos urindrios
em criangas com doenca celiaca submetidos a dieta sem gliten e caseina.
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3.5.2. Eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE)

A eletroforese capilar (CE) vem servir de complementacdo as
analises de amostras bioldgicas realizadas pela técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, compartilhando com ela a vantagem da automatizagdo,
proporcionando uma separagao rapida, além de ser somente necessdria uma
pequena quantidade de amostra.

Como ferramenta analitica, a CE oferece varias vantagens nos
laboratérios clinicos. Além da sua alta resolucdo, a facilidade de modificacdo da
seletividade pela simples adigdo de moduladores orgénicos ao tampé&o permite
que misturas complexas de analitos em amostras bioldgicas sejam faciimente
resolvidas. Os fatores em defesa do uso jé& difundido da CE no presente
momento sdo simplicidade, velocidade, aita resolucdo, e baixo custo de
operagao (Shihabi, 2000).

A CE tem sido considerada como um dos mais importantes
métodos para a separagdo de misturas de peptideos (Jorgenson & Lukacs,
1981). Entre os varios modos de separacdo, a eletroforese capilar por zona
(CZE) € certamente a melhor opgdo para se obter resolucdo de moléculas
eletricamente carregadas (Langenhuizen & Janssen, 1993).

Pacientes fenilcetonuricos submetidos a controle de dieta
podem ser monitorados por CE (Tagliaro et al., 1994).

O acompanhamento da excrecdo de creatina e creatinina na
urina, em fungdo do tempo pds-ingestdo de creatina monoidratada como
auxiliar ergogénico, foi realizado por eletroforese capilar (Burke et al., 1999).

Zanaboni et al. (1996) relataram a aplicabilidade da técnica de
CZE na determinacdo de imidodipeptideos em urina de pacientes com
deficiéncia de prolidase. A deficiéncia de prolidase € uma desordem grave
caracterizada pela excrecdo macica de uma familia de metabdlitos de
estruturas semelhantes, os imidodipeptideos X-Pro e X-Hip. Utilizando
eletroforese capilar no modo de separacdo MEC (cromatografia eletrocinética
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micelar), Grimm et al. (1997) determinaram as condigcbes experimentais para
a melhor separagdo desses imidodipeptideos.

A desmosine (DES) e isodesmosina (IDES), dois aminoacidos
especificos da elastina, podem ser usados como indicadores da degradacdo da
elastina madura quando presentes na urina, e sua determinagdo efetuada por
eletroforese capilar utilizando a versdo MEC (Viglio et al., 1998).

23 Revisdo Bibliografica



4. Material e Métodos

Material e Métodos




4.1. Material
4.1.1. Amostras de urina

Urinas foram coletadas de um grupo de 11 criancas autistas
cadastradas na ADACAMP (Associacdo dos autistas de Campinas) e outro grupo
de 11 criangas normais da Pré-Escola e do PRODECAD da Unicamp, todos na
faixa de idade de 6-9 anos. A amostragem se fez com a participacdo
totalmente voluntdria das mées e dos doadores sem compromisso algum de
ambas as partes, pesquisadores e voluntdrios. Ndo houve intervencdo na
alimentagdo dos doadores, mas foi recomendada a coleta de urina apds 2-3
horas de uma refeigdo contendo leite ou produtos derivados e/ou também
massas de trigo. As urinas foram mantidas congeladas a -15°C enquanto ndo
utilizadas. Para dar inicio as andlises elas foram descongeladas rapidamente
em agua corrente e centrifugadas a 4000 g (centrifuga Sigma Leborzentrifugen
GmbH, Melsungen, GE.), a 4°C, durante 10 min. Uma vez separada a urina
limpida sobrenadante dos sdlidos, foi medido seu pH. De cada urina foram
separadas duas por¢des de 1,5 mL para serem utilizadas, uma, no estudo por
eletroforese capilar e outra para determinacdo colorimétrica da creatinina. O
volume restante foi liofilizado (liofilizador VIRTIS, modelo 10-146MR-BA) e
armazenado sob refrigeragdo, para posteriormente ser utilizado na coleta de
fragbes por eletroforese capilar e para analises por cromatografia liquida de
aita eficiéncia (HPLC) e andlise de aminodcidos.

Todas as amostras de urina foram filtradas em membrana
Millipore de 0,22 um (GSWP01300) e sonicadas (ultrassom, Ultrasonic Cleaner
USC 700; Unique Ind. e Com. de Produtos Eletronicos Ltda., S3o Paulo, Brasil),
antes de serem injetadas no capilar para analise por HPCE ou na coluna
cromatografica na analise por HPLC.
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4.1.2. Reagentes e solucoes para analise por HPCE

A dgua ultra-pura (18.2 MQ) que foi utilizada para a preparacdo
de solugbes padrdo foi obtida em purificador Maxima ultra pure water, Elga
(Elga; High Wycombe, England).

Utilizaram-se solugbes tampdo com electrélitos padréo
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany), 50mM fosfato (pH 2,5), 50mM
fosfato (pH 7,0), 50mM borato (pH 9,3). Foi testada a adi¢do do surfactante
dodecilsulfato de sdédio (SDS) e modificador orgénico acetonitrila (Merck,
Darmstadt, Germany).

Os aminoacidos, Tyr, Phe, Trp, Gly, Cys, Glu, Asp e os padrdes
de peptideo opidide, casomorfina bovina (1-7) e fragmento (1-3) eram da
Sigma (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA). Foram também utilizados
o padrdo de peptideos (Sigma H-2016,) contendo: Gly-Tyr, Val-Tyr-Val,
acetato de Metionina-encefalina [Tyr-Gly-Gly-Phe-Met], Leucina-encefalina
[Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu], acetato de angiotensina II [Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-
Pro-Phe] e o padrdo de peptideos para CE, Sigma P-2693, contendo
bradiquinina, fragmento de bradiquinina (1-5), substéncia-P, [Arg-
vasopressina, horménio liberador do horménio luteinizante, bombesina, Leu-
encefalina, Met-encefalina e oxitocina. As solugbes aquosas de aminodacidos e
peptideos a varias concentrages foram preparadas utilizando dgua ultra-pura
(18.2 MQ2).

Foi usado um padréo de écido hipurico (Sigma H-9380; Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, USA), um padrdo de creatinina (Merck 5206;
Merck, Darmstadt, Germany} e um de acido drico (padrdo do Kit de Lab-Test).
Solugdes aquosas de diferentes concentrages destes padrdes foram
preparadas com &gua ultra-pura.

Toda solugdo padrdo aquosa e solugdo tampdo aquosa de
eletrélito base utilizada fol filtrada em membrana MF-Millipore de 0,22 um
(GSWP01300) e sonicada. A solugdo de eletrélito base contendo acetonitrila foi
filtrada em membrana MF-Millipore de 0,22 um (GVWP01300).
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4.1.3. Reagentes e solucdes para anélise por HPLC

Para a preparagdo das fases moveis foram utilizados acetonitrila e acido
trifluoroacético (TFA) de grau cromatografico Merck (Merck, Darmstadt,
Germany) e agua ultra-pura. As fases mdveis foram filtradas a vacuo utilizando
filtro Schleicher & Schili de 0,45 um (membrana filtrante ME 25 para sistema
aquoso e RC 55 para a fase solvente) e sonicadas 12 minutos.

4.2. Métodos
4.2.1. Eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE)
4.2.1.1. Desenvolvimento do procedimento

Foi utilizado o método de eletroforese capilar de zona (CZE)
também chamado método de eletroforese capilar em solugdo livre (FSCE),
onde o capilar é simplesmente preenchidoc com um eletrolito, injeta-se nele
uma amostra e aplica-se um campo elétrico nos eletrodos ocorrendo a
migracdo diferenciada dos componentes face as diferentes mobilidades
eletroforéticas e a mobilidade eletrosmética.

