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Resumo

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se estabelecer o perfil urinario de niveis de
biomarcadores do stress oxidativo (5-HMU; UAc; MDA; 8-OHdAG) em individuos saudaveis
(grupo controlo) comparando com o de doengas cardiovasculares (grupo CVD) de modo a
avaliar o seu potencial como possiveis biomarcadores da possibilidade de ocorréncia de CVD.
A extragao dos compostos alvos foi realizada por recurso a uma nova técnica extrativa -
microextragao com adsorvente empacotado em seringa (MEPS) controlada digitalmente (eVol).
A analise dos biomarcadores foi efetuada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC) utilizando como coluna analitica a HSS T3 (100 mm X 2,1 mm, 1,7 pm de tamanho
da particula) e com um sistema dete¢do de fotodiodos (PDA).

Otimizaram-se os parametros experimentais com influéncia no processo extrativo,
nomeadamente no que se refere ao tipo de adsorvente, 4 influéncia do pH, ao volume de
amostra, ao numero de ciclos extrativos, lavagem e ao volume de eluicdo. Foram ensaiadas
diferentes condi¢coes experimentais e selecionadas as que corresponderam a uma maior
eficiencia extrativa, expressa pela area total relativa dos analitos e reprodutibilidade. Os
melhores resultados foram obtidos usando como adsorvente C8, o pH da amostra ajustado a 6,
o adsorvente foi carregado com 5x50 ul. de amostra e a eluicio com 1x50 pl. de 0,01% acido
formico e 3x50 ul. de 20% metanol. Para a separagdo cromatografica dos analitos usou-se uma
fase movel binaria (0,01% acido férmico:20% metanol), em modo isocratico e um fluxo de 250
pl min-t.

O método analitico foi validado em termos de seletividade, lineatidade, limite de
detecao (LOD), limite de quantificacio (LOQ), efeito matriz, exatiddo e precisio (intra e inter-
dias) e aplicada a determinagao de biomarcadores alvo nos dois grupos estudados, obtiveram-se
bons resultados em termos seletividade e linearidade (R2>0,99006), os valores de LOD e LOQ
obtidos foram baixos, variando entre 0,00005 - 0,72 ug mL-1 e 0,00023 — 2,31 ug mlL!
respetivamente. Os resultados da percentagem de recuperacao (91,06 — 123,02 %), precisio
intra-dia (0,95 — 8,34 %), precisao inter-dia (4,58 -6,33 %) e o efeito de matriz (60,11 — 110,29
%) deste método foram satisfatorios.

A aplicagao da metodologia validada aos dois grupos em estudo permitiu concluir que
as concentragcdes de UAc e MDA entre os dois grupos, contrariamente ao 5-HMU e ao 8-
OhdG cujas concentragdes sao estatisticamente diferentes entre o grupo controlam e o grupo

CVD.

Palavras — chave: Biomarcadores St#ess oxidativo; Microextragdo por sorvente

empacotado; Validagio; Doengas cardiovasculares; Cromatografia Liquida de Ultra-eficiéncia



Abstract

The aim of this work was to establish the urinary profile levels of the biomarkers of
oxidative stress (5-HMU; UAc, MDA, 8-OHdG) in healthy subjects (control group) compared
with cardiovascular disease patients (CVD group) in order to evaluate its potential as possible
biomarkers of the possibility of CVD. The extraction of target compounds was performed
using a new extraction technique - microextraction by packed sorbent (MEPS) digitally
controlled (eVol). The analysis of biomarkers was performed by liquid chromatography ultra
efficiency (UHPLC) using as analytical column the HSS T3 (100 mm X 2.1 mm, 1.7 mm in
particle size) and with a system of detection photodiodes (PDA).

It was optimized experimental parameters which influence the extraction process,
particularly as regards the type of adsorbent, the influence of pH, volume of sample, the
number of cycles extractives, washing and elution volume. Different experimental conditions
were tested and selected those that corresponded to greater extraction efficiency, expressed as
the total area on the analytes and reproducibility. The best results were obtained using as
adsorbent C8, the sample pH adjusted to 6, the adsorbent was loaded with 5x50 pL of sample
and elution with 1x50 pL. of 0.01% formic acid and 3x50 pL. of 20% methanol. For the
chromatographic separation of the analytes used is a binary mobile phase (0.01% formic acid:
20% methanol) and isocratic mode at a flow of 250 min-!.

The analytical method was validated in terms of selectivity, linearity, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ), matrix effect, accuracy and precision (intra-and inter-
day) and applied to the determination of target biomarkers in both groups, we obtained good
results in terms of selectivity and linearity (R2> 0.9900), the values of LOD and LOQ values
were low, ranging from 0.00005 to 0.72 ug mL-! and 0.00023 to 2.31 pg mI! respectively. The
results of the recovery (91.06 to 123.02%), intra-day (0.95 to 8.34%), inter-day precision (4.58 -
6.33%) and the matrix effect (60.11 to 110.29%) of this method were satisfactory.

The methodology validated the two groups under study concluded that concentrations
of MDA and UAc between the two groups, unlike the 5-HMU and 8-OHdG whose

concentrations are statistically different between the control group and the group CVD.

Keywords: Oxidative stress biomarkers; Microextraction by packed sorbent; Validation;

Cardiovascular disease; Ultra Performance Liquid Chromatography
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1. Introdugao

Ao longo deste capitulo iremos abordar alguns temas importantes para uma melhor
compreensao do projeto desenvolvido.

Tém sido realizados inumeros estudos em torno dos biomarcadores do stress
oxidativo, no entanto, apenas alguns desses estudos serdo destacados por serem mais

relevantes para o futuro da investigacao em diversas areas.

1.1. Stress Oxidativo

As reacOes de oxidagao e redugdo em sistemas biologicos constituem a base para
diversos mecanismos bioquimicos e altera¢des metabolicas [1].

As células estdo continuamente expostas a diferentes agentes provenientes de
processos metabolicos como a respiracio mitocondrial e condi¢bes fisiopatologicas
diferenciadas como a inflamacio, a exposicio a radiagao, entre outros [2, 3], provocando a
oxidagao dos seus componentes celulares, o que podera originar um aumento significativo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) com o consequente desencadeamento do stress
oxidativo. As ROS siao uma familia de espécies reativas comuns em qualquer tipo de vida
aerébia e constantemente formados nos organismos durante os diferentes processos
metabolicos Nestes estio incluidos o oxigénio (O,), superdxido (O,7), perdxido de
hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxilo (OH), todos capazes de iniciar a peroxidagao
lipidica nas células. Quando presentes em excesso e na auséncia de mecanismos de defesa
adequados, estdo muitas vezes associados a danos celulares em diversas vias de sinalizacao,
de forma direta ou através de intermediarios. Os danos podem ser causados no DNA, nas
proteinas e nos lipidos membranares. No entanto, a sua presenga pode também ser
benéfica, como comprovada no mecanismo de combate do sistema imunitirio contra
agentes patogénicos [1, 2, 4, 5].

Os efeitos nocivos dos ROS sobre componentes biolégicos ja eram conhecidos no
final do século XIX, tornando-se objeto de intensa investigacao cientifica nos ultimos anos.
McCord e Fridovich [6] estudaram a enzima superdxido dismutase (SOD), uma enzima que
elimina os radicais superéxido através da catalise da reagio de ROS (O,") a peroxido de

hidrogénio (H,0O,) de acordo com a seguinte reagao (1):

0, +0," +2H" =2 ,H.0,+0, @
2H,0,—% 5H,0+0, @)

2H,0,——0,” +4HO" O



A quantidade de enzima SOD remanescente da reagao (1) vai determinar a extensao
da reagdo (2). Na presenca de uma quantidade suficiente de SOD, o peréxido de oxigénio
sera convertido em 4gua e oxigénio. Na sua auséncia, o H,O, serd convertido nos radicais
livtes O,"e HO" (reacao 3) [2, 7].

O ¢6xido nitrico (NO, com propriedades vasodilatadoras e anti-proliferativas) e o
peroxinitrito (ONOO, com a capacidade de aumentar a concentragao de ROS) [1, 3] sao
outros radicais com importancia bioldgica (tabela 1).

Ao longo deste trabalho iremos dar mais énfase as espécies derivadas do oxigénio,
uma vez que sao 0s que se encontram em maior numero e influenciam inimeros processos

biolégicos, com consequéncias diversas a nivel organico.

Tabela 1- Natureza, formagio e destino das espécies radicalares (ou seus intermediarios) biologicamente
importantes.

Espécies derivadas do
oxigénio

e Formados em diversos processos celulares: - cadeia de
transporte de eletrdes na mitocondria, no microssoma,
(através enzimas como xantina oxidase ¢ NADPH
oxidase)

- Reducao monoelétrica de O,.

e Converte-se em H,O, e O,em solugao aquosa por

reacao de dismutacao:

0, +0,” +2H" - H,0,+0,

Aniio radical superéxido | ® Em solucio aquosa atua como forte Zitgente redutor. A
(0,) sua habilidade em reduzir Fe’ a Fe™ pode acelerar a
reacao de Fenton:

0, +Fe* 5> Fe” +0,

e Em solug¢do aquosa pode formar espécies reativas de
azoto:

O, +NO* - ONOO"~

e I permeavel a membranas. Em fagdcitos, como
neutr6filos e macroéfagos, é um dos microbicidas mais
importantes.
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e Apesar de nao ser um radical livre, (auséncia de eletrdes
desemparelhados) ¢ um intermediario formado na
reagao de dismutacdo do O,” é produzido por enzimas
oxidases localizadas nos peroxissomas.

e T facilmente difundivel dentro e fora das células 7z vivo.

e E um forte agente oxidante ¢ um fraco agente redutor
reagindo, por isso, lentamente com os tibis, sais de ferro
e cobre reduzidos, proteinas com grupo Jeme e
peroxidases, para Iniciar reagdes radicalares e
peroxidagoes lipidicas.

Peroxido de Hidrogénio
(H;0,)

e Na presenca de metal de transicio forma HO', através
da reacio de Fenton e também de Haber-Weiss:

o 3+ 2+
O, +Fe” > Fe” +0, (Fenton)

Fe* +H,0, - Fe* + HO™ + HO® (Haber-Weiss)

e E o radical mais reativo para qual, o organismo humano

Radical hidroxilo nao dispde de mecanismo de defesa.
(OH) e Provoca modificacoes no DNA (modificacio das bases

e quebra da dupla cadeia), danos nas proteinas,
inativagao enzimatica e peroxidacao lipidica.

- . e Formados durante a decomposicio de perdxidos
Radicais peroxilo (RO",) s ! posie peroxics
. , organicos e reacoes de carbono radicalar com oxigénio,
e alcoxilo (ROO)) AR
como na peroxidagao lipidica.

e Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido
por reacoes fotoquimicas ou por outras radiagoes.

e Reage com um grande numero de moléculas bioldgicas,
incluindo lipidos membranares, iniciando processos de
peroxidagao.

e Pode ser formado por transferéncia de energia a partir
de um sensibilizador S, no estado excitado tripleto (°S")
(portirinas, clorofilas e riboflavina) para o oxigénio. O
sensibilizador S absorve energia e deixa o estado
fundamental singleto (S), passando para o estado
excitado singleto ('S"), a partir do qual é convertido, para
o estado excitado tripleto.

(°s™):5'"5%";%"+°0," - S+0,"

Oxigénio singleto
(0%

e Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz
intensa de algumas fotocopiadoras e  outros

Ozono (O,) equipamentos.

e [ extremamente prejudicial para os pulmdes, oxidando
rapidamente proteinas, DNA e lipidos.

(Adaptada de Vasconcelos ez. a/[8])
Os efeitos do stress oxidativo podem ser evidenciados através da acumulagao celular

de perdxidos, por exemplo perdxidos lipidicos, ou subprodutos tais como o malonaldeido




(MDA) e glutationa oxidada, podendo ser usado como marcadores da extensio do stress

oxidativo.

O ataque dos radicais livres as moléculas de DNA pode ocorrer tanto na ligacao

desoxirribose-grupo fosfato como nas bases nitrogenadas (purinas e pirimidicas). As

modificagoes nas bases do DNA resultam em muta¢oes e na oxidagio de desoxirribose,

provocando a libertagao das bases ou rutura das cadeias de DNA [9].

Os radicais livres e o stress oxidativo estdo associados ao aparecimento de uma

grande variedade de patologias como o cancro, doencas hepaticas, cardiovasculares

(CVDs), neurodegenerativas, até mesmo o envelhecimento, entre outros (Tabela 2).

Tabela 2- Doengas associadas ao stress oxidativo

Doencgas Origem Referéncias

Cardiovasculares

Hipertensao Producio de O, por 10, 11]
NADPH/NADP oxidase ’

Aterosclerose Falha ou consumo excessivo 1214
de defesas antioxidantes [12-14]

Neurodegenerativas

Parkinson Uso de drogas e toxinas [15-17]
(estaio envolvidas com a
producao de radicais livres)

Alzheimer Producio de O,”, H,O, e [15, 18, 19]
HCIO por células fagociticas

Esclerose Multipla Perturbacao estrutural da [20, 21]
célula. As hemacias tornam-
se malis suscetiveis a acdo
dos radicais livres.

Croénicas

Diabetes mellitus Oxidacao anormal de [22-24]
substratos ou mudancas na
concentragao de oxigénio.

Inflamatorias

Artrite reumatoide e Asma Produgio excessiva de O, [1, 25]

H,0, e HCIO por células
fagociticas

1.2. Peroxidagao lipidica

A peroxidagao lipidica é uma sequéncia de rea¢des bioquimicas resultante da agao

de radicais livres sobre os lipidos insaturados das membranas celulares que podera

provocar a destruicio das membranas e posteriormente a morte celular. As transformagdes

que ocorrem nas membranas levam a alteracao da fluidez, integridade e permeabilidade,
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perda da seletividade para a troca de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteragdes no
DNA, oxidagao da proteina de baixa densidade (LDL-/ow density lipoprotein), entre outros
[26].

