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Resumo

Objetivo: Desenvolver e validar uma metodologia para determinacdo de hidroxipireno
em liquido amnidtico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
fluorescéncia (CLAE-DF).

Descrigdo: Validagdo do método para deteccdo de hidroxipireno em liquido amnidtico,
a fim de verificar a exposi¢cdo de recém-nascidos a compostos carcinogénicos oriundos da
combustdo de cigarros durante o periodo fetal.

Metodologia: Foram preparados calibradores de hidroxipireno em liquido amniotico
em concentracdes de 0,25 a 15,0 ng/mL (n=8). Uma aliquota de 2,0 mL de liquido amnidtico
foi pipetada em tubos de 9 mL, foram adicionados 2,0 mL de tampao acetato pH 5,0 ¢ 20 uL
de enzima [ -glicuronidase. Os tubos foram agitados por 30 segundos e incubados a 37°C por
2 horas. A seguir, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e foram adicionados
4,0 mL de éter etilico. As solugdes foram homogeneizadas por inversdo, agitadas por 1
minuto e centrifugadas. Apds, a fase organica foi transferida para frasco evaporador.
Repetiram-se os passos da extracdo e a fase organica foi transferida para o mesmo frasco
evaporador. Evaporaram-se as amostras sob corrente de ar comprimido a 37°C, o extrato seco
foi reconstituido com 250 uL de metanol HPLC e 50 uL deste extrato foi injetado no CLAE-
DF. Foram testados dois solventes de extragao (acetato de etila e éter etilico), dois tempos de
incubagdo com a enzima [ -glicuronidase (2 e 4 horas) e dois volumes de solvente para
extracdo (2x2 mL e 2x4 mL de éter). Foram avaliadas a linearidade, repetibilidade, precisao

intermediaria, recuperagao, robustez e sensibilidade do método.
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Resultados: Foi possivel a separagdo dos analitos em corrida cromatografica de 30
minutos, com tempo de reten¢do de 4,0 minutos para o hidroxipireno. A curva de calibracao
apresentou linearidade adequada com r = 0,997. Os valores de precisdo intermediaria CV(%)
foram de 8,7 a 10,4, recuperagdo de 96 a 99,6%, limite de quantificacdo de 0,19 ng/mL e de
detecgdo de 0,06 ng/mL. Os testes com solventes mostraram que a extragdo com éter 2x4 mL
foi mais eficiente e os de tempo de incubacdo ndo apresentaram diferenca. Para andlise da
robustez foram testadas quatro marcas diferentes de éter etilico na extracao, sendo que duas
marcas apresentaram eficiéncia de extragdo inferior.

Consideracdes finais: Estd sendo desenvolvido um método simples, rapido e de baixo
custo, que podera ser utilizado para a quantificagdo hidroxipireno em liquido amniotico.
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