Devido a falta de procedimentos padronizados para as anélises
de urina por eletroforese capilar, varios testes preliminares foram feitos para
adquirir informagéo sobre as condigdes eletroforéticas mais adequadas na
obtenc¢do dos perfis urindrios que caracterizassem a presenca de peptideos.
Para a definicdo das condicbes de operacio do método utilizado, foram
considerados ¢s seguintes itens:

+ Escolha do capilar

e Determinacao do eletrdlito base

+ Teste dos parametros, temperatura, voltagem e tempo de
injecdo

» Efeitos da adigdo de SDS e acetonitrila ao eletrélito base
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» Escolha do capilar. Foram testados capilares de silica fundida, sem
revestimento, diametro interno (DI) de 75 um e janela estendida,
proporcionando um light path efetivo de 200 pm. Os capilares testados
tinham comprimento de 51,5 e 80,5 c¢m, sendo 43,0 e 72,0 cm seus
respectivos comprimentos efetivos. Comprimento efetivo do capilar é a
distancia entre o ponto de injecdo da amostra e a janela de detecgdo. Para
os testes acima foram injetadas urinas nos dois tipos de capilar, a
temperaturas de 20 e 25 °C e voltagem de 20 e 25 kV, utilizando solucdo
de borato 50 mM (pH 9,3) como eletrdiito base.

> Determinacdo do eletrélito base. As solugdes de eletrélito base testadas
foram: solugdo fosfato 50 mM (pH 2,5), fosfato 50 mM (pH 7,0), e solucdo
borato 50 mM (pH 9,3). Com o objetivo de se obter o melhor perfil urinario,
varias urinas foram testadas nos trés eletrdlitos de diferentes pH, &
temperatura de 25 °C e 20 kV de voltagem,

> Teste dos pardmetros temperatura, voltagem e tempo de injecao.
Foram feitos testes combinando temperatura e voltagem sistematicamente,
variando a temperatura em intervalos de 5 graus na faixa de 15 a 35 °C, e
a voltagem em intervalos de 5 kV entre 10 e 30 kV. A introducdo da
amostra de urina no capilar foi feita por injecdo hidrodindmica por um
tempo definido utilizando pressdo de 50 mbar. Os tempos de injecdo
testados foram 4, 8 e 12 segundos. O eletrélito base utilizado foi uma
solugdo de borato 50 mM (pH 9,3).

> Efeitos da adigdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) e acetonitrila ao
eletrélito base. A adigcdo do agente tensoativo anibnico, SDS, ao eletrdlito
base, d& origem & conhecida técnica de eletroforese capilar micelar (MEC)
que promove a separacdo dos compostos neutros, principal limitac8o da
eletroforese capilar em solugdo livre (FSCE). A particdo diferenciada de
solutos neutros entre as fases micelar e a do eletrélito, é responsdvel pela
seletividade de separagdo (Tavares, 1997). O SDS foi utilizado numa
concentragdo de 50 mM no eletrdlito base. O uso da acetonitrila, assim
como outros aditivos ao eletrdlito base, visa a alterar algum dos efeitos,
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como mobilidade do soluto, fluxo eletrosmético, solubilizagdo de compostos

na matriz da amostra ou reduc¢do da interacdo de certos solutos com a

parede do capilar (Tavares, 1997). Foi utilizada uma solugdo do eletrdlito
base de borato 50 mM (pH 9,3) contendo 10% de acetonitrila.

4.2.1.2. Aplicacao do procedimento

As urinas dos dois grupos de criancas foram analisadas num

Sistema de Eletroforese Capilar de Alta FEficiéncia (HPCE), marca HP3D

(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany), com detector UV e arranjo de diodos.

O sistema possui um HP ChemStation para controle do sistema e para analise

e coleta de dados.

Foi utilizado capilar de silica fundida, com janela estendida

(Hewlet-Packard) de 80,5¢cm de comprimento (72c¢m efetivos), 75um de DI

(didametro interno) e um light path efetivo de 200 um. Como electrdiito base,

foi usada uma solugdo tampdo de borato 50 mM de pH 9,3.

As condigbes de operagdo eletroforética utilizadas foram:

Temperatura do capilar: 25°C

Separagdo por voltagem de 20kV entre os eletrodos
Polaridade positiva (injecdo no eletrodo positivo dnodo)
Injecdo da amostra por pressdo de 50 mbar durante 4s

A detecgdo dentro do capilar foi realizada com detector de
arranjo de diodos por medida da absorcdo a 200, 215, 280 e
326nm. Além disso, o espectro foi registrado em paralelo,
ne intervalo 190-400nm.

Capilares novos, foram pré-condicionados lavando-se, na
seqliéncia, com NaOH 1IN durante 1imin, agua ultra-pura
(18,2 MHz) por 8 min e electrélito base por 5 min, utilizando
uma pressao de 990 mbar.

Para cada corrida de amostra se fez um pré e um pos-

condicionamento do capilar.
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» Pré-condicionamento: Lavagem com NaOH 0,1 N durante 2
min; agua ultra-pura por 2 min e electrélito base tamp&o
borato 50 mM por 3 min, usando uma pressdo de 990 mbar.

e Pds-condicionamento: Lavagem com d&gua ultra-pura
durante 3 min seguida de lavagem com solucdo base
tampdo borato 50 mM por 2 min., sempre com pressdo de
990 mbar.

0O método de eletroforese capilar foi utilizado para:
* Obter o perfil eletroforético das urinas
» Identificar e quantificar os principais metabélitos urindrios

+ Determinar o nivel de possiveis peptideos urinarios,
incluindo a determinacdo da sensibilidade do método para
deteccdo de peptideos opidides e coleta de fracBes da regido
peptidica, para posterior andlise de aminoacidos.

Para separar a regido peptidica das urinas, 5 ou 10 vezes
concentradas, previamente liofilizadas, foi programada uma coleta por
voltagem das fragbes eluentes no extremo negativo (cétodo), na saida do
capilar. Nesta regido se encontram os picos do intervalo aproximado entre 10 e
21 minutos do eletroferograma, os quais fazem parte da denominada "regido
peptidica”, o seja, que migram entre a creatinina e o &cido hiplrico. Foi
definida uma colfection width entre 5 e 20% dos picos reconhecidos pelo
instrumento, dependendo do perfil da amostra. As fracBes foram recolhidas em
microvials contendo solucdo de &acido acético 2%. Foram coletadas num
mesmo microvial, 50 fracdes da regido peptidica de 5 criancas autistas e em
outro microvial, 50 fraces da regido peptidica de 5 criancas normais. Estas
fragBes foram utilizadas para determinagio dos aminodcidos componentes em
analisador de aminodcidos. Cada poo/ foi dividido em duas metades, sendo
uma injetada diretamente no analisador e a outra, submetida a hidrolise com
HCl 6N, a 110°C por 22 horas, antes da andlise.
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4.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para as analises cromatograficas foi utilizado um Sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) marca Varian, equipado de
bomba (9012), forno para coluna tipo Mistral, software gerenciador Star
Chromatography Workstation, e detector de comprimento de onda varidvel UV-
Visivel (9050) (Varian, Walnut Creek, Ca, USA)..

Foi seguido 0 método empregado por Reichelt et al. (1997) e
Reichelt et al. {(1998) para o estudo do nivel de peptideos urindrios em
criancas autistas e celiacos, respectivamente. Estes procedimentos
cromatograficos estdo baseados na separagfio de peptideos dos aminoacidos e
sais introduzida por Bohlen et al. (1980).

Foi utilizada uma coluna de fase reversa de 250 x 4,6 mm
(Vydac C-18; Vydac, Hesperia, CA, USA), e uma pré-coluna do mesmo
material. As fases méveis foram, fase A: acido trifluoroacético (TFA) 0,1% em
agua e fase B: TFA 0,1% em acetonitrila 95% e 4,9% agua.