De acordo com Niki ez a/ [27], a peroxidagao lipidica pode ocorrer de formas
distintas: (i) oxida¢ao mediada por radicais livres (a qual vamos nos debrugar), (ii) oxidagao
nao radicalar e ndo enzimatica e (iii) oxidacdo enzimatica (mediada por enzimas como as
peroxidases, dioxigenases, citocromo P-450, cicloxigenases, lipoxigenases).

A peroxidagao lipidica mediada por radicais livres ocorre em trés fases sequenciais:

iniciagao, propagacao e terminacao [28] (figura 1).

Iniciacio R/\/\/\/\ R LH

(a) l- H*

Propagacio NN ; N X
o R D R R R'
) L 00H LOOH
(b)
N /\l/\/\/\l{' g /\/\/\/\R'
00 LOO
Terminacio

L+I—LL (C1)
LOO + LOO —> L-OH +1.=0 (C2)

LOO + 1. —> LOOL (C3)

(adaptada de Lima e. a/

Figura 1- Principais etapas inerentes a peroxidagio lipidica

Na iniciagao (reagao a), os acidos gordos insaturados perdem um H metilénico para
uma espécie suficientemente reativa formando uma espécie radicalar (L) que por rearranjo
molecular para originar um dieno conjugado.

Na propagac¢ao (reagao b), o radical alquilo (L) inicialmente formado reage com o

oxigénio formando um radical peroxilo, que por sua vez possui a capacidade de abstrair um

hidrogénio alflico de um 4cido gordo, formando outra espécie radicalar. O processo
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continua desde que a propagagdo de radicais livres L" e acidos gordos seja suficiente

promovendo deste modo a formagao de radicais lipidicos.

O processo termina quando o substrato (radicais) se esgota, o que pode suceder
por: (i) por combinagao dos eletrbes desemparelhados de duas espécies radicalares de
modo a formar um produto nio radicalar (reacao cl). (i) por dismuta¢ao ou clivagem {3 dos
radicais peroxilo e alcoxilo formando aldeidos (reacao c2). (i) por acao de espécies
antioxidantes; (iv) por formacao da ligacao covalente dos radicais perdxilo e alcoxilo com
residuos de aminoacidos; (v) por rearranjo formando produtos secundarios da peroxidagao
lipidica; (iii) os radicais peroxido podem reagir com o substrato inicial, formando um
hidroperoxido lipidico (LOOH) (reacio c3).

A decomposicao do hidroperoxido produz mais radicais livres como radical alcoxi
e peroxi. Os radicais alcoxi podem originar aldeidos como MDA, 4-hidroxinonenal, por
outro lado o radical peroxi podera produzir isoprostanos entre outros (Figura 2 adaptada
de Mateos et. al [29]).

/\/\/

Acido gordo polinsaturado

l

A

OOH
Hidroperoxidos

~ N
/\/\/ /\/Y

o )-O
Radical alcoxi Radical peroxi

Gases (etano, pentano)

Aldeidos Isoprostanos
T, entre outros

'.‘ ’ ‘\

Vd ' ' )
@ N LN NN
Malonaldeido \J OH Dienal

R e T

4-hidroxinonenal

Figura 2- Formagio de alguns produtos resultantes da peroxidagao lipidica.

Diversos estudos tém demonstrado que a peroxidagao lipidica esta envolvida na

patogénese de doengas humanas, como o cancro, a aterosclerose, as doengas pulmonares, a



doenca de Alzheimer, a artrite reumatoide, a insuficiéncia renal e a diabetes metillus [29].
Esta nocividade faz com que o nosso sistema imunitario evolua no sentido de minimizar
estes efeitos.

Nem sempre os produtos da peroxidagio lipidica sao prejudiciais, pois sao
importantes na reagdo em cascata a partit do acido araquidénico (formagao das
prostaglandinas) e portanto na resposta inflamatéria [29].

Diversas técnicas analiticas estao agora disponiveis para o estudo e quantificagao
dos produtos formados durante as diferentes fases deste processo com o intuito de
estabelecer uma correlagao que permita associar ou nao o conteudo de certos produtos da

peroxidagao lipidica com diferentes tipos de patologias.

1.3. Oxidag¢iao do DNA

Embora as células estejam sujeitas a danos por acao dos ROS, as consequéncias
primarias deletérias do s#ress oxidativo surgem a partir dos danos do DNA, onde os radicais
livres induzem alteragbes nas bases purinicas e pirimidinicas que poderao danificar a
integridade do genoma [30, 31]. Os danos no DNA incluem modificacbes de bases,
quebras das cadeias e ligacOes cruzadas de DNA-proteina. Estes resultam do ataque do
DNA por parte de ROS, oxidando-o de forma direta ou interferindo em mecanismos de
reparacao.

Apesar das lesoes que ocorrem no DNA, este a capacidade de regeneracio através
de enzimas como a 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 (OGG1). Sabe-se que a diminui¢do da
expressao da OGG1 podera conduzir a uma elevada frequéncia de mutagoes, aumentando
o risco de cancro e outras patologias em individuos sob stress oxidativo [32]. A reparagido
dessas lesdes, forma produtos, como por exemplo nucle6sidos e bases oxidadas, que sdo
muito soliveis em agua e serdo excretadas na urina sem serem metabolizadas. Outros
produtos como 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), 8-hidroxi-2-guanosina (8-
OHGua), timina-glicol, e 5-hidroximetiluracil (5-HMU), provenientes do dano oxidativo,
sao também hidrossoluveis e tém sido encontrados na urina. Estes produtos urinarios
incluem bases livres, ribonucleétidos de RNA e de desoxinucleétido de DNA [31].
Atualmente sio conhecidos cerca de 20 produtos primarios da oxidagdo do DNA, dos
quais o 8-OHdG ¢é um dos mais utilizados para indicar a existéncia de danos oxidativos no
DNA humano.

A agdo do stress oxidativo e da oxidagdo do DNA, pode ser minimizado através da
acao dos antioxidantes que segundo Beierl ez 4/ [33], é uma substancia que, quando

presente em baixas concentragdes, comparativamente ao substrato oxidavel nomeadamente
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lipidos, DNA, hidratos de carbono, entre outros, previne significativamente a oxidagao
desse substrato.

As defesas antioxidantes, que podem ser de origem enddgena e exdgena, tém como
funcio prevenir ou retardar a formacio de radicais livres e anular/eliminar os radicais
formados, protegendo o organismo contra os efeitos nocivos dessas espécies reativas. A
prevencao pode ser conseguida através da transferéncia eficiente de eletrdes e remogao e
metais de transicio como o ferro, elemento que se encontra ligado a proteinas como a
transferrina e ferrina. Outra forma de prevencao ¢ conseguida através da remocao radical
hidroperéxido por reacdo com ides metalicos e através da acdo dos antioxidantes
endogenos com as enzimas catalase, glutationa peroxidase e SOD e antioxidantes exégenos
como os polifendis e vitaminas C, E, nomeadamente e outros de origem sintética tais como
os derivados dos tidis (N-Acetilcisteina)[34, 35].

A vitamina E é um antioxidante lipofilico que confere protecao a membrana celular
por atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a peroxidagiao. Devido ao seu
carater lipofilico a sua funcao podera estar limitada em situacOes de sobrecarga de ferro. A
vitamina C, por sua vez, ¢ um antioxidante hidrossolivel que pode neutralizar diretamente
os ROS. No entanto, pode funcionar como pro-oxidante quando em dose elevada ou
quando exposta a um metal.

Os acidos nucleicos danificados oxidativamente sdo reparados por enzimas
especificas, as proteinas oxidadas sio removidas por sistemas proteoliticos, e os lipidos
oxidados da membrana celular sio processados por lipases, peroxidases e acil transferases

[35].

1.4. Influéncia do dano oxidativo nas CVDs

Atualmente as CVDs sdo a maior causa de morte entre os seres humanos, é uma
verdadeira epidemia global, para a qual tem contribuido a globalizacdo, o desenvolvimento
tecno-industrial e o envelhecimento da populagao. As CVDs deixaram de ser uma doenca
de idosos nos paises desenvolvidos passando a atingir todos os estratos sociais e faixas
etarias com maior incidéncia na populagao adulta.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)[306], cerca de 17,3 milhoes de
pessoas morreram em 2008, representando cerca de 30% do total de mortes por CVD,
dessas mortes, 7,3 milhdes foram devido a patologias coronarias 6,2 milhoes a acidentes
vasculares cerebrais (AVCs). Cerca de 80% destas mortes ocorreram em pessoas de paises
desenvolvidos e sub-desenvolvidos, apesar dos dados disponiveis confirmarem aumentos

significativos na ocorréncia dos fatores de risco (por exemplo: obesidade e sedentarismo)
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nos pafses mais desenvolvidos. Se nao forem tomadas medidas de preven¢ao adequadas,
estima-se que em 2030 cerca de 23,6 milhdes irdo morrer devido a esta patologia [36].Em
Portugal, as CVDs sao também a maior causa de morte, perfazendo cerca de 40% das
mortes totais [36]. Cerca de 42% dos portugueses tem hipertensao arterial, 8,6% dos
adultos portugueses tém diabetes, 44,2% dos homens e 19,7% das mulheres fumam
regularmente. A prevaléncia da obesidade esta estimada em 15% no sexo masculino e 16%
no sexo feminino. As jovens portuguesas adolescentes tém a taxa de obesidade mais
elevada, 7,6 %, de um grupo de treze nagdes europeias [36, 37].As CVDs tém origem em
alteragcdes patologicas no coragao e vasos sanguineos, e abrange um vasto leque de
condi¢cbes como a doenca cardiaca coronaria, a cerebrovascular, a arterial periférica, a
cardiaca reumdtica, a cardiaca, a hipertensao arterial, a trombose venosa profunda e a
embolia pulmonar. Sendo uma patologia multifatorial os fatores associados (tabela 3)
categorizarem-se em: intrinsecos, também conhecidos como nao modificaveis, internos ou
biolégicos (ex: sexo, idade, etnia, histéria familiar e predisposicao genética) e extrinsecos,
modificaveis (ex: atividade fisica, a dieta, o peso, o tabaco, e o 4lcool).

Existem ainda alguns fatores de risco que podem ser considerados mistos, pois
podem ter origem bioldgica (intrinseca) e ambiental tais como a hipertensio arterial,
hipercolosteremia, hiperglicemia e a diabetes mellitus. Estes fatores, por serem silenciosos,
sao perigosos afetando individuos de ambos os sexos, sendo que as mulheres sio afetadas
uma década mais tarde devido a prote¢ao hormonal associada, resultando numa maior taxa
de mortalidade a partir da menopausa [37],[38]. Na Tabela 3, encontram-se descritos os
fatores de risco associados as CVDs [37].

Os fatores de risco das CVDs estao associados ao estilo de vida do individuo, dai
haver uma maior incidéncia na populagao de paises desenvolvidos. Os problemas cardiacos
tém custos econdmicos graves, quer no tratamento quer no nimero de baixas por doenga,
pelo que as medidas de prevengao devem comegar cedo, e passam por atitudes que incluem
por exemplo o controlo do peso, da diabetes e da pressao arterial, pelo aumento da
atividade fisica, diminuicdo do stress, e pela adogio de uma alimentacio saudavel e

equilibrada.
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Tabela 3- Fatores de risco associado as CVDs e a sua agio

Fatores de risco “Agao”
Intrinsecos
Tdade O envelhecimento favorece a evolugio da
aterosclerose
Hereditariedade Ter familiar préximg que jé tenha desenvolvido
aterosclerose numa idade jovem
E maior no sexo masculino, contudo, apos a
menopausa esta discrepancia entre os géneros
S diminui, ja que se verifica um aumento da
exo C
incidéncia de aterosclerose nas mulheres (a
diminuicdo de estrogénios aumenta os recetores
de LDL no figado)
Extrinsecos
. Acio lesiva do monéxido de carbono sobre o
Tabagismo 1
endotélio
Sobretudo abdominal, por associa¢do com a
Obesidade diabetes tipo 2, a hipertrigliceridemia, a
hipercolesterolemia e a hipertensio
< Contribui para o desenvolvimento da
tress
aterosclerose
Sedentarismo Promove a obesidade
Mistos
Hiperlipidemia primatia ou secundaria Deficiéncias enzimaticas hereditarias
Hipertensio Por lesdo endotelial
Diabetes metillus tipo 1 ou 2 Por diminuicio da remocio das LDL
Sindrome nefrotica Estimula a producio hepatica de lipidos e
lipoproteinas
Hipertiroidismo Produz a formacio de recetores LDL no figado
Aumento de lipoproteinas plasmaticas e Por producio de radicais livres de oxigénio que
da homocisteina plasmatica promovem a formacio de LDL

(adaptada de Gradiz ez a/[37])

1.4.1. Aterosclerose

A CVD mais comum ¢ a patologia das artérias coronarias, mais conhecida por
aterosclerose (acumulagao de gordura nas paredes das artérias) que afeta primeiramente
artérias como aaorta, as carotidas e as ilfacas, podendo também comprometer as coronarias
e as popliteas. Consequentemente, os 6rgaos mais afetados sio o coragdo, o cérebro, os
rins, e o intestino delgado. Como consequéncia da aterosclerose podem surgir patologias
cardiacas como o enfarte do miocardio ou a angina de peito que resultam da formagao do
ateroma numa artéria coronaria, levando a diminuigao do transporte sanguineo ao musculo
cardiaco. De modo semelhante, as patologias cerebrovasculares como o AVC, e a patologia
vascular periférica, resultam de processos aterogénicos que provocam o estreitamento de
outras artérias [39].