As condigBes de operacdo utilizadas foram:
e Fluxo: 1 mi/min
» Temperatura do forno: 30°C

« Inicio isocratico: 15 min com 99% fase A, 1% fase B (para
eluicdo dos aminodcidos e sais )

e Gradiente: 60 min, de 1% a 40% fase B

 Gradiente: 05 min, de 40% a 60% fase B

¢ Isocrdtico: 09 min, com 60% fase B

+ Gradiente: 05 min, de 60% a 1% fase B (volta ao estado
inicial)

» Isocratico: 16 min, 1% fase B (para reequilibrar o sistema).

» Volume de amostra injetada: 20 uL, utilizando injetor
manual com foop de 20ul.
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4.2.3. Perfil aminoacidico dos peptideos

As amostras utilizadas para andlises de aminodcidos foram as
fracGes coletadas da regi&o de interesse, denominada de "regifio peptidica" do
perfil eletroforético urindrio. A coleta foi efetuada segundo procedimento
descrito no item 4,2.1.2.

A determinac&o do perfil peptidico da frag8o da regidio peptidica
da eletroforese capilar e dos seus aminoacidos, apés hidrélise, foi realizada
através de cromatografia de troca idnica e reacdo pds-coluna com ninidrina
(Spackman et al., 1958), utilizando analisador de aminoédcidos {(Thermo-
Separation Products, Vacuum Membrane Degasser P4000, reactor PCX 3100,
da Pickering Laboratories, Riviera Beach, FL, USA).

4.2.4. Determinacado colorimétrica da creatinina

Para a determinagdo colorimétrica da creatinina utilizou-se o kit
Lab-Test (LABTEST Diagnéstica S.A.), com padrdo e reagentes para a andlise
colorimétrica, efetuando as leituras de absorbancia no espectrofotémetro UV-
Visivel (BECKMAN DU-70, Fullerton, CA, USA). O principio utilizado pelo Lab-
Test € o da reagdo de Jaffé, onde a creatinina forma um composto dmbar pela
adigdo de picrato alcalino, o que permite a medicdo colorimétrica a 560 nm.

4.2.5. Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados, foram utilizados calculos
de media, desvio padrdo e coeficiente de variagdo. Para comparacio das
médias entre os diferentes grupos, com o mesmo nidmero de individuos em
cada grupo, foi usado o teste de Tukey e para grupos com nUmero diferente
usou-se o teste de Tukey para N desigual (Cockran & Cox, 1957), adotando
para ambos o valor de P<0,05 como critério de diferenca estatistica, (programa
STATISTICA para sistema Windows, versdo 6.0; StaSoft, Inc.).

32 Material e Métodos



5. Resultados e Discussdo
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5.1. Caracterizacdo da Urina
5.1.1. Medidas de pH urindrio

O pH das urinas de um grupo de criancas autistas (n=11)
variou em uma faixa de valores de 5,40 a 7,98, sendo o seu valor médio de
6,49 £ 0,74 e o intervalo de confianca (IC 95%) de 0,44. No grupo de criancas
normais (n=11) o pH meédio foi de 5,82 + 0,47 numa faixa de valores entre
5,15 e 6,68, sendo o IC 95% de 0,28. O valor médio do pH urinario nas
criangas autistas foi mais alto que nas normais, mostrando diferenca
significativa (P=0,02) ao aplicar o teste de Tukey. Reichelt et al. (1997)
encontraram valores de pH mais altos na urina de criangas autistas, (pH médio
de 6,66 + 0,69), quando comparados aos valores encontrados em criangas
normais (pH medio de 5,72 + 0,37), afirmando ser possivel que o pH urindrio
mais alto reflita um defeito no manejo do sulfato pelo organismo. Isto significa,
que existiria um defeito na reacdo de fenol-transulfatacdo, mediada por uma
possivel diminuicdo da atividade da enzima fenolsulfotransferase (Waring &
Ngong, 1993). E possivel que na deficiéncia enzimatica, as aminas fendlicas,
do tipo catecolamina e/ou outras aminas biogénicas provenientes dos
alimentos, ndo sejam convertidas & forma sulfatada e excretadas
(destoxificadas). Diminuig8o na sulfatac8o poderia elevar os niveis circulantes
destes compostos, até a sua lenta eliminagdo como aminas livres.

Uma diminuicdo na sulfatacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs)
presentes no revestimento da mucosa intestinal, contribuiria para o aumento
da permeabilidade, isto € um aumento do transporte intestinal (Waring &
Ngong, 1993). Devido a sua natureza hidrofilica, os GAGs formam géis de
grande volume que ajudam a manter a turgidez e a estrutura tridimensional da
parede intestinal. Os GAGs sulfatados altamente anibnicos sdo responséveis
pela carga negativa da membrana. Moléculas com carga negativa teriam
restricdo eletrostatica na sua passagem pela membrana ao contraric das
moléculas neutras ou carregadas positivamente e de igual tamanho (Murch et
al., 1993). E provével entdo que, aceitando a hipétese de que no autismo haja
urna condi¢do de deficiéncia digestiva, os peptideos acumulados venham a ter
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a sua absorgdo facilitada, dada a falta de cargas negativas dos GAGs
sulfatados nas membranas dos enterdcitos. Isto é, a condicdo de baixa
atividade peptidica e baixo grau de sulfatacdo da parede intestinal, poderia
facilitar a absorgdo de peptideos (Reichelt et al., 1994, 1997).

5.1.2. Teor de creatinina por método colorimétrico Lab-Test

Foi determinado o teor de creatinina em 15 amostras de urina
de autistas e em 6 amostras de criancas normais. Os valores de creatinina
variaram entre 0,08 e 3,19 mg/mL de urina.

5.1.3. Anadlise por HPCE
5.1.3.1. Desenvolvimento do procedimento
» Escolha do capilar

Entende-se que a maior desvantagem na gquantificacdo de
analitos por HPCE, especialmente em relacdo a HPLC, utilizando em ambos o
detetor UV, s@o os altos limites minimos de deteccdo proporcionados na
técnica HPCE devido ao pequeno path-length do detector e da pequena
guantidade de amostra injetada. No intuito de diminuir as diferencas em
sensibilidade entre ambos os métodos, foi escolhido o capilar de maior
didmetro interno disponivel, 75 pm e janela estendida, o que proporcionava
um light path efetivo de 200 pm. Foram testados capilares de 75 pm de
didmetro interno e 56 e 72 ¢m de comprimento efetivo, tendo como resultado
uma melhor separacdo dos analitos quando utilizado o de 72 ¢m.

» Determinacdo do eletrélito base

Foram testados trés diferentes solucBes de eletrélitos ou
tampGes de corrida: solugéo fosfato 50 mM (pH 2,5), fosfato 50 mM (pH 7,0),
e borato 50 mM (pH 9,3).
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Figura 3 - Andlise de uma mesma urina por CE, em fungio do pH dos tampdes de corrida,
deteccdo a 215 nmy; capilar de silica fundida de 72 cm de comprimento efetivo e 75 wm DI; 20
kV; 25C; utilizande em A tampdo fosfato 50 mM (pH 2,5), B tamp3o fosfato 50 mM (pH 7,0} e
C tampdo borato (pH 9,3). A quantidade de amostra infetada corresponde a uma injecdo por
pressdo de 50 mbar durante 4s.
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A Figura 3 mostra os eletroferogramas da mesma urina
analisada nos trés pH diferentes. Observa-se que no eletroferograma C o
numero de picos foi maior, com melhor resoluciio do que em A e B, e com
intensidade de absorcdo trés vezes maior que em A e equivalente a de B.
Quando utilizado o tampdo pH 7,0 raramente se obtiveram dados
reprodutiveis.

> Teste dos parametros temperatura, voltagem e tempo de injecdo

Foram testadas diferentes temperaturas no capilar, entre 15 e
35 °C combinadas com diferentes voltagens aplicadas aos eletrodos, entre 10 e
30 kV. Verificou-se que & maior temperatura € maior voltagem o tempo de
migragdo dos analitos diminuia resultando em uma corrida eletroforética mais
curta, mas, com pior resolugdo. Determinou-se que 25 °C e 20 kV foram as
condigbes que mostraram um eletroferograma com melhor defini¢do.