A lesdo aterosclerédtica resulta inicialmente de dois processos basicos: a acumulagao

de colesterol e a proliferacio de células do tecido muscular liso na tima. A lesio forma-se
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sobre um substrato constituido por essas células, leucécitos e ainda por uma quantidade
variavel de tecido conjuntivo. O resultado é a formacao de uma placa fibrosa (ateroma) que
passa para o interior do limen, culminando numa série de complicagbes circulatorias [3,
38]. Na figura 3 ¢é possivel observar a sequéncia provavel de interagoes celulares que

ocorrem na aterosclerose.
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Figura 3- Interagdo celular na formagio da placa aterosclerdtica no interior do vaso
sanguineo

A hiperlipidemia e outros fatores de risco promovem a lesio endotelial, resultando
na adesdao de plaquetas e mondcitos, assim como na libertagao de fatores de crescimento,
que por sua vez levam a migrac¢ao e proliferacao do musculo liso. As células espumosas sio
derivadas dos macréfagos ricos em vaciolos, enquanto os lipidos extracelulares resultam da
sua entrada direta na célula ou da degeneragao das células espumosas. A acumulagio de
colesterol na placa reflete um desequilibrio no seu metabolismo e as HDL ajudam a
eliminar estas acumulagoes. As células musculares lisas migram para a intima, proliferam e
produzem matriz extracelular, incluindo colagénio e proteoglicanos [37, 40].Desde a década
de 50 que se realizam estudos epidemiolégicos de modo a perceber o processo de
formagao das placas ateroscleréticas. Os estudos realizados por Stary [41, 42] em adultos e
criangas permitiram estudar a estrutura microscopica, a composi¢ao histoquimica das

lesGes, e aspetos morfolégicos na formagao da placa aterosclerética ao longo das diversas
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etapas na nossa vida, classificando-as em diversos tipos de lesdes ateroscleréticas

representados na figura 4 (adapatada de Stary [42]).

Principal

Tipo de lesdo PROGRESSAO DA Inicio mecanismo de Ma(t;fe?tagﬁes
ATEROSCLEROSE desenvolvimento inicas
Lesao
Inicial (Tipo
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Estria adiposa Clinicame
. -nte
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N E
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Figura 4- Progressio da placa aterosclerdtica e correspondentes
manifestagdes clinicas

Na lesao inicial (tipo I) ocorre a acumulagao de lipoproteinas na utima e de lipidos
em macrofagos sendo que estes ultimos passam a ser designados de células espumosas.
Estas modificagdes nido provocam dano tecidual visivel, mas podem ser detetadas através
de microscopio ou quimicamente. Em relagdo a fase estria adiposa (tipo II), os eventos da
fase anterior prosseguem conduzindo a acumulagao de células musculares lisas, formando
lesGes visiveis, mas sem dano tecidual. Podem considerar-se duas subfases: a Ila,
potencialmente capazes de evoluir, observando-se espessamento adaptativo; e IIb, menos
suscetiveis a transformagdes, sendo resistentes a progressio e passiveis de regressao. Na
formagao do pré-ateroma (tipo III) persistem todas as caracteristicas do tipo II,
acrescentando-se depositos extracelulares de lipidos, havendo ja evidéncias de dano e

desordem tecidual. Na fase do ateroma (tipo IV) ocorrem alteragdes do tipo Ila, acrescidas
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de massa de lipidos extracelulares formando um nucleo de lipidos “/pid core”, com
acentuado dano estrutural da u#ima. Relativamente a fase fibroateroma (tipo V) sucede o
mesmo tipo de alteragdes encontradas no tipo IV, associadas ao desenvolvimento de
camadas de colagénio e de células musculares lisas, que se colocam sobre o nucleo de
lipidos. Nas lesdes complicadas (tipo VI), além das alteragdes do tipo V, ocorre o
aparecimento de material trombético, hematoma, erosao ou fissura. Considera-se tipo Vla,
a ocorréncia de fissura ou erosao; tipo VIb, a presenca de hematoma ou hemorragia; e tipo
Vlc, a constatacao de trombo. Existem mais dois estadios (nao representados na figura 4),
a lesdo calcificada (tipo VII) que corresponde a lesao avancada com predominio de elevado
teor de calcio e com acentuada deformacao estrutural, e a lesdo fibrética (tipo VIII), com
composicio predominante de colagénio e auséncia ou pequena quantidade de lipidos [3,
43]. A placa aterosclerédtica fica assim, composta por gordura (colesterol), fibrina, colagénio
e células mortas.

A aterosclerose ¢ assintomatica até uma placa estreitar gravemente a artéria ou
causar uma obstrugio subita. E um processo que podera persistir por muitos anos antes
das manifestacdes clinicas se tornarem evidentes. Isto deve-se ao fato dos processos
envolvidos na aterogénese exigirem uma exposi¢ao prolongada a fatores promotores e as
manifestagoes clinicas apenas ocorrerem nos ultimos estadios da doenga onde o progresso
¢ mais rapido. Devido a esta distin¢do, sabe-se que as terapias sao mais eficientes para a
prevencio do desenvolvimento de lesdes e nio tdo eficazes quando ja surgem
manifestagoes clinicas da patologia [40].

O diagndstico pode ser realizado através de métodos invasivos e nio invasisvos
como o eletrocardiograma e o ecocardiograma e a angiografia (permite a visualiza¢do por
ressonancia a artéria do coragao e vasos sanguineos depois da introdugdo intravascular de
meio de contraste) considerado um método invasivo.

No caso de pacientes considerados de risco estes devem tomar medicagao adequada
de modo a baixarem os niveis de colesterol, pressio arterial e controlar a diabetes. Em
casos mais graves, a cirurgia de Jypass coronario ou a endoarterectomia (de uma placa

localizada na artéria bloqueada) sdo os tratamentos preferenciais dependente da localizagio.

1.4.2. Stress oxidativo e Aterosclerose

O stress oxidativo encontra-se associado a varias patologias, e existem evidéncias
convincentes que apontam as ROS como fatores promotores no desenvolvimento da
aterosclerose. O stress oxidativo esta envolvido na formagio da aterosclerose (figura 5

adaptada de Rodrigo [3]) [3] através da oxidagio da LDL e da diminui¢io da
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biodisponibilidade do NO contribuindo para a produc¢io de ROS, que irdo provocar a
disfuncdo endotelial. Estes comprometem a vasodilatacdo, a expressao de moléculas de
adesdao e proteinas, a adesao de mondcitos, a acumulagao de lipoproteinas oxidadas, a
formacao de células de espumosas, a proliferagdao das células do tecido muscular liso e dos

fibroblastos, e promovem o desencadeamento de uma resposta inflamatéria [39, 40].
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Figura 5-Relagio entre as espécies radicalares de 6xigenio (ROS) e aterosclerose

Existem varias fontes de ROS na parede vascular, incluindo enzimas como a NADPH-
oxidase e a xantina-oxidase e que podem ser potencialmente reguladas em intervengoes
terapéuticas. Todas essas evidéncias sugerem que as interven¢oes de suplementagao de
antioxidantes devem ter um efeito protetor contra o desenvolvimento da aterosclerose
(efeitos anti-aterogénicos) [3]. O aumento do stress oxidativo nas CVDs tem sido alvo de
estudos e diversos estudos tém sido realizados de modo a analisar o efeito dos
antioxidantes sob a disfun¢ao endotelial em pacientes com doenga coronaria ou pacientes

de risco cardiovascular [44].

1.4.3. Antioxidantes e CVDs

Os antioxidantes contribuem para a prote¢ao dos sistemas bioldgicos contra os
efeitos deletérios dos processos ou das reagbes que levam a oxidagio de macromoléculas
ou estruturas celulares, prolongando a fase de iniciagio (formagdo dos ROS) ou entdo
inibindo a fase de propagacio da peroxidagao lipidica. Contudo nao podem prevenir

completamente a oxidagao.

38



Nos dltimos anos inumeros trabalhos, relacionados com a acio dos antioxidantes
na sadde, tém sido desenvolvidos avaliando o efeito de diferentes antioxidantes, como a
vitamina E, vitamina C, procubol e B-caroteno na fisiopatologia da arterosclerose, quer 7
vivo quer in vitro [45] [46].

A reducido do s#ress oxidativo e inibicdo da oxidacio das LLDL através da vitamina E
tem recebido uma atengao consideravel, como um beneficio para a saude na redugao do
risco de CVDs. Atua como um antioxidante que rompe as cadeias e impede a peroxidagao
lipidica de acidos gordos polinsaturados e a modificacio das LDL por agao dos ROS [47].
Estudos [46, 48] demonstram que 7 wvivo, os radicais livres produzidos pelas células
endoteliais da parede arterial e os macréfagos ativados sdo destinados a oxidar as moléculas
de LDL tornando-os quimiotaxicos (atracao de mondcitos). Estes por sua vez sio
reconhecidos pelos recetores do removedor (scanvanger) de macréfagos e absorvidos pelos
macréfagos, formando células espumosas nas lesoes das estrias adiposas. Estudos iz vitro
[46, 48] mostraram que o aumento do teor de vitamina E nas moléculas de LDL aumenta a
resisténcia a oxidagao de LDL e diminui a sua absor¢ao pelos macréfagos.

A vitamina C (ou acido ascorbico) tem igualmente uma agao protetora contra a
oxidacao das LDL [49]. Estudos 7z vitro demostraram que as concentragoes fisiologicas de
acido ascorbico inibem fortemente a oxidagao de LDL por células endoteliais vasculares,
além disso os derivados lipofilicos do acido ascorbico mostraram efeito protetor na
peroxidagao lipidica induzida pela lesio endotelial [49]. Adesao de leucdcitos ao endotélio é
um passo importante na iniciagdo da aterosclerose. Existem também evidéncias da
importancia do acido ascorbico na vasodilatagdo, prevenindo assim a disfuncdo endotelial
[3].

Embora ja tenham sido realizados muitos ensaios clinicos relacionados com agao
dos antioxidantes nas CVDs, as comparagoes sio dificeis devido a uma grande
heterogeneidade entre as populagdes estudadas, a duragao dos esperados e as metodologias
analiticas usadas. E possivel que os antioxidantes possam ter um forte efeito protetor e
atenuante nos estagios iniciais da disfuncao endotelial na fase inicial da aterogénese, antes
que 0s processos que perpetuam a formacdo da lesdo aterosclerotica sejam estabelecidos.
De acordo com Sugamura ez a/ 13 e Nikki et. alé dificil demonstrar que o uso de
suplementos com potenciais antioxidantes (vitamina C, vitamina E, e -caroteno) tenha
impacto na prevencao de CVDs, sendo necessarios mais estudos de modo a esclarecer o

papel dos mesmos na agao contra a aterosclerose [11, 50].
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1.5. Biomarcadores
Os efeitos dos antioxidantes podem ser avaliados pelo comportamento de

biomarcadores associados as CVDs. Biomarcador é “um analito que pode ser medido e avaliado
como indicador de nma resposta fisioldgica, processo patoligico ou resposta farmacoligica a nma intervengao
terapéntica.” |9, 51, 52]. Os biomarcadores mais comuns sao medidos no sangue, plasma e
urina [53]. A Erro! A origem da referéncia nio foi encontrada. apresenta varios exemplos de

biomarcadores usados para a detegao de diferentes patologias.

Tabela 4- Exemplos de diversos biomarcadores

Doengas Exemplos de biomarcadores

Diabetes mellitus Glicemia, frutosaminas, Hemoglobina Alc, avaliacdo da retina, neuropatia
periférica e nefropatia

Hipertensio arterial Pressdo arterial, angiotensina I e 11, aldosterona, renina plasmatica, atividade
da enzima conservadora da angiostensina.

Artrite reumatdide Citocinas, leucotrienos

Asma Testes de funcio pulmonar, citocinas, leucotrienos

Dano cardiovascular | cTroponinale T

Doenca hepatica Alanina aminotransferases e y-glutamil-transpeptidase

(adaptada de Vasconcelos ¢ a/ [54])
Os biomarcadores podem ser moléculas simples, como por exemplo os produtos

resultantes do metabolismo, os hidratos de carbono (ex: glicose), os esterdides e os lipidos,
ou mais complexos como os péptidos e proteinas caso da insulina, da hemoglobina A e C,
do antigénio especifico da prostata (PSA) e da proteina C reativa. Biomarcadores mais
complexos como as células T e os anticorpos [55] sdo também de extrema utilidade.
Segundo Zwart et. al |9] e La Baer e. al [56], os biomarcadores podem ser classificados em
trés tipos: biomarcadores de exposicao, de efeito e de suscetibilidade.

Um biomarcador de exposi¢ao tem a fungdo identificar substancias exbégenas no
sistema e ¢ produto da interagdo entre compostos xenobidticos e componentes enddgenos
relacionados com a exposi¢ao. Um biomarcador de efeito podera ser um indicador de um
componente endoégeno do sistema biolégico, uma medida da capacidade funcional do
sistema, ou um estado alterado do sistema que é reconhecido como doenca. Por fim um
biomarcador de suscetibilidade ¢é definidlo como um indicador da sadde do
sistema/organismo sensivel a exposicdo de compostos xenobiéticos (proveniente do
exterior).

E de salientar a importancia que existe na correlagio dos biomarcadores de
exposicdo com potenciais ou atuais problemas de sadde. Mesmo antes da exposicao,

existem diferencas entre os individuos fazendo com que uns sejam mais suscetiveis do que
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outros nas doencas induzidas pelo ambiente. Existem diversos fatores tais como o sexo,
idade, historial clinico, entre outros, que influenciam a suscetibilidade dos individuos.

Idealmente um biomarcador devera ser: (i) especifico e sensivel; (i) um produto
maioritario da alteracao oxidativa que podera estar implicito no desenvolvimento da
doenca; (i) estavel, nao suscetivel a induc¢do de artefactos, ou perda durante o
armazenamento; (iv) representativo do equilibrio entre a produgao de danos oxidativos e a
depuragao; (v) refletit o efeito desde do inicio; (vi) apresentar uma boa relagio bem
estabelecida entre a resposta do biomarcador e os danos induzidos; (vii) determinado por
um método especifico, sensivel e reprodutivel [9, 51, 52].

Na determinagao dos biomarcadores encontram-se envolvidas varias tecnologias
“dmicas” que investigam a evolucao das doencas (figura 6, adaptada de Jain [51]), o que faz
com que nas diversas areas de estudo, os biomarcadores sejam abordados de diversas
formas. Por exemplo, na medicina o biomarcador indica uma mudanca de expressio ou
estado de uma proteina que se correlaciona com o risco ou progressio de uma patologia,
ou com a suscetibilidade a doenc¢a. No entanto, na biologia celular um biomarcador é uma
molécula que permite a detegao e o isolamento de um tipo de células. Ja na genética ¢ uma
sequéncia de DNA ou RNA que causa doenga ou esta associada a suscetibilidade a doenca

[51].
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Figura 6- Relagido dos biomarcadores com outras tecnologias e a satide
O uso de biomarcadores tem sido utilizado ha varias décadas quer na assisténcia ao

paciente, quer na avaliacio da seguranca de novos quimicos/firmacos. Ao longo dos
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estudos desenvolvidos para a descoberta ou validagio de biomarcadores, alguns desafios
tem surgido como por exemplo a histéria clinica do individuo, os mecanismos
heterogéneos das diferentes patologias, a inespecificidade de marcadores, a variabilidade
inter- e intra- individuo e as diversas respostas ao tratamento [57].

Os biomarcadores tém sido utilizados para avaliar a eficicia de muitos antioxidantes
vitro, ex-vivo e in vivo com resultados nem sempre coincidentes|[51]. Estes resultados poderio
refletir expectativas que temos em relacao as informacbes que os biomarcadores do stress

oxidativo nos podem fornecer.

1.6. Biomarcadores do Stress Oxidativo

Nos ultimos anos tem havido um aumento crescente no interesse cientifico e
clinico no s#ress oxidativo e em muitos parametros utilizados para quantificar a sua
extensao. Varios biomarcadores, incluindo o 5-hidroximetil uracilo (5-HMU), o acido urico
(UAc), o malondialdeido (MDA) e a 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-OHdG) tém sido
sugeridos como potencias biomarcadores desta condicao fisiolégica. A creatinina (Creat)
tem sido utilizada como fator normalizante. A quantificacao destes compostos nao ¢ tarefa
facil devido principalmente a complexidade das matrizes biolégicas (soro, sangue e urina)
usadas e a inexisténcia de técnicas extrativas suficientemente seletivas e eficientes que

permitam a extra¢ao simultanea de um vasto grupo de biomarcadores.

1.6.1.Creatinina
A creatinina (Creat), também conhecida como 2-amino-1-metil-5H-imidazol-4-ona
(Figura 7), é produzida através da creatina (sintetizada no figado e no pancreas a partir da
arginina, da lisina e da metionina), e acumula-se nas células de todos os tecidos,

particularmente nos musculos.

NH

ZT
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AN

Figura 7- Formula de estrutura da creatinina

A Creat ¢é formada no musculo a partir do fosfato de creatina (acumulador de
energia metabolica) e da creatina, por desfosforilacao e desidratacao respetivamente (Figura
fos taboli d tina, por desfosforilag desidratag pet te (Figu

8). A conversao diaria de Creat a partir da creatina e do fosfato de creatina é de cerca de
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2%, e a sua eliminagao ¢ realizada principalmente nos rins por filtragao glomerular [58-61].

A Creat pode ser designada como plasmatica/sérica e urinaria.

|
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) | CH,
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~=—. Creatinina
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Figura 8- Sintese da creatinina no musculo
Fonte adaptada

Segundo, Barr ez a/[62] 15 a 20% da Creat na urina pode ocorrer por sectegao ativa
a partit do sangue através dos tubulos renais e a taxa de secrecio pode variar
substancialmente devido a diversos fatores genéticos e bioldgicos. Nas décadas de 70 e 80
investigadores [63, 64] encontraram uma correlagdo entre as concentragoes de Creat
urinaria e massa muscular, tendo observado que a concentragcao de Creat nos homens é
superiores a das mulheres. Também foi observado que existe uma diminui¢io de Creat
urinaria com o aumento da idade (provavelmente devido a taxa de filtracdo glomerar e uma
variagdo sazonal na concentra¢io de Creat em criangas). Além disso, individuos que
consumem muita carne vermelha tém uma maior concentragao de Creat urinaria do que os
que seguem uma dieta vegetariana[58].

A quantidade da creatina é constante no musculo e a formagao da Creat na urina de
24h ¢é relativamente constante e caracteristica em cada individuo, apesar da eliminagdo
variar de individuo para individuo [58]. A Creat ¢ um marcador fiavel da fun¢io renal, ao
contrario da ureia, cuja produgiao apenas depende do metabolismo celular muscular e é
eliminada por filtragao glomerular [65-67].

O ajuste de Creat tem sido usado para normalizar as concentragoes de analito em
amostras pontuais de monitorizagdo da exposi¢ao ocupacional e ambiental [62, 68].

O doseamento da Creat sérica ¢ um teste bioquimico simples de avaliagio da taxa

de filtragao glomerular [60].

i)  Relagido entre a Creatinina e as CVDs
Apesar da Creat ser utilizada na maior parte das vezes como fator normalizante,
procurou-se relacionar a Creat com as CVDs. Desde década de 90 que tém sido realizados

uma série de estudos relacionados com o aumento da concentrag¢ao de Creat sérica, pois



tem sido associada ao aumento da mortalidade em adultos hipertensos, onde a doenca
cardiovascular ¢ a principal causa da morte.

Em 2000, Irie ez. a/ [69] realizou estudos na populagdo japonesa e verificou que o
aumento da Creat sérica e taxa de filtracio glomerular reduzida estio associados ao
aumento da mortalidade por CVDs. A mesma constatacio foi observada em estudos
realizados em paises ocidentais. Assim sendo, a concentragao de Creat sérica e taxa de
filtracdo glomerular poderao atuar como parametros indicadores de CVDs.

Nos trabalhos de Oterdoom ez. a/[70], a Creat excretada em 24h foi utilizada como
medida do indice de massa muscular, de forma a determinar se a massa muscular esta
associada as CVD,,.

Tendo em conta estes trabalhos podemos especular que ha uma relagao indireta entre a

Creat e as CVDs.

1.6.2. Acido Utico
O acido arico (UAc) é um composto organico (Figura 9) que se encontra nos sistemas

biolégicos na sua forma ionizada, o urato de soédio (no plasma humano e no liquido
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Figura 9- Formula de estrutura do Acido Urico

extracelular) [71].

E o produto final do metabolismo das bases puricas (adenina e guanina)
constituintes dos respetivos nucleétidos. As purinas sofrem um processo de degradagao em
hipoxantina que depois se transforma em xantina. Esta tltima através da agao irreversivel
da enzima xantina oxidase, converte-se em UAc e este em urato (Figura 10). A quantidade

de UAc produzido depende da concentracao de enzima existente [71, 72].
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Figura 10- Biossintese do Acido Urico
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Existem diversos fatores que influenciam os niveis organicos de UAc tais como
sexo, idade, alimentagao, estilo de vida e etnia. A maioria do urato encontra-se presente no
sangue, sendo que 70% ¢ de origem enddgena e os restantes 30% provém da alimentacdo

O nosso organismo nao ¢ capaz de metabolizar os uratos, pelo que, para que se
possa manter o equilibrio é necessario que estes sejam eliminados pelo rim e/ou intestino.
Por serem hidrossolaveis, estes podem ser eliminados através da urina [71].

Os niveis de urato de sédio no sangue e na urina estdo associados a diversas
patologias como as CVDs, a disfuncao renal, a diabetes, a hipertensio, a artrite gotosa e a
acidose metabolica. Estudos recentes[73] sugerem que baixos niveis de urato de sédio no
plasma (hipourecemia) sao indicadores de desenvolvimento da doenga de Parkinson. Pelo
contrario niveis elevados de urato retardam a progressao da doenca

O urato de sédio é o antioxidante maioritario presente no plasma humano,
encontrando-se em concentracOes mais elevadas do que o ascorbato. Cerca de 60% dos
radicais livres presentes no plasma siao eliminados pelo urato de sédio. Este também ¢
importante na eliminacao dos radicais livres formados pelo s#ess metabdlico, como os
radicais NO, perdxilo e hidroxilo [74].

Quando presente em concentracoes elevadas o urato de sédio presente no plasma
humano pode atuar como pro-oxidante [73] portanto, podera ser designado como um
indicador de stress oxidativo. Por outro lado, também possui propriedades antioxidantes
com efeito protetor contra o envelhecimento, dano oxidativo das células cardiacas,
vasculares e neurologicas. No entanto existem estudos que revelam que os compostos
antioxidantes podem se tornar compostos pro-oxidantes em determinadas situagdes,
especialmente quando estdo presentes no sangue em niveis anormais [73, 75].

Os métodos convencionais para a determinac¢ao de UAc sio baseados na conversao
enzimatica do urato a alantoina por acdo do urato oxidase seguida de uma medicdo
colorimétrica. No entanto estes métodos apresentam custos elevados e sio pouco
especificos, sofrem interferéncias de outros compostos como o acido ascérbico e da
dopamina presentes nos fluidos biolégicos. Ao longo desta década, os métodos
cromatograficos tém sido utilizados na determina¢do do UAc e Cr quer na urina quer no

plasma [70].

i)  Relagdo entre o Acido Urico e as CVDs
Ao longo dos anos tém sido realizados estudos epidemiolégicos que correlacionam
o UAc com a aterosclerose, a inflamagcao, a disfungao endotelial, a gota, a diabetes metillus e

as CVDs.
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Os estudos de Gagliardi ez a/ [77], demonstraram claramente uma correlagio entre
o aumento das concentracoes de UAc e o stress oxidativo, a inflamacgido e a aterosclerose,
aumentando consequentemente a ocorréncia de acidentes.

De acordo com Lippi et. a/ [73], os niveis elevados de UAc sérico estao associados
a morbilidade cardiovascular. Ha a possibilidade do UAc presente no plasma ser um fator
de risco das CVDs ou entao representar apenas um refor¢o dos fatores de risco tipicos.

Segundo Alderman [71], existe uma relacdo independente entre os niveis séricos de
UAc e as CVDs, embora esta relagao esteja presente na populagao em geral e também num
subgrupo de alto risco. Ha dificuldade em tracar uma relacao entre niveis séricos de UAc e
as CVDs em todas as populagdes em geral, podendo refletir o grande numero de variaveis
que sao frequentemente correlacionadas com as CVDs e a hiperuricemia.

E mais apropriado considerar o aumento dos niveis de UAc como um fator de
risco das CVDs na populagao em geral, e entre os pacientes ja considerados como

“pacientes de risco” CVD.

1.6.3. Malondialdeido

O MDA (Figura 11) é um produto secundario da peroxidacao lipidica, derivado da
cissio B da cadeia de acidos gordos polinsaturados como o acido linoleico e o
araquidonico. O MDA possui uma agao citotoxica e genotoxica, encontrando-se em niveis
elevados em algumas patologias associadas ao sfress oxidativo como o cancro [7§], a

diabetes metillus [79], a aterosclerose [80], a alzheimer [81], entre outros.

5 MO —_— O/\/\ oH
Figura 11- Férmula de estrutura do MDA

Foram propostas diversas hipoteses para a formacao do MDA 7 vive. Nos trabalhos
desenvolvidos por Pryor e Stanley [82] que mais tarde foram confirmados por Frankel e
Neff [83], os lipidos oxidados sdo capazes de produzir MDA como produto da sua
decomposicio.

Outra hipétese proposta por Esterbauer e os seus colaboradores [84] (Figura 12)
baseia-se em sucessivas formacées de hidroperoxidos e cissoes 3 da cadeia de acidos

gordos poliinsaturados.
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Figura 12- Mecanismos propostos por Estetbauer er. a/ baseado nas sucessivas
formagdes de hidroperéxidos e cissGes § da cadeia de acidos gordo poliinsaturados.

De acordo com a hipétese de Esterbauer et.a/ o MDA resulta da cissao 3 do 3-
hidroperoxialdeido ou através da reagdo entre a acroleina e os radicais desidrohidroxilo.
Além da oxidagao dos acidos gordos polinsaturados a radiagao ionizante e a biossintese das
prostoglandinas[85], sdo outras possiveis fontes de MDA.

O MDA pode ser usado como medida padrao para determinar o grau de oxidagao
que ocorre nas células do nosso organismo. Em solugdao aquosa, o MDA pode existir em
diversas formas dependentes do pH do meio: em meios 4acidos encontram-se
maioritariamente como @ —hidroxiacroleina em equilibrio com a forma dicarbonil,
enquanto em meios neutros e alcalinos encontra-se na forma de ido enolato, logo pouco
reativo [86].O MDA reage rapidamente com os grupos amino das proteinas e das bases de
DNA, como a guanina e adenina, formando adutos. Os adutos formados podem levar a
erros transcricionais alterando assim a expressio génica. Para a dete¢do dos adutos
formados recorre-se a cromatografia liquida (HPLC) e gasosa (GC) acoplada a
espectroscopia de massa [87].

O MDA ¢ considerado um biomarcador eficiente no envolvimento dos danos
provocados pelos radicais livres em patologias associadas ao stress oxidativo, podendo este
ser quantificado em diferentes matrizes como o ar exalado[88], a urina [89] e o soro [78].

Nas amostras biologicas o MDA existe na forma livre e ligado a grupos tiol (-SH) e

amino (-NH,) de macromoléculas, como proteinas e acidos nucleicos. Apenas uma
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pequena quantidade de MDA livre encontra-se presente em amostras biologicas e o seu
ensaio ¢ muitas vezes dificultado devido a baixa sensibilidade do método utilizado.

O método mais comum para a quantificagio do MDA ¢ através da reagio com
acido tiobarbiturico (ITBA), sendo o produto obtido detetado através da leitura
espectrofotométrica na regiao do visivel [90]. Este método foi introduzido por Yagi et. a/
[91] e desde entio tem sido amplamente utilizado para o estudos z vive e in vitro da
evolucido do stress oxidativo [92].

Este método nao ¢ especifico para dete¢ao dos produtos de peroxidacao lipidica
(ex: MDA), uma vez que quantifica a soma das diferentes substancias reativas do TBA,
como por exemplo hidratos de carbono, aminoacidos, desoxirribose, pigmentos biliares,
acidos sialicos e outros produtos de decomposi¢ao tais como alcanos, alcenos e alcadienos
[90, 93].