A amostra foi introduzida no capilar por injecdo hidrodindmica
utilizando-se uma pressdo de 50 mbar. Foram testados diferentes tempos de
injecdo, 4, 8 e 12 segundos, variando assim o volume de amostra a ser
analisada.

O volume de injecdo (sempre na ordem de nlL) depende do
tempo de inje¢do, dimensdes do capilar, viscosidade da solugdo tampdo e da
diferenga de pressdo estabelecida. A injecdo hidrodindmica é geralmente mais
precisa que a eletrocinética porque é baseada estritamente na transferéncia de
volume e é preferida em aplicacBes de eletroforese de zona em solucdo livre e
micelar (Tavares, 1996).

Os eletroferogramas que mostram o efeitoc dos diferentes
tempos de injegdo estdo na Figura 4, onde se pode observar que com um
tempo maior que 4s (Figura 4, B e C), a resolugdo de alguns picos como os
assinalados com um circulo se mostra notoriamente diminuida. Definiu-se
entdo que 4s seria 0 tempo de injecdo a ser adotado no nosso método
eletroforético.

37 Resultados e Discuss&o



DAD1 €, Sig=215.18 Re450,80 (FRACPEP TWRINATIG.D)

mAL -]
] A

.831

o244
210158

80 -
80 -

40

20

o

. . . ' . ' . . ” r ) . —
14 15 20 25 MA

BADT C, $ig=215,16 Ret=450,80 (FRACPEF TWURINAT17.0)
mAy 4

Hr2rs

B

L7 .T0F

80

B

2]
[=]
PP I

o

10 15 20 25 min

DAD1 C, 8ig=215.158 Ref=450 80 (FRACPEPTAIRINAT1B.DY

mﬁU—; c
80 - _
80
40 F
2@-3 |
a ] J ¥ T r 1

£ 4 T

VIR Vo

Toealy sl

. v T . - v T r
19 15 20 25 min

DAD1 C, Sig=218,16 Ref=450 80 {FRACFEF TURINATIG.D)

mAL - - o -

Al = &

2 s 8
15
40

5 \
o U‘w
T P ——- T t T Y T T T T T r T T T T T
1G 15 20 25

Figura 4 - Analise de urina por CE, utilizando quantidade varidvel de amostra dada por
diferentes ternpos de infecdo, A:4s, B:8s e C:12s, com pressdo de 50 mbar. A1l = A em escala
amplificada. Capilar de sffica de 72 cm de comprimento efetivo e 75 um DI; 20 kV; 25%;

tampdo borato 50 mM (pH 9,3). Nos circulos mostra-se o efeito da quantidade da amostra na
resofucdo dos picos.
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» Efeitos da adi¢cdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) e acetonitrila
no eletroélito base.

O efeito produzido com a adigdo de SDS numa concentracdo de
50 mM no eletrdlito base de borato de sdédio pH 9,3 foi basicamente a
formacdo de micelas, o que pode ser ilustrado nos perfis obtidos na Figura 5a e
5b. Observou-se que 0 nimero de picos aumentou e o tempo de migracdo dos
analitos, em geral, foi alterado, sendo comprovado por similaridade de
espectros que alguns deles migraram em tempos maiores.

Em pH 9,3, o fluxo eletrosmético EOF é grande e os peptideos
estdo negativamente carregados. A despeito da migracdo eletroforética dos
peptideos ate o polo positivo, dnodo, o EOF é grande o suficiente para eles se
movimentarem e migrarem até o eletrodo negativo ou catodo. Na presenca de
SDS no eletrolito base - técnica micelar (MECC) - a fragdo do analito ndo
incorporada as micelas migrou em direg30 ao eletrodo negativo com velocidade
inferior ao fluxo eletrosmdtico, produzindo assim diferencas maiores na
mobilidade entre os componentes e melhorando a separacdo. Mas, devido 3
complexa matriz urindria observada nos eletroferogramas, é ainda dificil de se
obter uma clara resolugdo dos picos.

A utilizacdo de um outro agente tensoativo anibnico, como o
pentanosulfonato de sédio, poderd apresentar uma maior constante de
distribuigdo entre a fase micelar e a fase aquosa que o SDS, talvez melhorando
a seletividade e a resolugdo dos picos dos peptideos. Devido & sua cadeia mais
longa, o SDS deve interagir mais fortemente com o0s peptideos que os
pentasulfonatos. A diferen¢a em resolucdo estd provavelmente associada a
natureza do grupo hidrofilico surfactante sendo este um dos pardmetros
importantes que afetam a seletividade (Grimm et a/.,1997).
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de silica fundida de 72 cm de comprimento efetivo e 75um de DI, solugdo tampdo de borato 50
mM (pH 9,3), 20 kV e 25C. Tempo de injecdo 4s.
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A adi¢do de alguns solventes orgénicos como acetonitrila e
metanol ao tampdo de corrida com o objetivo de maximizar a resolucdo entre
dos picos e também a sua forma tem sido sugerida em vérios estudos, entre
outros para determinar desmosina e isodesmosina na urina (Viglio et al.,
1998). No nosso estudo, a adigdo de acetonitrila a 10% no tamp&o originou
uma mudanga no perfil eletroforético das urinas do tipo mostrado na Figura 6.
Nela pode-se observar aumento dos tempos de migragdo com alguma
alteragdo, também, na ordem de saida, mas em geral ndo houve vantagem na
sua resolugdo. Os tempos de migragdo aumentam principalmente pelo fato de
que os solventes organicos contribuem para diminuir o fluxo eletrosmoético
(EOF).
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5.1.3.2. Perfis eletroforéticos das urinas.

Os eletroferogramas das urinas de criancas autistas e normais
mostram um perfil bastante heterogéneo na sua composicdo, apresentando no
entanto, trés picos em comum. Estes picos foram identificados por co-
cromatografia e por comparacdo do seus espectros de absorcdo no UV com os
correspondentes espectros de padrdes auténticos, como creatinina, &cido
hiparico e o &cido drico, correspondentes a tempos de migracdo aproximados
de 10, 20 e 24 minutos respectivamente (Figura 7). Devido ao fato de serem
metabodlitos que estdo presentes na urina em concentracBes j& conhecidas,
optou-se por realizar determinag8es quantitativas répidas, com a utilizagdo de
padrles para fins meramente comparativos. Curvas de calibracdo foram
obtidas efetuando-se corridas eletroforéticas de solugfes conhecidas de cada
metabdlito em agua ultra-pura e plotando-se a drea dos picos (mAU*s) versus
a concentracdo em mg/mbL. As relacdes foram lineares de zero até a
concentracdo maxima utilizada, que é a da faixa normal do metabdlito
encontrada em diversas amostras sem nenhuma diluicdo (Figuras 8, 9, e 10).
Os metabdlitos identificados foram relevantes para estabelecer uma
comparacdo rapida entre os diferentes perfis, além de servirem como padrdes
internos e indicadores de possiveis alteracBes no condicionamento do capilar.
Esta Gltima propriedade era indicada rapidamente por mudangas nos tempos
de migracdo dos padrdes. A possibilidade de determinar principaimente
creatinina enddégena como padrdo interno e outros analitos numa s6 corrida, é
um modo de monitorar a performance do sistema CE. Assim, qualquer
disturbio que pudesse resultar em mudanca das areas dos picos observados, e
que conduziriam a erros na quantificagdo, também seriam refletidos em
mudancas do padrao interno.
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Figura 7 - Andlise de urina por CE, detecgdo & 215 nm. SeparacSo efetuada em. capilar
de sifica fundida de 72 cm de comprimento efetivo e 75um DI; tampdo borato 50 mM, pH
9,3; 20 kV; 25C. Injegdo hidrodindmica por aplicagdo de pressdo de 50 mbar, durante
4s. Qs compostos enddégenos: 1 creatinina, 2 acido hipdrico e 3 dcido drico, foram
identificados por co-cromatografia e comparacdo de seus espectros de absorgdo no UV
com padrbes sintéticos.
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migragdo da creatinina e 0 seu espectro de absorgdo no UV. Na parte inferior, aparece a curva
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padrio creatinina.
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Figura 9 ~ Andlise por CE, arranjo de diodos e detecgdo a 215 nm do dcido hipdrico padrdo. Na
parte superior, o eletroferograma obtido nas condigbes de operacdo da Figura 7, mostrando o
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curva de calibracdo obtida dos eletroferogramas de solugbes aguosas de diferentes
concentragbes do padrao.