O uso de reagentes derivatizantes tais como 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e 9-
fluorenilmetoxi-carbonilhidrazina apresentam diversas vantagens na sua quantificacio,
como por exemplo a melhoria das caracteristicas de absortividade molar, o uso de
condi¢bes experimentais “brandas” e reacao rapida com os aldeidos. Por outro lado o
DNPH reage com um aldeido especifico a temperatura ambiente e em meio acido,
formando a hidrazina. A reacio do derivatizante 9-fluorenilmetoxi-carbonilhidrazina,
origina um produto detetavel por fluorescéncia [94]. O produto resultante ¢ facilmente
separado por HPLC ou GC. No entanto, a contrariar a tendéncia de derivatizagdo Karatas
et. a/ [95] quantificaram o MDA em plasma humano por HPLC sem recorrer ao uso de
derivatizantes. Uma vez que a quantificacio deste biomarcador é amplamente utilizada
como um marcador do dano oxidativo em moléculas lipidicas, é importante o
desenvolvimento de metodologias que fornecam resultados com adequada sensibilidade e

especificidade.

i)  Relagido entre o Malonaldeido e as CVDs

Além da peroxidagao lipidica alguns metabolismos fisiologicos, que provocam
alteragdes na bicamada lipidica da membrana dos eritrocitos, induzem a formagio do
MDA. Tendo isto em conta, o MDA nio ¢é apenas um biomarcador do stress oxidativo mas
também um indicador de risco mutagénico.

Um outro aspeto do MDA ¢é a sua nocividade no que se refere ao sistema
cardiovascular. Haberland e Palinski e seus colaboradores [96, 97] propuseram a hipdtese
de que a formagao de MDA e a modificagio de residuos de lisina proteica da

apolipoproteina B-100 na particula de LDL ocorre 7z vivo como um pré-requisito para a
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formagiao de células espumosas e contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose. A
participagao de aldeidos na aterosclerose ¢ também sugerida por uma série de analises
imunohistoquimicas de lesdes aterosclerdticas a partir da aorta humana utilizando
anticorpos “contra” varios adutos de aldeidos. Estes estudos proporcionaram evidéncias da
presenca de LDL oxidada em lesoes arteriais em concentragoes significativas.

Boaz et. a/ [98] estudaram os efeitos da hemodidlise nos niveis séricos de MDA
como biomarcador do s#ress oxidativo em pacientes com e sem CVDs. Ao longo do estudo
verificaram que os ensaios realizados com MDA, e outros produtos resultantes da
peroxidagao lipidica, mostram fortes associages entre os fatores de risco cardiovascular e a
doenga arterial coronaria e periférica. Esta associagao demonstra que a peroxidacio lipidica
pode ser um mecanismo através do qual os fatores de risco conhecidos podem promover a
doencga cardiovascular aterotromboética (doenca coronaria, doenga arterial periférica e
acidente vascular cerebral). Os resultados demonstram ainda que o MDA sérico encontra-
se associado as CVDs em pacientes de hemodiilise e que quanto maior o stress oxidativo
maior o risco de CVDs.

Outros trabalhos realizados por Duryee et. @/ [99] e Viigimaa et. a/ [100]
demonstram que a modificagio de lipoproteinas tem sido associada com o
desenvolvimento e/ou progressao da doenga aterosclerética. No entanto os dados obtidos
nao sdo suficientes para comprovar se a presenc¢a desta molécula em certos niveis podem

prever ou nio o risco de doengas vasculares.

1.6.4. 5- Hidroximetiluracilo
De acordo com Baker ¢z a/ e Chen et. a/ [101, 102], o 5-hidroximetiluracilo (5-
HMU), é um metabolito do dano oxidativo do DNA formado por hidroxilagdo da timina

na posicao 5 (Figura 13).
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Figura 13- Reagio de formagdo do 5-HMU a partir da hidroxilagido da timina.

O 5-HMU, um dos adutos mais abundantes do DNA, tem sido encontrado no

DNA apdés a exposicdo a radiagio ionizante, bem como apds a exposi¢io a
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H,0,/Fe*" JEDTA. A presenca deste aduto nio provoca erros no cédigo genético, nio
perturba a forma 3 da estrutura do DNA, nem constitui uma lesio que bloqueie a
polimerase, apenas substitui completamente as timinas no DNA de alguns bacteriéfagos
[103]. Embora as consequéncias biologicas do 5-HMU em humanos nido estejam
completamente estabelicidas, as atividades especificas da glicosilase tém sido reconhecidas
por possuir mecanismos de reparagao que removem o 5-HMU do DNA, indicando que a
sua presen¢a no DNA ¢ prejudicial para a célula [101, 102].

O aumento dos teores de 5>-HMU no DNA em tecidos tem sido relacionada com
doencgas humanas, e por isso mesmo, este tem sido considerado um biomarcador de dano
oxidativo a0 DNA e de cancro da mama entre outras [104].

Chen ez. a/ [104] desenvolveram um método especifico para a analise de niveis
vestigiais de 5>-HMU na urina.

i)  Relagdo entre o 5-hidroximetiluracilo e as CVDs

Apds uma extensa pesquisa, nao foram encontrados na literatura cientifica dados
que estabelecam uma relagao especifica entre o 5-HMU e as CVDs. No entanto, de acordo
com Wu o 5-HMU possui diversos efeitos sobre diversas patologias, como a carcinogénese

e CVDs [105].

1.6.5. 8- Hidroxi-2-desoxiguanosina
O 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) ¢é formado a partir de um radical
hidroxilo e um residuo de desoxiguanosina (Figura 14) e ¢ um dos produtos mais

abundantes da oxida¢ao do DNA [1006].
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Figura 14- Formagio do 8-hidroxi-2-deoxiguanosina a partir da deoxiguanosina.

O 8-OHdG emparelha com a adenina durante a replicagdo do DNA, provocando
uma transicio de G para T que pode dar origem a uma ma interpretacio das bases
adjacentes [32, 107]. Este tem vindo a ser utilizado como um biomarcador comum na
avaliacio do stress oxidativo e de muitas patologias (como o cancro, a diabetes e

neurolégicas).O 8-OHdAG foi o primeiro composto a ser identificado como produto do
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dano oxidativo de DNA e é considerado responsavel pelas mutagdes no gene p53 que
conduzem a carcinogénese [108].

A quantificacio de 8-OHdG em amostras de urina na maior parte das vezes ¢
problematica devido as baixas concentra¢Ges dos analitos, a complexidade da matriz e a
facilidade com que se formam artefactos de 8-OHdG a partir da desoxiguanosina (dG)
durante a preparagao da amostra. No entanto, a oxidagao dos artefactos é muito maior em
amostras de DNA, onde a relacio de dG para 8-OHdG ¢ maior do que a encontrada na
urina [100].

E importante salientar que a excrecio dos produtos provenientes da reparacio de
DNA na urina representa uma taxa média dos danos totais no corpo. Sao necessarios mais
estudos referentes a dieta, a morte celular e a reparacao, de modo a esclarecer a cinética da
formacao da lesdao e a depuragao 7 vivo [30, 109]. Assim sendo as concentra¢oes até agora
determinadas podem nao refletir verdadeiramente as taxas de dano oxidativo ao DNA.

O 8-OHdG urinario também tem sido utilizado para avaliar a eficicia dos
suplementos dietéticos no que diz respeito a sua capacidade antioxidante. Por exemplo, da
medi¢ao da taxa de excre¢ao urinaria do 8-OHAG foi utilizada para demonstrar o efeito
protetor da suplementagdo dietética com antioxidantes sobre a prevencao da carcinogénese.
Os niveis de 8-OHdG no soro e na urina foram utilizados para estudar o efeito do uso
diario de suplementos como a vitamina C. Individuos que utilizaram suplementos
antioxidantes na sua dieta apresentaram diminui¢oes significativas nos niveis de 8- OHdG
[31, 110].

O método mais comum e mais usado para a quantificacio do 8-OHdG urinario é
através do ensaio imuno enzimatico (ELISA) [105, 111, 112], no entanto mais

recentemente a cromatografia liquida tém sido aplicada com sucesso na sua determinagdo

[106, 113, 114].

i)  Relagio entre 8-OHdG e as CVDs
A oxidagdo do DNA tem diferentes efeitos sobre varias patologias. Como sabemos,
o stress oxidativo pode provocar diretamente modificagdes covalentes no DNA e isto
acontece devido a ag¢do dos ROS. Em relagio as CVDs, os ROS formados pelos
macréfagos, quer na aterogénese quer na aterosclerose avangada, promovem a proliferacio
celular na aterosclerose, a apoptose e a oxida¢ao de LDL. A extensdao do dano oxidativo do
DNA contribui para o aumento do risco de desenvolver cancro, e varias doengas cronicas

degenerativas, incluindo a doenga arterial coronaria [108].
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Martinet et. a/ [115], verificaram a existéncia de uma forte imunorreactividade
referente a0 8-OHdG em todos os tipos de células da placa aterosclerética incluindo
macréfagos, células musculares lisas e células endoteliais. Através do estudo realizado foi
também possivel observar que havia sobreexpressao de enzimas de reparagao do DNA que
estao associadas aos niveis elevados do antigeno nuclear de proliferaciao celular. Os seus
estudos sugerem que o dano oxidativo do DNA e a sua reparacio aumenta

significativamente as placas ateroscleroticas.

1.7. Técnicas de extragdo para biomarcadores do stress oxidativo

O desenvolvimento de métodos bioanaliticos possui diversas finalidades que vai
desde a avaliagao da farmacocinética e do metabolismo de novas drogas, a monitorizacao
do farmaco, com o objetivo de estabelecer a dosagem apropriada, a determinacao de drogas
de abuso e dos seus metabolitos com aplicacao nas ciéncias forenses, a identificacio de
potenciais biomarcadores [110], entre outros.

Devido 4 natureza complexa das matrizes biologicas, a etapa de preparacao da
amostra ¢ uma etapa extremamente s importante do método bioanaliticos, influenciando
todos os outros passos e mais tarde, a identificagdo, a confirmacao e a quantificagio dos
analitos. Um dos principais problemas na analise de amostras bioldgicas esta relacionado
com a sua estabilidade dos analitos neste tipo de amostras. Esta pode ser afetada pela
temperatura de armazenamento, enzimas, pelo pH da matriz, anticoagulantes e ciclos de
congelamento-descongelamento. Além disso, a instabilidade pode ocorrer durante qualquer
uma das diferentes etapas, tanto na matriz biologica, na aliquotagem das amostras para a
analise, no passo de extra¢do, durante a evaporagao até a secagem ou na reconstitui¢ao do
extratoe, no caso de espectrometria de massa, na fonte de ides [117].

Normalmente a prepara¢do das amostras requere tipicamente 80% do tempo de
analise total, recorrendo a técnicas de extragdo, como a extra¢ao liquido-liquido (LLE) e a
extracao em fase solida (SPE) contrariamente as analises cromatograficas ultra rapidas, as
abordagens convencionais de preparagao de amostra ainda exigem um trabalho intensivo e
moroso, repartido por varias etapas [116]. De acordo com Novakova [118], os métodos de
preparacao de amostras podem ser divididas em trés grandes grupos: (i) a LLE, (ii) a SPE
baseada em abordagens e (iii) a SPE baseadas em abordagens seletivas. Em relagao ao
primeiro grupo, a técnica mais comum ¢ a extragao LLE que continua a ser amplamente
utilizada para a analise de amostras biologicas. Dentro deste grupo existe ainda a

microextracao liquido-liquido (LLME), que é de certa forma a miniaturizagdo da LLE
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(utilizando menos solvente extrator) sendo comumente utilizada na preparag¢ao da amostra
de fluidos biolégicos. Outra técnica é a extragao por liquido pressurizado (PLE), que
consiste numa extragao rapida de matrizes sélidas e ¢é realizada utilizando solventes
organicos mediante a aplicacao de temperaturas elevadas (até 200 °C), bem como a
aplicagao de pressoes elevadas (até 20.000 kPa) de modo a manter o solvente no estado
liquido. Por fim, a precipitagao de proteinas (PP), ¢ uma técnica utilizada tradicionalmente
no tratamento de plasma, utilizando solventes organicos misciveis (metanol,
acetonitrilo)[118]. A PP ¢é considerada uma abordagem de extracio mais rapida e mais
simples aplicavel para os compostos hidrofilicos e hidrofébicos.

Relativamente ao grupo das extragdoes em fase solida baseada em abordagens, a
mais conhecida ¢ a extracio em fase sélida (SPE) sendo atualmente a técnica mais comum
pata extracio/purificacio tratamento de amostras A microextracdo potr sorvente
empacotado (MEPS) ¢ a versao mais recente, desenvolvida na area de preparacao de
amostras. E uma miniaturizacao do SPE e, como tal, os volumes de solventes e de amostra
usados sio substancialmente menores. Uma outra técnica é a microextracao de fase solida
(SPME), que utiliza uma fibra SPME e uma seringa modificada com um microtubo de a¢o
inoxidavel dentro da agulha. No qual se encontra uma ponta de fibra de silica fundida que ¢
revestida com um polimero organico. Esta técnica ndo necessita da aplicagiao de solventes
organicos para a extracio o que se traduz numa mais-valia. Normalmente esta técnica
encontra-se associada a extracio de compostos volateis que sdo analisados por
cromatografia gasosa (GC), no entanto ja houve a tentativa de analise em cromatografia
liquida (HPLC) [119].

A extragao sorptiva em barra de agitagdo (SBSE) ¢é uma técnica baseada nos
mesmos principios que a SPME. A fase extratora mais amplamente utilizada ¢ PDMS. A
extragdo do analito a partir da fase aquosa para um meio de extragiao é controlada pelo
coeficiente de particio do analito entre a fase estacionaria e da fase aquosa [120]. Outra
técnica utilizada é a das materiais de acesso restritos (RAM) que, sao constituidas por
suportes de preparacio de amostras biocompativeis que permitem a injecao direta de
fluidos biolégicos num sistema cromatografico. Os sorventes RAM representam uma
classe especial de materiais que sio capazes de fracionar uma amostra biol6gica numa
matriz de protefnas e numa fracio do analito, com base no t-gff do peso molecular.
Finalmente, a extragao em fase sélida baseada em abordagens seletivas utiliza como recurso
polimeros molecularmente impressos (MIPs). Sdo polimeros sintéticos com capacidade de

reconhecimento altamente especifico para moléculas-alvo. Sdo materiais seletivos utilizados

53



para extracao em fase sélida que, ndo sé concentram, mas também isolam seletivamente os
analitos-alvo a partir de amostras. O principal beneficio do MIPs é a possibilidade de
preparar adsorventes seletivos pré-determinados para uma determinada substancia ou para
um grupo de moléculas estruturalmente analogas. Uma outra técnica, mas nao muito
utilizada sao os aptameros. Sao oligonucleétidos (DNA ou RNA) que se ligam com elevada
afinidade e especificidade para uma vasta gama de moléculas alvo, tais como drogas,

proteinas e outras moléculas organicas ou inorganicas [118].

1.7.1.Microextragio por sorvente empacotado em seringa (MEPS)

A extragao de analitos em matrizes complexas como amostras bioldgicas, urina e
plasma é muitas vezes um impasse para novas descobertas.

Os procedimentos descritos anteriormente sao morosos e necessitam de volumes
relativamente elevados de amostra/solvente que é impraticavel para as analises de rotina de
muitas amostras [118, 121].

A MEPS corresponde a miniaturizacio da SPE, e ¢ uma extensao légica de SPE
para o tratamento de fluidos biolégicos, pois os volumes utilizados sao menores (10 puL —
1000 pL) reduzindo assim também o volume de amostragem necessario. Ao contrario das
colunas SPE convencionais, a “camada” do adsorvente da MEPS esta integrado numa
seringa de manuseamento de liquidos que permite manipular baixos volumes de amostra,
quem manualmente quer através de uma seringa semiautomatica eVol® [122].

Os adsorventes disponiveis para a MEPS sdo os mesmos que na SPE. Além disso,
a seringa empacotada pode ser utilizada multiplas vezes, com plasma ou amostras de urina,
enquanto no caso SPE o adsorvente ¢é utilizado apenas uma vez quer na analise de padrées
puros quer na analise amostras. A MEPS tem possibilidade de operar online por
combinacao com GC ou HPLC [121].O0 desempenho da MEPS foi recentemente
demonstrado por LC-MS e GC-MS utilizando ensaios de drogas e metabolitos na urina, no
plasma, e em amostras de sangue [116, 123].

Quando a amostra passa pelo adsorvente, os analitos sdo adsorvidos a fase sélida
empacotada num suporte de insercdo da seringa (BIN). A aplicacio das amostras tem lugar
sobre a camada empacotada [121].

A abordagem da MEPS para a preparagao das amostras é adequada para as fases
normais, as fases reversas, de modo misto e de troca idnica. Os adsorventes mais comuns
sao baseados em silica, (C2, C8, C18), adsorvente de troca catidonica (SCX), utilizando acido

sulfénico ligado a silica, RAM, poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB) e MIPs [124].
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Na tabela 5 encontra-se descrito o tipo de adsorvente, a natureza da interagao,
estabilidade do revestimento e o mecanismo de retencao associado a cada uma das resinas.
Os adsorventes C2-C8 sao mais adequados a analitos lipofilicos (ndo polares)

enquanto adsorventes como M1 (C8-SCX) sao indicados para analitos polares [124].

Tabela 5- Caracteristicas fisico-quimicas dos adsorventes da MEPS

Estabilidade Mecanismo

Resinas Tipo Interagoes  Hidrofobicidade . ~
do revestimento  de retengido

Octadecilo (Cig)  Polimero Apolar

Octilo € Dolimero  Apolar  /nalitos lipofilicos

Fiilo () 7T Apolar (ndo polares) Parc‘ialmente Adsotg?io e
: reticulada particdo
M; (Cs-SCX) Polimero Bipolar Analitos polares
Particul
Silica (SIT) S
potosa

(adaptada de Mendes et. a/[124])

A Figura 15 exemplifica as diferentes etapas do processo de extragao por MEPS
com uma seringa semiautomatica (eVol). Inicialmente o adsorvente ¢ condicionado,
normalmente com um solvente organico (metanol) e agua (geralmente acidificada), seguida
do /ad da amostra semiautomatico (eVol) (20-500uL) por um amostrador automatico que
bombeia a amostra o nimero de vezes pretendido. Quando a amostra passa através do
adsorvente, os analitos sdo retidos. As substancias interferentes (ex: agucares) sao
removidas do adsorvente por lavagem com agua geralmente acidificada (ex: 1x 50 ul),
sendo os analitos posteriormente eluidos com um solvente organico ou mistura de
solventes adequado como metanol ou fase mével de entrada (20-50 pl), sendo o eluato
injetado no equipamento adequado [121].

A técnica MEPS tem sido utilizada para extrair uma ampla gama de analitos em
diferentes matrizes biologicas (urina, plasma), como por exemplo drogas anti-epilépticas,
pravastatina, anestésicos locais e seus metabolitos, drogas anticancerigenas, dopamina,
serotonina [121, 123]. Recentemente drogas psicotropicas como a metadona, cocaina e
metabolitos de cocaina foram extraidos de diferentes amostras biologicas (sangue, plasma e

urina) utilizando a técnica MEPS [121, 123]
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amostra

Condicionamento

Azuha

Figura 15- Diferentes etapas da extragio por eVol MEPS

1.8. Cromatografia Liquida

Nos dias de hoje, um dos principais objetivos dos laboratérios consiste em
desenvolver procedimentos confiaveis, rapidos e eficientes para a realizagio de analises
qualitativas e quantitativas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) continua a ser
um método de escolha, uma vez que é capaz de separar misturas complexas e compostos
de baixo e alto peso molecular, com diferentes polaridades e propriedades acido-base em
diversas matrizes. Infelizmente, os métodos convencionais de HPLC sio morosos e muitas
vezes ¢ dificil obter uma boa resolucio, tornando-se importante o uso de equipamentos e
metodologias que permitam aliar a rapidez da analise ao elevado poder de resolucio e de
sensibilidade. Na figura 16 encontra-se ilustrado um diagrama representativo dos diferentes
constituintes da cromatografia liquida.

<

A cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UHPLC) é um “upgrade” recente das
técnicas de separagdo. Embora os seus principios basicos sejam os mesmos do HPLC
(Figura 106), apresenta algumas caracteristicas que a distinguem e tornam a sua aplicagdo
mais vantajosa, tais como o uso de fases estacionarias com particulas de tamanho reduzido
(<2 um) e a aplicagao de pressoes elevadas (>15000 psi) [122].

A Waters™ coorperation foi a primeira empresa (2004) a introduzir no mercado o
sistema UHPLC (AcquityUPLC® ). Este permite uma redugio no tempo de analise assim

como dos custos por amostra, melhorando simultaneamente a qualidade dos resultados.

Este sistema permite trabalhar com maior eficiéncia, numa gama muito maior de
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velocidades lineares, taxas de fluxo, e backpressures [118, 122]. Ao nivel das colunas
cromatograficas foram simultanemamente desenvolvidas novas fases estacionarias hibridas
(ex: BEH C18), que apresentam uma maior resisténcia as condi¢des de pressao aplicadas e
uma separacao cromatografica superior as particulas de silica pura [125]. Uma vantagem do
uso de particulas menores é o aumento da eficiéncia da coluna devido a maior interagao
dos analitos com a fase estaciondria e uma melhor resoluc¢ao. A possibilidade de pressoes
elevadas permite reduzir o tempo de analise que se reflete na reducio do consumo de

reagentes tornando as analises menos dispendiosas [118].

Coluna UHPLC

Cromatograma

p— —

L\ ' 4
Injector

Amostrador

automatico

—@
e
Solvente ) )— .

(fase movel) Amostra

Bomba Detector
Sistema de solventes

Residuos

Figura 16-Diagrama representativo dos diferentes constituintes da cromatografia liquida
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2. Segiao Experimental

Ao longo deste capitulo iremos descrever toda informagao referente a parte
experimental realizada ao longo desta atividade experimental.

Este trabalho experimental foi desenvolvido com o objetivo de identificar e
quantificar de diversos biomarcadores do s#ess oxidativo, nomeadamente o 5-HMU, o
UAc, o MDA, o 8-OHdG e 04-HNE em amostras biologicas (urina e plasma), de forma a
avaliar se os mesmos podem ser usados como potencias biomarcadores de CVDs. Para tal,
recorreu-se a técnica MEPS, para extrair os compostos da matriz, combinada com a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (em modo fase reversa) acoplada a um sistema de
fotodiodos (UHPLC-PDA) para a separacio, identificacio e quantificagio dos compostos

alvos.

2.1. Material e reagentes

No decorrer deste trabalho experimental todos os produtos quimicos foram de grau
analitico com um grau de pureza superior a 95% e foram utilizados sem purificacdo
adicional. O acido férmico (CH,O,) e o hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos a
Panreac Quimica, (Barcelona, Espanha). O acido sulfarico (H,SO,) (97%) e o acido
perclorico (HCIO,) (70%) da Riedel-deHaén, (Miinchen, Alemanha). O metanol (MetOH)
grau HPLC (99.9%) da Fisher Scientific (Lisboa, Portugal), e o dimetilsulféxido (DMSO)
foi adquirido a Lab-Scan Analyticalsciences (Dublin, Irlanda) e a 2,4- dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (99%) a Sigma — Aldrich (Madrid, Espanha). Os biomarcadores utilizados foram a
creatinina anidra (Creat) (como fator normalizante), 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP)
(percursor do MDA), 5-hidroximetiluracilo (5-HMU) e 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-
OHdG) adquiridos a Sigma — Aldrich, (Madrid, Espanha), o acido urico (UAc) grau HPLC
a Fluka, (Madrid, Espanha) e o 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) a Cayman Chemical
Company (Tallin, Esténia), a cimitidina (padrao interno (IS)), foi adquirido a Sigma —
Aldrich (Madrid, Espanha). O grau de pureza dos biomarcadores e do padrio interno é
superior a 95%. A agua ultra pura (18 MQ cm, 23°C) foi obtida através do sistema de
purificacio de agua Milli — Q (Millipore Corporation (Bedford, MA, EUA). Todas as
solugoes foram filtradas através de filtros de membrana PTFE 0.22 um (Millipore, Milford,
MA, EUA). A seringa semiautomatica eVol® e o adsorvente, suporte de insercao e agulha
(BIN) utilizados na microextragdo por sorvente empacotado em seringa (MEPS) foi
adquirido a SGE AnalyticalScience (Melbourne, VIC, Australia). A coluna analitica
WatersAcquity UPLC HSS T3 (100 mm X 2.1 mm, 1.8 um tamanho da particula) foi
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adquirida a Waters (Milford, MA, EUA). O medidor de pH foi adquirido a HANNA
instruments (pH209) (Woonsocket, EUA), e a centrifuga refrigerada Sigma 3K30 Bioblock
Scientific a Sigma — Aldrich (Madrid, Espanha).

2.2. Preparagio das solugdes padrao

Foram preparadas individualmente solugbes szock de Creat, 5>-HMU e cimitidina em
4gua ultrapura na concentragio de 1000 ug mL", como descrito por Zuo et. a/ [76].0 UAc
foi preparado em solugao aquosa de NaOH 0,1 M (pH a 10,35). A solugao stock de MDA
foi preparada de acordo com Sim [126] através da hidrolise acida de 25 uL de 1,1,3,3-
tetractoxipropano (TEP) em 100 mL de dcido sulfurico 1 % (v/v) durante 2h a
temperatura ambiente, na auséncia de luz, sendo posteriormente armazenada em aliquotas
de 8 mL. a -20 °C. A solugio stock de 8-OHAG (400 pug mL") foi preparada em DMSO. Em
relacio a0 4-HNE foi adquirida em solugio com a concentracio de 1000 pug mL"' em
etanol. As solu¢oes foram armazenadas em wzals escuros de 4 mL, a -20 °C, permanecendo
estaveis durante cerca de 4 meses (ensaios realizados em UHPLC).

As solucdes de calibragao contendo os biomarcadores alvo foram preparadas em
urina sintética (SU) a partir de sucessivas diluicbes das solugdes stock.

As gamas de concentracoes usadas foram selecionadas de acordo com a
sensibilidade do UHPLC-PDA para cada biomarcador (as caracteristicas fisico-quimicas de
cada composto afetam o sinal analitico, pelo que houve necessidade de preparar solucbes
mais concentradas para alguns compostos a fim de ser possivel a sua dete¢do). A cimitidina
foi utilizada como padrio interno (IS). Todas as solugdes foram analisadas em triplicado (#

= 3).

2.3. Amostragem
Neste estudo foram utilizadas amostras de urina de individuos normais dadores de
sangue do Hospital Dr. Nélio Mendonga (grupo de controlo (Cont)), colhidas no banco de
sangue do Hospital referido e amostras de urina de individuos com problemas
cardiovasculares (grupo CVD) colhidas no laboratério de patologia clinica do mesmo
Hospital num total de 12 e 10 amostras, respetivamente, e distribuidas de acordo com o
descrito na tabela 6As amostras foram colhidas em recipientes de plastico apropriado e

armazenadas a -80 °C até analise
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Tabela 6- Resumo da amostragem por grupo (CONT e CVD) por género e por idade.

CONT CVD
21-40 3 1
Idade 41-60 6 5
61-80 3 4
Género Masc'ul'ino 5 7
Feminino 7 3

Todos os individuos participantes do estudo foram selecionados de forma casual e
voluntaria. Consentiram a sua participacao apds informacao sobre o estudo a desenvolver.
As amostras de sangue foram recolhidas pelo gabinete de enfermagem da

Universidade da Madeira com consentimento informado de um voluntario.