a/ Resultados e Discussio



mALT mAUé g
600 3 &
1 600 i
00 500 -
a00 ] am-z
] 200 2N
O | Y //-\
1 200
200 100 \
- '\"ﬂ—_\____‘_mw_ E
p 0- o
100 S i o
] 200 25 250 275 300 325 350 nr a
1 P —
¥ I F H i T
5 10 48 20 25 min

10089

Y

hd =245
2000 - M B X 8D=2

=0,9973 B = 8480

G003

Area

400¢

2000 =

T T 1 T T T T T T :]
k) 82 04 a8 [13: 1.0

Acido Grice {mg/mL}

Figura 10 - Analise por CE, arranjo de diodos e detecgdo a 215 nm do dcido drico padrio. Na
parte superior, o eletroferograma obtido nas condicBes de operacio da Figura 7, mostrando o
tempo de migragao do acido drico € 0 seu espectro de absorgdo no UV. Na parte inferior, a curva
de calibragdo oblida dos eletroferogramas de solugBes aquosas de diferentes concentracdes do
padrao.

48 Resultados e Discussdo



Na Tabela 2 estdo descritos os valores dos metabdlitos mais
expressivos determinados nas urinas do grupo de criangas autistas e na Tabela
3 os valores do grupo dos normais.

Tabela 2 ~ Valores da concentracdo de alguns metabdlitos na urina de
criancas autistas ®

Doador Creatinina Ac. hipurico Ac. (rico
autista mg/mL urina mg/mg mg/mg
creatinina creatinina
1 0,32+0,44 0,64 + 0,62 1,70+ 0,68
2 0,81+0,61 0,69 £ 0,39 1,43 +£0,42
3 1,70 £ 0,02 0,34 + 0,19 0,80 = 0,12
4 1,11+ 0,73 1,04 + 1,25 0,94 + 0,43
5 0,92+0,24 0,38 £ 0,08 0,89 £0,26
6 0,82x0,30 0,40 =+ 0,00 1,01 £0,20
7 1,51 +0,12 0,33+£0,13 0,69 +0,14
8 1,43 £ ---2 0,71 £ ----? 0,51 £ ----2
S 1,52 +£0,87 0,97 £1,06 1,28+ 1,39
10 1,37 & ---% 0,51 + ---2 0,38 + ---?
11 1,62 +0,19 0,36 £ 0,04 0,76 £ 0,32
Média + DP 1,182 0,43 0,58 +0,25 0,94 + 0,39

! Valores em cada coluna sd30 médias de determinacdes individuais em nimero varidvel de
amostras tomadas de cada doador, dependendo da disponibilidade de cada um.

% Amostra Unica.
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Transformando os valores médios encontrados de acido hipurico
e acido urico por mg de creatinina, em mg/mlL de urina, teremos os valores de
0,69 mg/miL e 1,12 mg/mL, respectivamente.

Tabela 3 - Valores das concentracoes dos metabdlitos na urina de
criancas normais *

Doador Creatinina Acido hipurico Acido Grico
normal {mg/mL de urina) {mg/mg (mg/mg

creatinina) creatinina)

1 1,71 0,50 0,39

2 1,50 0,31 0,63

3 0,43 1,08 1,06

4 1,82 0,44 0,53

5 1,78 0,33 0,60

6 1,25 0,65 0,61

7 1,20 0,32 1,00

8 1,78 0,14 0,75

9 1,94 0,30 1,13

10 1,38 0,43 0,55

11 0,95 0,75 0,86
Média+DP 1,43 10,45 0,48 = 0,26 0,74+ 0,24

valores em cada coluna s30 determinagdes individuais de amostra tnica.

Os valores médios obtidos de acido hipuarico e &cido trico,
expressos em termos de mg/mg de creatinina transformados para mg/mL de
urina, resultaram em valores de 0,69 mg/ml e 1,06 mg/mL, respectivamente.
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Os valores encontrados na literatura (Lange, 1973) para a
excreta de 24 h, estdo na faixa de: 1-1,8g de creatinina, 0,1-1g &cido hipdrico
e 0,5-0,8g de &cido urico. Considerando um volume total de urina médio de
1200 mL por dia estes valores seriam 0,83-1,50 mg/mL, 0,08-0,83 mg/mL e
0,42-0,67 mg/mL de cada metabdlito respectivamente.

Os valores médios de creatinina e acido hipurico obtidos para
ambos o0s grupos, autistas e normais, est8o dentro da faixa de valores
encontrados na literatura. J& os teores de &cido Urico foram superiores nos
dois grupos, sendo que no grupo de autistas o valor médio foi mais alto do que
nos normais, como resultado de valores elevados em trés criancas autistas,
1,70, 1,43 e 1,28 mg/mL. Reichelt et al. (1994), encontraram que, em 50%
das criangas de um grupo de autistas, os teores de acido Urico estavam
elevados.

Os eletroferogramas das Figuras 11 e 12 mostram alguns perfis
urindrios de criangas autistas e criancas normais, respectivamente. Tais perfis
mostram que as urinas sdo qualitativa e quantitativamente diferentes quanto
a0s seus componentes sensiveis a detecgdo por UV.
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Figura 11 - Eietroferogramas de urina de quatro criangas autistas A, B, C e D, obtidos nas
condigbes de operagdo da Figura 7. Escala em mAU amplificada e ajustada para comparacdo
direta dos perfis das urinas que se encontram em diferente grau de diluicdo (Ver o teor de
creatinina). Os picos mostrando o tempo de migracdo sdo de esquerda para a direita: creatinina,
dcido hipdrico e acido drico.
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Figura 12 - Ejetroferogramas A e B de urina de criancas normais, obtidos nas condicbes de
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5.1.3.3. Correlacdo entre os métodos para creatinina.

A guantificagdo da creatinina obtida por colorimetria foi
comparada a obtida por HPCE. A regressdo linear aplicada a estes resultados é
mostrada na Figura 13. O coeficiente de correlac8o foi 0,91. Pelos resultados
obtidos concluiu-se que o método por HPCE foi satisfatério para a
determinagdo de creatinina, sendo este Gltimo mais simples, répido e menos
sujeito a erro experimental do que o colorimétrico. Sendo assim, o método
para a determinagdo de creatinina por HPCE foi utilizado nas analises de urina,
0 que proporcionou uma rapida informag8o sobre o teor deste e de outros
componentes da urina, todos normalizados em relag8o & ela. A pureza do pico
de creatinina excedeu o limite minimo calculado (90.1%, utilizando 93% do
espectro), segundo a analise do software HP-ChemStation.
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Visto que a performance de uma técnica analitica é avaliada

em termos de exatiddo, precisdo, reprodutibilidade e faixa dinamica, foi de

interesse determinar a precisdo do método de eletroforese capilar em termos

do tempo de migragdo e da area dos picos de creatinina. A Tabela 4 mostra

gue a precisdo do método foi satisfatoria ao se fazerem seis injecBes

consecutivas da mesma amostra de urina coletada de um doador.

Tabela 4 - Precisdo das dreas e tempos de migragao da creatinina em

amostra de urina contendo 0,75mg/mL de creatinina

Area do pico Tempo

Némero de corrida creatinina migragao
(mAU*s) {min)
1 2400 10,10
2 2369 10,12
3 2464 10,11
4 2429 10,13
5 2525 10,13
6 2472 10,08
Média 2443 10,11
Desvio Padréo (%) 55,73 0,019
Coeficiente de variacio (%) 2,28 0,19
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5.1.3.4. Concentracdo de peptideos urindrios por HPCE

Ao efetuar a eletroforese de padrdes de peptideos nas
condigbes de operacdo adotadas para as andlises, verificou-se gue os
peptideos tinham tempo de migragdo compreendido entre aquele da creatinina
e o do acido hipurico no eletroferograma (Figura 14). Os padrdes utilizados
possuiam de 2 a 8 aminodcidos. Entre eles, se encontravam dois padrdes de
peptideos opidides B-casomorfina bovina (1-7) e fragmento B-casomorfina (1-
3), apropriados para a comparagdo com os peptideos procurados na urina.
Com a finalidade de assegurarmos de que estdvamos escolhendo a regido
tipica dos peptideos foi injetada uma amostra de peptideos de soro de leite, os
quais eluiram em sua grande maioria nesta regido.

De especial interesse era a verificacdo da presenca de algum
peptideo opidide na urina, motivo pelo qual foi feita uma avaliacdo prévia do
limite de deteccdo injetando solugBes do padrdo B-casomorfina (1-7) em
diluicbes sucessivas, sendo determinado que 0,4 pg/mL era a menor
quantidade detectdvel, o que correspondia a aproximadamente trés vezes o
valor da amplitude do ruido do equipamento. Os eletroferogramas que
mostram a sensibilidade na detec¢do da B-casomorfina (1-7) sdo apresentados
na Figura 15. Os limites de deteccdo para peptideos pequenos que ndo contém
croméforos fortes estdo na faixa de ug/mL, como é o caso das p-casomorfinas.
Lembrando das afirmacSes de Reicheit et al., (1991, 1997) sobre o
aparecimento dos peptideos urindrios caracteristicos e em quantidades
elevadas em pacientes autistas, era de se esperar uma presenca considerével
de peptideos do tipo B-casomorfina, especialmente em criancas que
sabidamente consumiram alimentos contendo caseina. Embora ndo esteja nos
objetivos, 0 nosso intuito era o de detectar picos de peptideos que pudessem
diferenciar a urina de um autista da urina de uma crianca normal.
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Figura 14 - FEletroferogramas de padrbes de peptideos em solugdo aquosa obtidos nas
condiches de operagio da Figura 7. Em A: foi analisada uma mistura do padr8o f-casomorfina 1-
7 (13,17 min) e fragmento p-casomorfina 1-3 (15,60 min}, em B: uma mistura de Gly-Tyr, Val-
Tyr-Val, Met-encefalina, Leu-encefalina e angiotensina II e em C: um padrdo de peptideos
contendo bradiquinina, fragmento de bradiquining 1-5, substéncia P, Arg-vasopressinag,
horménio liberador do hormdnio futeinizante, bombesina, Leu-encefalina, Met-encefalina e
oxitocina. Detegcdo a 215 nm.
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Figura 15 - Sensibilidade na andlise por CF do peptideo p-casomorfina 1-7. Capilar: silica
fundida 72 cm comprimento efetivo, 75um DI; tampdo borato 50 mM (pH 9,3); modo de injecdo
por pressdo: 4s a 50 mbar; temperatura: 25C; voltagemn: 20 kV; detetor: UV a 215 nm.
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Nos estudos cromatograficos de Reichelt et al. (1991), uma
banda foi identificada como sendo B-casomorfina (1-8), mediante
imunorreacdo. Em andlises de urina de autistas realizadas por HPLC (Reichelt
et al.,1997), foi verificada a presenca do peptideo do tipo B-casomorfina (1-8),
por co-cromatografia com o padrdo sintético.

Para comparagdo da quantidade tota! de peptideos urindrios
entre o grupo de autistas e 0 grupo normal, utilizou-se a somatéria das areas
dos picos que migram nesta regido, entre a creatinina e o acido hipUrico.
Denominou-se de "regido peptidica 1" (RP1), aquela que comecava logo apés a
creatinina, compreendendo até o tempo de 17 min. Esta regidio corresponde
migragao dos peptideos opidides como B-casomorfina (1-7) e fragmento (1-3).
A "regido peptidica 2" (RP2), foi entSo aquela que iniciava aos 17 min e
avancava até o tempo de migragdo do acido hipdrico. As Figuras 16a e 16b
mostram as "regides peptidicas 1 e 2" dos perfis eletroforéticos de urina de
criangas autistas e normais, respectivamente, e os valores da soma das areas
dos seus picos sao apresentados na Tabela 5.
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Figura 7. As regibes coloridas abrangem os tempos principais de migragdo de peptideos como
determinado em andlise mostrada nos eletroferogramas da Figura 14.
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Tabela 5- Nivel de peptideos urindrios expresso como dreas relativas a
creatinina nas regioes denominadas como "regido peptidica 1" e
"regiao peptidica 2" nos eletroferogramas de HPCE

Autistas Normais
Doador regpeptl® regpept2’| Doador regpepti! regpept?2?
1 0,52 0,42 i 0,21 0,97
2 0,32 G,75 2 0,54 0,97
3 0,70 0,99 3 0,32 0,92
4 0,48 0,93 4 0,28 0,56
5 0,31 0,69 5 0,22 0,94
6 0,63 0,62 6 0,56 0,79
7 0,44 1,60 7 0,45 0,69
8 0,27 1,55 8 0,52 0,39
S 0,37 0,52 9 0,30 0,40
10 0,32 0,45 10 0,35 0,64
11 0,42 0,87 11 0,40 0,84
Média + DP 0,44 £0,14 0,85+ 0,40 |Média +DP 0,38+ 0,13 0,74 +0,22
CV (%) 31,82 47,06 CV (%) 34,21 29,73

'Unidades de drea (mAU*s) relativa a drea (mAU*s) de creatinina

A média das areas de ambas as regides peptidicas nos
autistas foi maior que a média dos normais, mas esta diferenca ndo mostrou
ser significativa (P=0,32, para RP1 e P=0,41, para RP2) quando aplicado o
teste Tukey. Observa-se uma variagdo maior nos valores da RP2 do grupo
autista, (CV = 47,06%) o que é consistente com o fato de alguns individuos
mostrarem niveis elevados. Isto &, dentro da populagdo autista amostrada,

dois doadores mostraram concentracao aproximadamente duas vezes maior de
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peptideos na RP2 do que pode ser considerado normal. Entretanto se
considerarmos a somatoria dos valores de ambas as "regibes peptidicas” (RP1
+ RP2) do subgrupo de quatro autistas (doadores 3,4,7,8) com maior drea e
compararmos com o subgrupo dos normais (doadores 2,3,6,11) com maior
area, as diferengas sdo significativas (P=0,03).

5.1.3.5. Verificagdo da "regido peptidica” pelo aminograma

InjecOes de padrfes de aminodcidos livres foram feitas no
HPCE, mostrando que os mesmos aparecem também na regido designada
como peptidica. Com o objetivo de confirmar que aminoacidos e peptideos
urinarios eletroferografam nesta regifio, foi necessério coletar esta fracdo
repetidas vezes, juntar em poo/ proprio de autistas e ndo-autistas e determinar
0 aumento na concentracdo de aminoacidos apds sua hidrolise &cida. Para isto,
foram coletadas fragdes segundo procedimento descrito em Material e
Métodos, item 4.2.1.2.