2.4. Procedimento para a quantificagio de MDA e 4-HNE
As amostras de sangue humano foram colhidas em tubos de 3mL revestidos com

anticoagulante EDTA sendo imediatamente centrifugadas (4°C, 14500 g, 10 min)
promovendo a separacao do plasma e armazenadas em aliquotas de 1mL a -80 °C. Para a

quantificacaio do MDA testaram-se dois procedimentos:

i. Com derivatizagiao

Utilizou-se uma aliquota de 100 pL. de plasma humano, na qual foi hidrolisada com
200 uL. de NaOH (1,5M) de modo a obter quer o MDA e o 4-HNE livre das proteinas
plasmaticas. Incubou-se a mistura durante 30 min a 60°C. Apds o perfodo de incubagio
adicionou-se cerca de 200 pul. HCIO, (10%) seguida de agitagio no vortex (lmin).
Centrifugou-se a mistura durante 10 min, a 4°C e 14 500g, transferindo cerca de 250 pl. de
sobrenadante para um eppendorf, onde adicionou-se 25 pl. de derivatizante (DNPH). A
reagao ocorreu ao abrigo da luz durante 30 min, filtraram-se as amostras em filtros de
membrana 0,22 um e analisou-se no sistema cromatografico (UHPLC-PDA). Este

procedimento foi realizado de acordo com Antunes ez a/ [94].

ii. Sem derivatizacao
A 100 pL de plasma humano adicionaram-se 200 ul. de HCIO, (10%) com objetivo
de precipitar as proteinas e perfez-se o volume com agua ultra pura até 1 mL. Logo de
seguida centrifugaram-se as amostras durante 10 min, a 4 °C e 14500 g, recolheram-se os
sobrenadantes, filtraram-se as amostras em filtros de membrana 0,22 um e analisou-se no
sistema cromatografico (UHPLC-PDA). O procedimento aplicado nesta etapa foi realizado

de acordo com Karatas ¢z, a/ [95].
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2.5. Preparagao das amostras de urina
As amostras de urina e de SU (preparada de acordo com Uppuluti ez a/ [127] Anexo I),

foram diluidas 1:10 com 4gua ultra pura, seguida de um ajuste do pH=6 com NaOH
(0,1M), sendo posteriormente filtradas em filtros de membrana PTFE 0,22 pum. As

amostras foi adicionado a cimitidina a 10 ug mL."'como padrio interno (IS)

2.6. Otimizagdo do procedimento extrativo dos biomarcadores do stress
oxidativo na urina por eVol " MEPS

A extrac¢ao dos biomarcadores foi realizada através de uma seringa semiautomatica
eVol®, consistindo numa seringa de 500 pL. equipada com uma agulha removivel. A seringa
encontra-se incorporada num suporte sélido contendo BIN com 4 mg de adsorvente
através da qual se fazem passar as solu¢Oes e as amostras.

Existem diversos fatores que influenciam a eficiéncia extragdo por MEPS,
nomeadamente o tipo de adsorvente, o pH, o volume da amostra, o nimero de ciclos de
extragao, a lavagem e o volume de eluicao que devem ser otimizadas de modo a maximizar
a eficacia do processo extrativo[116]. Sendo assim foram avaliados os diferentes
adsorventes C2 (etilo-silica), C8 (octil-silica), C18 (octadecilo-silica), SIL (silica nao
modificada) e M1 (adsorvente misto contendo 80 % de C8 e 20 % de adsorvente de troca
cationica forte (SCX)), de modo a selecionar o melhor adsorvente para a extragdao
simultanea dos diferentes biomarcadores. A influéncia do pH foi avaliada através da
extracao dos biomarcadores de uma SU fortificada e ajustada trés diferentes gamas de pH,
nomeadamente 2, 6, 8. O numero de ciclos de extragao (extrair e descartar) e volume de
amostra, foram otimizados testando um, cinco e dez ciclos em aliquotas de 50 ulL, 100 uL,
250 pLL e 500 pl. de SU fortificada. Em relagio a lavagem, testaram-se dois volumes (50 ulL,
100 pL) de 0,01% acido férmico de modo remover os interferentes. Diferentes volumes de
eluicio (30 e 50 pl.) também foram testados através da passagem de uma, duas, trés e
quatro vezes esses volumes. A velocidade durante a aspiracio/carregamento foi limitada a
20 pl. s~ de forma a prevenir a cavitagio. Por sua vez também ird aumentar o tempo de
interacao do analito com o adsorvente e a eficiéncia de extragdao. Todos os procedimentos
otimizados foram realizados em triplicado (» = 3) usando SU fortificada com cada
biomarcador alvo. Antes de cada utilizacdo, foi necessario condicionar o adsorvente com
100 puLL de metanol seguido de uma solugdo aquosa de acido férmico 0,01%. Esta etapa
ativa o adsorvente e garante a reprodutibilidade na retencio dos analitos entre
extracoes[116]. Apds a otimizagdo dos parametros experimentais, os melhores resultados

foram obtidos com 250 uL(5x50 pL.) de amostra cujo pH ajustado a 6, a qual se fez passar
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cinco vezes pelo adsorvente C8 a velocidade de 20 ul. s . Juntou-se a aliquota resultante da
lavagem juntamente com a elui¢ao que foi efetuada em triplicado com 30 uL de solugao

metanodlica a 20 % acidificada com 0,01 % acido férmico.

2.7. Validagao do método analitico

O método eVol*MEPS/UHPLC-PDA, foi validado em termos da seletividade,
linearidade, dos limites de detegao (LOD) e de quantificagio (LOQ), da precisao inter- e
intra-dia, da exatiddo e do efeito de mattiz.

A seletividade foi avaliada pela auséncia de interferentes no tempo de retencao dos
compostos alvos em amostras de SU a pH 6.

A linearidade foi avaliada através da determinacido do coeficiente de correlagio.
Foram realizadas trés curvas de calibracio para cada um dos biomarcadores, com sete
nfveis de concentra¢do diferentes preparados em SU. Cada nivel de concentragio foi
preparado em triplicado e injetado trés vezes, perfazendo um total de nove réplicas (7 = 9).
A curva de calibracao foi construida através da representagao grafica da area média relativa
(Ac/Ayg) obtida para o pico cromatogrifico do analito ()) e a correspondente concentracio
do analito em solugao (x), onde A, corresponde a area do analito e Ajg a area obtida pelo
padrio interno.

A sensibilidade do método foi avaliada através determinacao do LOD (a menor
concentragao do analito que produz uma resposta detetavel acima do nivel de ruido de
fundo do sistema) e do LOQ (o menor concentraciao de analito que pode ser medido com
precisao e exatidao) para cada composto. O LOD e o LOQ foram calculados com dados
obtidos nos estudos da linearidade, através das seguintes expressoes sendo o LOD a +
38,5 € 0 LOQ como a + 10S, ,, onde “4” representa a ordenada na origem, “S,” o desvio
padrao da ordenada na origem e “/” o declive [128]. Estes parametros foram determinados
para cada um dos analitos a partir das solug¢des padrao utilizadas para obter as curvas de
calibragao correspondentes, utilizando o método desenvolvido no UHPLC-PDA.

A precisio, expressa pela percentagem do desvio padrio relativo (RSD) foi avaliada
através da injecdo extratos de MEPS de trés niveis de concentragao diferentes
correspondendo ao nivel baixo (LL), médio (ML) e alto (HL) da curva de calibraciao
(concentragdes definidas na tabela 7 da se¢ao 3). Foram analisadas seis réplicas (» = 6) no
mesmo dia para obter a repetibilidade (precisao intra-dia), e para a reprodutibilidade
(precisao inter-dias), analisaram-se seis réplicas de cada nivel durante trés dias nao

consecutivos (7 = 18).
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A exatiddo do método, foi avaliada pela determinagao da percentagem de
recuperagao para os diferentes biomarcadores. Foi realizada fortificando a SU a trés niveis
de concentragbes diferentes (em triplicado) correspondendo a LL, ML, HL e submetida a
extragio por eVol®MEPS como descrito anteriormente. Os valores referentes a
percentagem de recuperagao foram calculados de acordo com a seguinte férmula:
percentagem de recuperacio = 100 X( [biomarcadot]yyminead— [Piomarcadot]s,)/[

biomarcadot] onde [biomarcadot|gypuisads € @ concentracio do analito na SU

adicionado?

fortificada; [biomarcadot]y; é a concentracido do analito determinada numa urina nio

fortificada, e a [biomarcadot] ¢ a concentracao do analito conhecida, que foi

adicionado
previamente adicionada a urina.

O efeito de matriz também foi avaliado, através da percentagem obtida entre o
quociente dos declives obtidos da reta de calibragdo para os biomarcadores em matriz

branca (SU) e os obtidos para a urina fortificada (método de adi¢ao de padrao).

2.8. Condigbes cromatograficas

As analises dos biomarcadores do s#ess oxidativo foram efetuadas num
cromatografo liquido de ultra eficiencia, UHPLC Acquity system da Waters (Milford, MA,
BEUA) equipado com um sistema de bombas quaternario (QSM), um amostrador
automatico (SM), forno de coluna, desgaseificador e um detetor de fotodiodos (PDA
2996). Toda a configuracio foi conduzida pelo soffware Empower® v2.0 (Waters
corporation). A separagdo processou-se numa coluna analitica C18 com revestimento de
silica (HSS T3Acquity UPLC™ 100 mm X 2,1 mm; 1,8 um de didmetro da particula)
(Waters, Milford, MA, EUA) protegida com uma pré-coluna Acquity UPLC™ HSS T3
Van Guard™, (Milford, MA, EUA). A temperatura da coluna foi programada para 30 °C e
as amostras encontravam-se a 25 °C no amostrador automatico. Foram injetados aliquotas
de 2 ul. de amostra usando-se uma fase movel binaria constituida por 20 % de metanol
com 0,01% de acido férmico, com um fluxo constante de 250 ul. min™', durante 3,50 min,
atingindo a pressao maxima de 6000 psi.

Todos os solventes do sistema de eluentes foram previamente filtrados através de
um sistema de filtragio com filtro de membrana PTFE 0,22 um. A detegao procedeu-se
através de quatro canais distintos (215, 2406, 285, 295 nm) correspondendo ao comprimento
de onda maximo de cada biomarcador. A identificagio dos biomarcadores realizou-se por
comparagao do tempo de retengdo dos biomarcadores obtidos em solu¢io padrio nas

mesmas condigoes instrumentais e por comparagao com espectro UV dos padroes puros.
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2.9. Analise estatistica
Os métodos estatisticos utilizados no tratamento dos resultados obtidos ao longo do

trabalho, tal como a analise de variancia (ANOVA) e analise por componentes principais
foram efetuados com software SPSS (S7atistical Package for the Social Science) versao 19.0;
2011. As figuras e tabelas foram realizadas utilizando Microsoft Office 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EUA).
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Capitulo III- Resultados e discussio
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3. Resultados e discussio

Nesta se¢ao proceder-se-a a apresentagao, interpretacao e discussao dos resultados
experimentais obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho, nomeadamente os
referentes a otimizagdo e validagdo da metodologia utilizada para a quantificagdio dos
biomarcadores do sfress oxidativo na urina, em individuos do grupo de controlo e grupo
CVDs, tentando sempre relaciona-los com resultados de trabalhos ja publicados. Nesta
secao também iremos abordar os testes realizados com o plasma.

Ao longo das dltimas décadas o interesse cientifico e clinico nos potenciais
biomarcadores do stress oxidativo tem vindo a aumentar significativamente. Multiplos
biomarcadores do stress oxidativo tém sido sugeridos, mas a sua quantificacio depara-se
com diversas dificuldades analiticas, principalmente em amostras biologicas complexas
como a urina e o plasma. Por este motivo ¢ importante desenvolver métodos analiticos que
nos permitam quantificar simultaneamente e com elevado grau de confian¢a os compostos

alvo.

3.1. Determinag¢io de MDA e 4-HNE no plasma

Para o plasma apenas foram feitos testes com o MDA e 4-HNE, visto serem os
unicos disponiveis no laboratério na altura em que foi desenvolvido o trabalho com
plasma.

Relativamente ao MDA, a sua sintese foi efetuada por hidrolise acida do TEP. Para
a sua quantificagdo ¢ usal recorrer ao uso de derivatizantes, como o DNPH e o TBA. No
entanto, apesar do produto do TBA ser detetado através da leitura espectrofotométrica na
regido do visivel, este ndo é especifico para a detegao dos produtos da peroxidagao lipidica
uma vez que quantifica a soma das diferentes espécies reativas do TBA, denominadas de
TBARS. Desta forma, inclui interferentes provenientes de reacdes com hidratos de
carbono e protefnas nao possuindo muita sensibilidade. Além disso, as condigoes
experimentais, sao ‘‘agressivas” (meio fortemente acido e temperaturas elevadas) [94].
Neste trabalho, optou-se primeiro por utilizar o DNPH como agente derivatizante (de
acordo com o procedimento de Antunes ez a/ [94]) visto que as condigdes experimentais
sao mais brandas, e a rea¢do é mais rapida o que minimiza a formagdo de artefactos
indesejados. Este processo nao foi bem sucedido visto que nio foi possivel verificar a
formagao do complexo MDA-DNPH na amostra de plasma. Pensa-se que o DNPH tera
reagido com alguns dos interferentes no plasma absorvendo a um comprimento de onda

diferente do obtido pela reagao realizada com o padrio.

69



. Como nao foi possivel quantificar o MDA pelo recurso a reacdo de derivatizagao
Apbs varias tentativas, nao foi possivel quantificar o MDA livre aplicando a metodologia
descrita por Karatas ez a/[95], devido a baixa resolugao observada.

Em relagao ao 4-HNE, também nio foi possivel obter um cromatograma com uma
boa resolucdo, optando-se assim por nao quantificar os biomarcadores do s#ress oxidativo

no plasma.

3.2. Otimizagdo das condigbes cromatograficas para a determinagio dos
biomarcadores do stress oxidativo na Urina

No desenvolvimento de um método analitico a escolha da fase estacionaria
desempenha um papel importante na seletividade, e eficicia do método. No laboratério
encontravam-se disponiveis duas colunas, uma cuja fase estacionaria revestida com
particulas de silica hibrida com pontes de etileno (BEH) de tamanho 1,7 pm, com fase
estacionaria C18, diametro de 2,1 mm e 50 mm de comprimento e com uma ampla gama
de pH (1 — 12) [125], e outra coluna a ACQUITY UPLC HSS T3, constituida por
particulas de silica de alta resisténcia (HSS) cujo tamanho de particula ¢ de 1,8 pm, com
mesmo diametro (2,1 mm), e 10 mm de comprimento. Esta apresenta uma fase ligada de
alquilo trifuncional (T3) inovadora, que promove a separa¢ao de compostos organicos
polares via fase reversa e é compativel com fases méveis aquosas [129]. A fase estacionaria
que obteve melhores resultados foi a ACQUITY UPLC HSS T3, permitindo separar os
analitos de interesse com uma melhor resolucio, como tal, constitul uma boa alternativa as
tradicionais colunas de fase reversa C18.