Os resultados mostraram a presenca de aminodcidos livres
nas fragbes de urina correspondentes as "regides peptidicas 1 e 2" coletadas
no HPCE, tanto de autistas como de normais. Na andlise das fracBes
submetidas a hidrdlise verificou-se ainda o aumento de alguns aminodcidos,
indicando que eles provinham de peptideos urinérios. No grupo de autistas os
aminoacidos de maior relevancia liberados apés a hidrélise foram Asp, Glu,
Gly, Ser, Ala, Lys, e Arg. Considerando que a drea total sensivel & ninidrina
apo6s a hidrélise duplicou, conclui-se que tenha havido predomindncia de
dipeptideos na urina. Os peptideos de natureza opidide ndo estariam presentes
pois em geral possuem acima de 3 residuos de aminodcidos. Nas fracBes
hidrolisadas das urinas de criangas normais verificou-se um aumento dos
aminoacidos, Asp, Glu, Gly, Ala e Ser, mas em proporcdo muito menor se
comparados as dos autistas. Em ambas as fracBes hidrolisadas houve similar e
substancial aumento na quantidade de aménea liberada, significando que os
aminoacidos livres, e talvez também os peptideos, se encontravam amidados.
Nas determinacBes de aminodcidos nd3o foi detectado aumento dos
aminodcidos Tyr e Phe, caracteristicos da composicdo dos peptideos opidides.
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Em estudo realizado por Reichelt et al. (1998), com criangas
celiacas, foi observado que apés a hidrolise da urina houve aumento dos
aminoacidos Asp, Glu, Gly, Ser, Ala e Pro.

5.1.4. Anadlise por HPLC
5.1.4.1. Perfis cromatograficos das urinas

Obteve-se o perfil cromatogrdfico da Figura 17 ao fazer
injecdo de uma amostra de urina equivalente a 250 nmol de creatinina. Os
diferentes perfis obtidos (Figuras 17 e 18), mostram a heterogeneidade das
urinas quanto ao numero de picos e a quantidade do analito representada
pelos diferentes niveis de absorbancia no UV. Em estudo com autistas e
celiacos Reichelt et al. (1997 e 1998) determinaram que a regido peptidica
comegava logo em seguida ao acido hipurico, que migra ao redor de 25-26 min
até aproximadamente o tempo de 70 min, nas mesmas condigcdes de anélise
cromatografica de nosso estudo. NOs definimos a regidio peptidica apds
identificagdo do pico do &cido hiplrico por co-cromatografia com padrio
sintético. Os valores encontrados na Tabela 6 representam a somatdria das
areas dos picos da regido.
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Tabela 6 - Nivel de peptideos nas urinas, expresso em termos da drea

dos picos da regido peptidica principal nos cromatogramas de HPLC

Autistas Normais
Doador Area Doador Area
(unidades (unidades
relativas) & relativas) ¢
8 2832 2 1158
6 1819 4 980
7 1490 5 851
3 1469 3 701
i1 1235
2 1226
5 969
1 676
4 664
Média £ DP 1376 £ 665 Média + DP 823 £+ 323
CV (%) 48,33 CV (%) 34,99

*Area correspondente a uma injeco com 250nmol de creatinina.

A média das areas da "regido peptidica® nos autistas foi

maior gue a meédia dos normais, mas esta diferen¢ga ndo mostrou ser

significativa (p=0,29) quando aplicado ¢ teste de Tukey para N desigual.

Considerando os quatro doadores autistas com maior area e 0s quatro normais

analisados, as areas dos dois grupos se mostraram significativamente

diferentes (p= 0,026).
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Figura 17 - Analise por HPLC de urina de autista, utilizando coluna C18 de fase reversa, com
gradiente de acetonitrila de 1-60 % como especificado em Material e Métodos. Mostra-se no
cromatograma a regido entre 26 e 70 min onde eluem preferencialmente os peptideocs, a
chamada "regido peptidica”
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Figura 18 - Crormatogramas de trés urinas analisadas por HPLC em coluna C18 de fase reversa
€ gradiente de acetonitrila como especificado em Material € Métodos.
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5.1.4.2, Fracionamento por HPLC e verificacio por HPCE

Apos obtengdo dos perfis cromatogréficos de algumas urinas
de criancas autistas e normais, foram coletadas fracbes dos picos mais
expressivos dentro da regido peptidica com o propdsito de serem analisadas
por eletroforese capilar e verificar se migravam também na regido peptidica no
eletroferograma. As fragBes foram colhidas manualmente durante um periodo
de 0,5 a 1,3 minutos aproximadamente, dependendo do tamanho e forma do
pico. Isto correspondeu também a um volume de 0,5 a 1,3 miL, uma vez que o
fluxo da fase mdvel foi mantido constante na taxa de imL/min. Apés a coleta,
as fragbes foram evaporadas em secador a vacuo, contendo pastilhas de
NaOH. Apos evaporagdo da fase mével, as fracBes foram redissolvidas em 40uL
de agua ultra-pura e colocadas em microvials para serem sonicadas e injetadas
no aparelho de CE.

Nas analises por eletroforese capilar das fracSes coletadas no
HPLC, foi verificado que: 1) Ao redor de 90% dos analitos recolhidos migraram
na regido denominada de "peptidica" no eletroferograma. 2) Uma banda
coletada no HPLC deu origem, na maiora dos casos, a duas ou trés, na andlise
por HPCE, indicando se tratar de bandas cromatogréficas contendo mais gue
um componente. 3) A fracdo coletada da banda no cromatograma aos 32-33
min, foi reconhecida como sendo Triptofano por comparagdo de espectro
(99,7% de superposicdo) e por co-cromatografia com padrado. Este
aminoacido, diferentemente dos outros, migra na regido peptidica e mostra
uma grande absorbéncia no UV, podendo ter sido considerado erroneamente
como peptideo expressivo nesta regifio nas andlises feitas em estudo de
Reichelt et al. (1997), e Ek et al. (1998).
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5.1.5. Comparacao de resultados por HPCE e HPLC

A comparagdo de resultados eletroforéticos com os
cromatograficos foi feita em relacdo ao nivel de peptideos urindrios,
representados nas "regides peptidicas”, da seguinte maneira: as ‘regides
peptidicas 1 e 2” dos eletroferogramas e a "regido peptidica" (nica dos
cromatogramas. Como essas areas estdo expressas em unidades arbitrarias,
que sdo proprias de cada software, a comparacdo foi feita elaborando um
"ranking” dentro de cada sistema analitico segundo a magnitude das areas
peptidicas totais do grupo autista. O nimero de criangas seleccionadas para
esta comparagdo foi limitado a nove (das 11 iniciais) dado o nimero de
analises obtidas nos dois sistemas. Desses nove doadores, cinco das amostras
com maior area, conforme método cromatografico, resultaram ser também as
cinco primeiras pelo método eletroforético (Tabela 7). Isto €, houve
concordancia entre os dois métodos quanto a avaliagdo da "regido peptidica”.
Uma das amostras mais expressivas pelo cromatograma de HPLC (2* da Tab.
7), ndo demonstrou estar nessa posicdo do ranking pela eletroforese, visto que
um dos picos de maior drea cromatografica se dividiu na eletroforese em picos
que cairam fora da "regido peptidica”. As amostras que mostraram baixa drea
total pelo método de HPLC, também mostraram baixa area total pelo método
de HPCE.

Cabe assinalar que um certo erro estda embutido nessa
comparagdo, pois na "regido peptidica” do eletroferograma houve a presenca
de aminoéacidos livres. Isto, entretanto, ocorreu na cromatografia liguida
apenas com o ftriptofano, que eluiu, dentro da regido peptidica do
cromatograma (aprox. aos 32 min). A influéncia desse erro na comparacdo das
areas pelos dois métodos foi minimizado pelo fato de este aminodcido possuir
a maior absortividade e estar presente nos perfis obtidos por ambos os
meétodos.
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Tabela 7 — Comparacdo das magnitudes das areas peptidicas totais
obtidas pelos sistemas analiticos HPLC e HPCE, dentro do grupo dos

autistas.

HPLC HPCE
Magnitude Doador Doador
decrescente
1° 8 (1) 7 (2)
2° 6 (1) 8 (1)
3° 7 (2) 3(4)
4° 3(1) 11 (3)
5° 11 (1) 6(2)
6° 2(2) 4 (2)
7° 5(3) 2(4)
ge 1 (1) 5(3)
g9° 4 (1) 1 (5)

Entre paréntese estd o nimero de amostras analisadas para cada doador.

5.2. Possiveis marcadores biologicos IAG e 5-HIAA

Devido a ndo haver disponibilidade no mercado de um
padrao de indolilacriloilglicina (IAG), usamos os dados publicados em estudo
feito por Mills ef al. (1998) da analise por HPLC, quanto aos maximos de
absorcdo em UV apresentado por este composto sintetizado por eles, a saber,
220, 270 e 324 nm. Com a ajuda do detector de UV com arranjo de diodos, foi
possivel detectar a presenca de um Unico composto com maximos de absorcéo
aproximados de, 222, 272, e 324 nm. Este composto também foi identificado
nos cromatogramas apresentando-se claramente maior numa das criangas
autistas. O perfil urinario desta crianga obtido por andlise de HPLC e HPCE,
mais o espectro de absor¢do do composto identificado estdo na Figura 19. Esta
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crianga (doador 2) ficou em sexto Jugar entre nove autistas, pela ordem
decrescente de area média da "regifo peptidica” por HPLC e em sétimo, na
analise por HPCE. A presenca deste composto foi detectada em 5 das 11
criangas autistas e 5 do grupo de 11 criangas normais, migrando entre os
tempos de 18,2 e 18,9 min aproximadamente no eletroferograma das urinas.

Foi coletada & fragdo correspondente ao composto IAG
separado por HPLC. A fracdo foi evaporada em secador a vacuo contendo
pastilhas de soda e re-dissolvida em acetonitrila. Em seguida foi tentada a sua
identificacdo utilizando a técnica de cromatografia gasosa e detecgdio por
espectrometria de massa. A analise foi dificultada pelo fato de ndo ter sido
possivel eliminar completamente, e de forma répida, o acido trifluoroacético
(TFA) proveniente da fase mével. Segundo relatado na literatura (Mills et al.
1998) &cidos organicos fortes como o TFA degradam facilmente o IAG. No
intento de purificar a fragdo e eliminar o TFA e acetonitrila mais rapidamente, a
fragdo foi aquecida a aproximadamente 45 °C, verificando-se que apds seco o
composto apresentava uma cor avermelhada, caracteristica da reacdo de
decomposigdo acida deste composto, conhecida como de “uroroseina” (Milne et
al., 1960).

A investigacdo da presenca do metabdlito &cido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) era importante por existir dados na literatura que
este estaria diminuido em algumas das criangas diagnosticadas com autismo,
comparadas as normais. A presenca deste metabdlito ajudaria relacionar o
autismo ao sistema serotoninérgico. Com a ajuda de um padrdo de HIAA e o
detector com arranjo de diodos em eletroforese capilar pudemos evidenciar a
presenca deste metabolito em urinas de algumas criancas autistas (5 de 11) e
normais (2 de 11), mas, em nenhum dos casos foi possivel a sua quantificacdo
devido a baixa concentragdo presente frente ao limite de deteccdo do método.
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Figura 19 - A: eletroferograma da uring de crianca autista obtido por HPCE, nas condigbes
experimentals da Figura 7. Mostra-se o pico correspondente ao composto IAG. B: cromatograma
da urina da mesma crianga obtido por HPLC em condigbes de operaco especificadas no Material
e Métodos. C: superposigdo dos espectros dos picos de IAGem A e B.
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5.3. Caracteristicas de outros picos nos eletroferogramas

Observou-se um pico, eluindo logo apds o acido drico, que
estava presente praticamente em todas as urinas, tanto dos autistas como dos
normais e que apresentava um espectro de absorbéncia (de ordem zero) tipico
do triptofano, o que foi inclusive confirmado pela segunda derivada do
espectro. O pico poderia também ser indicativo da presenca de um grupo indol,
0 que faz pensar que poderia se tratar de um metabélito da serotonina, como o
3-indoxil-sulfato. A carga negativa deste sal em pH 9,3, justificaria a sua
presenca neste tempo de migragdo dentro do eletroferograma (Figura 20).

Em estudo de Pedersen et al. (1998) relata-se que o
tripeptideo piroglutamiltriptofaniiglicina (pEWG) encontradoc no plasma de
individuos normais e em algumas urinas de autistas, estimula a captacdo de
serotonina pelas plaquetas. Quando analisadas as urinas de um grupo de
criancas diagnosticadas com autismo detectou-se um pico em HPLC do
tripeptideo, o que co-cromatografou com um padrdo sintético. Esse mesmo
pico se apresentou aumentado em perto de 60% em criancas autistas. Este
tripeptideo (Figura 21), por conter triptofano, ser um peptideo N-substituido,
apresentar o grupo piroglutamil na sua estrutura e ainda ndo mostrar carater
excessivamente anidnico (Pedersen et al., 1998), seria um analito de
caracteristicas compativeis para migrar logo ap6s o acido urico na eletroforese.
A falta de padrBes comerciais, entretanto, impediu a sua identificacéo.
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Figura 21 - Estrutura do piroglutamiltriptofanilglicina
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6. Conclusdes
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Conclusdes

Observando os resultados obtidos e ainda ap6s comparacdo das

analises cromatograficas e eletroforéticas das excretas urindrias das criancas

autistas objeto desta pesquisa, chegou-se as seguintes conclusdes:

. As metodologias eletroforética e cromatografica, quando aplicadas & analise

da fracdo peptidica das urinas, mostraram-se comparéaveis. A eletroforese
capilar, entretanto, apresentou vantagens quanto a facilidade de preparo,
injecdo e eluicdo da amostra e interpretagdo dos resultados. O pico do
padréo interno (creatinina) foi facilmente destacdvel do resto dos picos nos
eletroferogramas, mas ndo nos cromatogramas. Por estas razdes, a técnica
de analise por HPCE aparece como sendo de utilidade na andlise de
metabdlitos peptidicos e ndo peptidicos na urina.

As quantidades de peptideos totais encontrados nas urinas de criancas
autistas ndo atingiram os elevados niveis, segundo o relatado na literatura.
Isto sugere ndo haver quantidades aprecidveis de peptideos resultantes de
uma digestdo incompleta seguida de absorcdo anormal, que pudessem
aparecer na urina.

Considerando o numero total de amostras em cada grupo, a area total sob
0s picos de peptideos dos doadores autistas ndo diferiu significativamente
da dos doadores normais. Entretanto, a diferenca entre as é&reas dos
subgrupos autistas e normais com as maiores areas, foi significativa.

Vista a ampla variabilidade das areas peptidicas dentre os autistas, ndo se
descarta a possibilidade de que o critério utilizado para diagnosticar as
criangas estudadas neste experimento deva ser aprimorado, no sentido de
melhor associar as observagfes aqui apresentadas com o quadro clinico
definido como autismo.

. A presenca do aminodcido triptofano em urinas de autistas, pode ter levado

outros autores a concluir que o nivel de peptideos urindrios no autista fosse
muito elevado.
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6. Ndo foi possivel afirmar que o Indolilacriloilglicina (IAG) se apresente
tipicamente elevado na urina da crianga autista, no entanto um composto
de espectro semelhante aoc IAG foi localizado tanto no HPLC quanto no
HPCE.

7. Nenhum dos peptideos opidides conhecidos foi identificado nas urinas de
criangas autistas ou normais.

Sugestoes para pesquisas futuras

1. Pelo fato de que aiguns dos individuos autistas mostraram concentracdes
urindrias expressivamente mais elevadas de compostos de natureza
peptidica e, ainda considerando que essa manifestacdo esteja relacionada
com a condicdo autista, existe a possibilidade de utilizar a técnica de
eletroforese capilar como ferramenta de monitoracdo na aplicacio de
qualguer intervengao alimentar ou medicamentosa.

2. Devido a ndo exigéncia de um excessivo tratamento da amostra de urina, a
técnica analitica por eletroforese capilar poderia ser utilizada para o estudo
de alergias alimentares que tenham repercussdo no processo digestivo,
com aparecimento de metabdlitos anormais na urina.
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