Um dos parametros importantes para controlar a retengdo do analito e obter uma
resolugdo adequada é a selecdo da fase mével. Ao longo deste trabalho, testaram-se duas
fases moveis, uma de acordo com Antunes ez a/ [94] (0,2 % acido acético: 38 % de
acetonitrilo), quer em modo isocratico quer em modo gradiente, e outra de acordo com
Gongalves et. a/ [122] (0,1 % acido férmico e 20 % metanol). A separagido processou-se
utilizando uma fase mével composta por 0,01 % de acido férmico e 20 % de metanol em
modo isocratico, sendo simples, facil de preparar e proporcionou resultados reprodutiveis
(condi¢bes adaptadas de Gongalves ez a/ [122]). O fluxo da fase moével influenciou os
tempos de reten¢io dos biomarcadores com os fluxos mais baixos (200 uL. min™) fornecem
maiores tempos de reten¢iao. Os melhores resultados foram obtidos com um fluxo de 250
ul. min" com nifveis de pressdes aceitdveis (aproximadamente 6000 psi), com estas
condi¢des pode-se obter uma corrida cerca de 3,5 min. A temperatura da coluna foi de 30

°C, e o volume de inje¢ao de 2 pl.. Algumas variaveis fisico-quimicas (fluxo, temperatura da
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coluna e do amostrador automatico e volume de inje¢ao) foram otimizadas para reduzir o
tempo de analise, mantendo uma boa resolugao entre os picos dos biomarcadores e outros
compostos presentes nas amostras. Os cromatogramas obtidos apresentaram uma boa
resolugdo com picos simétricos ¢ uma linha de base estavel (Figura 17).

Para a selecio do comprimento de onda de absor¢ao, analisou-se uma solugao
padrao com os biomarcadores, utilizando o PDA, onde se obteve um espectro de absor¢ao
através do varrimento entre 200 a 400 nm. Os comprimentos de onda maximo e com 0s
quais se processou a aquisicao e quantificacio dos biomarcadores foram 215, 2406, 285, 295

nm, para a Cr, 5-HMU, IS, MDA, UAc, 8-OHdG, respetivamente.
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Figura 17-Cromatograma representativo dos padrdes a diferentes comprimentos de onda. (1-Creat; 2-5HMU; 3-
MDA; 4-UAc; 5- 8-OHdG; IS- cimitidina)

O método UHPLC desenvolvido para quantificacio dos biomarcadores do stress
oxidativo, foi capaz de fornecer uma analise rapida e com boa resolu¢iao, podendo atingir
pressées altas (15 000 psi) quando comparado com métodos HPLC [130] [118]
convencionais. Além disso, o processo extrativo niao exige etapas morosas, ¢ econémico,
apresenta um baixo consumo de solventes e de amostras.

Apds a otimizagao das condigdes cromatograficas, procedeu-se ao processo de
otimazacdo do procedimento extrativo e a validagio da metodologia analitica,

eVol®*MEPS/UHPLC-PDA.
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3.3. Otimizag¢do da metodologia MEPS por recurso a eVol
Como técnica recente que ¢, ainda nio existem trabalhos realizados para a

quantificagao de biomarcadores do s#ress oxidativo por utilizagao da MEPS.

Para a otimizacdo da extracio por MEPS dos biomarcadores do stress oxidativo
presentes nas amostras de urina, diversos parametros como a sele¢dao da resina, o pH da
amostra, o volume da amostra, as condicbes de lavagem e de elui¢do, foram

cuidadosamente avaliados e otimizados de modo a maximizar a eficiéncia extrativa.

3.3.1. Selecao do adsorvente
A selecio do adsorvente é um passo muito importante para obtermos uma boa
eficiéncia de extracdo e um extrato isento de interferentes. Foram avaliados os adsorventes
C2, C8, Cl18 ¢, SIL e a M1 (C8/SCX) sendo a eficiéncia de extracdo determinada pela irea
total e pela repetibilidade. As Figura 18 e Figura 19 ilustram a resposta do UHPLC-PDA

para os biomarcadores alvo em funcio dos diferentes adsorventes.
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Figura 18- Comparagio da eficiéncia dos adsorventes para cada biomarcador

Ao analisarmos a figura 18, verifica-se que para todos biomarcadores, exceto para o
UAc, o adsorvente a C8 apresenta melhor eficiéncia de extragio quando comparada as
restantes. Isto deve-se ao fato destes biomarcadores (Creat, 5-HMU, MDA, 8-OHdG) nio
serem muito apolares e a C8 tem afinidade com analitos de polaridade intermédia. No
entanto, o adsorvente que obteve menor eficiéncia de extracao foi a M1, indicando que os
grupos sulfonil da resina sio poucos eficientes na reten¢ao dos compostos alvos. Para o

MDA e o 8-OHdG os adsorventes cuja interagao foi menor foi a C2 e a SIL.
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Relativamente ao UAc o adsorvente que apresentou melhor eficiéncia de extracao
foi a C2, isto deve-se ao fato de que o UAc tem uma natureza polar, interage melhor com a

C2 que ¢ menos apolar do que a C8 e C18.
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Adsorventes da MEPS

Area Total

Figura 19- Comparagio da eficiéncia de extragido dos diferentes adsorventes

Tendo em conta que somente para o UAc a C8 nido obteve a melhor eficiéncia e
por uma questio de uniformizagio, utilizou-se a C8 no processo extrativo. Também ao
analisarmos a Figura 19, que apresenta a area total dos biomarcadores para cada adsorvente,
verifica-se que a C8 obteve melhor eficiéncia de extracdoe reprodutibilidade. Esta foi
utilizada em mais de 100 extracGes sem perda da sua eficiéncia (testes realizados no
UHPLC-PDA). Nesta etapa nao se adicionou padrao interno pois este apresenta diferentes

afinidades para os diferentes adsorventes

3.3.2. Estudo do pH da amostra

A influéncia do pH na eficiéncia de extra¢ao foi avaliada através da extragio de SU
fortificada com pH ajustado a 2, 6 e 8 (utilizando 0,1 M de NaOH). Como podemos
observar na Figura 20 ndo houve diferencas significativas entre os diferentes valores de pH.
No entanto, a resolugao dos picos era muito melhor para pH =6 e, além disso, o pH
fisiolégico das amostras de urina varia entre 6 e 7 [131], pelo que se escolheu o pH =6 para

realizar o procedimento extrativo.
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Figura 20- Estudo do efeito do pH na eficiéncia de extragdo

3.3.3. Selecao do volume de amostra

Visto a MEPS ser uma técnica que visa a diminuicao do volume de amostra
utilizado, é necessario otimizar este parametro. De modo a verificar a influéncia do volume
de amostra na eficiéncia de extragao testou-se os seguintes volumes: 50 ul, 100 uL, 250 pL,
500 uL, onde se pode observar que o volume de amostra nio ¢ diretamente proporcional

ao aumento da area (figura 20).

3.3.4. Selecao do numero de ciclos de extracao

Na MEPS a retenciao dos analitos no adsorvente ¢ afetada pelo numero de ciclos de
extragdo e pela velocidade de aspiracio aplicada [121]. Em termos praticos, a seringa ¢
carregada com uma aliquota a qual se faz passar uma ou mais vezes (ciclos). Foram
realizados multiplos ciclos de extra¢do da mesma aliquota de modo a selecionar o modo de
carregamento (1) extrair - descartar no mesmo vial (ii) extrair — descartar para os residuos.
Esta dltima opgdo foi a selecionada para este estudo. De modo a otimizar o nimero de
ciclos necessarios para o aumento da eficiéncia de extragao foram realizados (com a C8) 1,
3, 5 e 10 ciclos com SU fortificada.

A figura 21 demonstra a influéncia do nimero de ciclos de extragio e volume de
amostra na eficiéncia de extragdo para cada um dos biomarcadores e a figura 22 apresenta
os valores da area total relativa para os biomarcadores do stress oxidativo em func¢ao do
numero de ciclos de extragdo. Pode-se obervar que a competi¢io pelos sitios ativos de
adsor¢ao do adsorvente C8 aumenta ligeiramente até cinco ciclos de extracao com 50 pl. de
volume de amostra (quer para a Creat, 5-HMU, UAc), o mesmo nio se verifica para o

MDA e o 8-OHdG, onde se obteve maior eficacia com dez ciclos de extracao de 50 pl. de
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amostra. Visto que o objetivo deste trabalho é quantificar em simultaneo os biomarcadores
do stress oxidativo, optou-se por utilizar cinco ciclos de extragio com 50 uL. de amostra
(Figura 22) nos ensaios seguintes e nas amostras.
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Figura 21- Influéncia do niimero de ciclos de extragdo e do volume da amostra na eficancia de extragdao dos para cada um dos
biomarcadores
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Figura 22-Influéncia do nimero de ciclos de extragio e do volume de amostra para os biomarcadores do stress
oxidativo

Ao efetuar o /load da amostra cinco vezes com 50 pL, verificou-se uma melhor

eficiéncia de extragdo, apresentando-nos diversas vantagens, tais como o aumento do
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tempo de vida da resina e minimizagao de possiveis interferéncias de outros compostos

presentes na urina para a quantificagdo dos biomarcadores alvo

3.3.5. Lavagem

A lavagem do adsorvente apos a aplicagdo da amostra permite a remogio de
interferentes, tais como por exemplo agtcares presente na urina, visto esta ser uma mattiz
complexa que pode provocar a saturaciao da resina e levar a diminui¢ao da acessibilidade
dos analitos aos sitios ativos ja ocupados pelos interferentes presentes na amostra.
Procedeu-se a lavagem com 50 pL, 100 pL de 0,01% de acido férmico. A analisarmos
lavagem extrato da lavagem verificou-se que grande parte dos analitos ¢ “eluido” nesta
etapa. A lavagem do adsorvente passou a ser considerada como uma primeira elui¢ao
(dados comprovados pelo sistema UHPLC-PDA) juntando a esta etapa a eluicao (Figura
23).

3.3.6. Selecao do volume de eluiciao

Para completar o procedimento de extracao a determinac¢ao do volume de eluigao é
igualmente importante [121]. Face aos resultados da etapa anterior se verificou que a
lavagem foi considerada uma primeira elui¢do, testaram-se dois volumes de elui¢do
diferentes, 30 e 50 uL, passando varias vezes (1, 2, 3, 4 vezes) pela adsorvente apos a
lavagem com 50 pl. e 100 uL. Os resultados apresentados na Figura 23, encontram-se
normalizados. Ao analisarmos esta, verifica-se que nao existem diferengas significativas
entre a lavagem com 50 ul. e com 100 pl, no entanto ao verificou-se que para a elui¢do
com 30 uL. a eficiéncia de extragdo ndo ¢ significativamente afetada pelo aumento do

numero de vezes ou volume de eluicio.
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Figura 23- Comparagio de diferentes volumes de elui¢io
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De acordo com os resultados, verificou-se que o melhor procedimento constiu
numa primeira eluicdo com 50 uL de 0,01% de acido férmico, seguida de uma segunda
eluicao de trés vezes 50 pl, perfazendo um total de 200 pL, no entanto optou-se por
utilizar o segundo melhor resultado (primeira eluicao com 50 pL de 0,01% de acido
formico, seguida de uma segunda eluigao de trés vezes 30 uL). Isto ¢ justificado pelo fato
das diferencas entre as areas totais relativas ser de cerca 20% e a diferenca entre o volume
de eluato de 70%, tendo em conta que a MEPS ¢é uma técnica que visa a miniaturizagao de
volumes.

Tendo em conta os valores otimizados para os diferentes parametros experimentais

estudados, verificou-se que as melhores condi¢bes sao as representadas na tabela 7.

Tabela 7- Parimetros otimizados para o processo extrativo MEPS e as respetivas condigdes cromatograficas

Parametros Condig¢des Otimizadas MEPS

Adsorvente C8

Condicionamento® 250 ul. metanol +250 pl. de 0,01% acido
férmico

Volume da amostra 50 pul. Amostra

Numero de ciclos 5 ciclos

Lavagem (1° eluigdo) 0,01% acido férmico

Volume de eluigdo 3% 30 pl. 80:20 (0,01% acido férmico:
metanol)

Lavagem Final 250 pl. metanol +250 pl. de 0,01% acido
férmico

Condigoes cromatograficas

Fase movel 80:20 (0,01% acido férmico:metanol)

Fluxo 250 pL min™

Temperatura da coluna 30°C

Volume de injecao 2yl

Aquisigio 215, 245, 285, 295 nm

Y Antes de utilizarmos qualquer resina MEPS ¢é necessario condicionar a resina.

" A lavagem final entre extracdes ¢ muito importante evitando carry-over entre

extragoes
3.4. Validagio da metodologia analitica para a determinagido dos biomarcadores

alvo na urina

i) Seletividade
A seletividade de um método analitico é importante para garantir que a

quantificagio dos analitos de interesse nao é afetada pela presenca de interferentes na

matriz [132, 133]. Para estudo da seletividade comparou-se os cromatogramas obtidos pela
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extragao da SU e do solvente constituido pelo sistema de eluicao de urina sintética e
urina de individuos diferentes, verificando a auséncia de interferentes no tempo de retengao
dos compostos alvo. A seletividade foi também verificada pela pureza dos picos dos
biomarcadores na urina de individuos CVDs que revela auséncia de interferentes coeluidos

(Figura 23).
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Figura 24- cromatograma representaivo da SU vs urina de um individuo do grupo controlo para avaliagdo da
seletividade (aquisi¢do A=245 nm)

ii) Linearidade
Um outro parametro avaliado foi a linearidade, que pode ser definida como a

capacidade de uma metodologia analitica em fornecer resultados proporcionais a
concentragao de analito dentro de uma gama de concentragdes [132, 133]. O padrio
interno deve ter um tempo de retengdo diferente dos compostos alvo e menor do que o
composto que apresenta maior tempo de retencdo, deve ser estavel nas condigdes de
analise, e deve ser suficientemente estavel [132, 133]. A cimitidina foi também utilizada por
Zuo et. al [76] como padrio interno na quantificagao da Cr e do UAc.

A linearidade do método eVol®MEPS/UHPLC-PDA foi avaliada através da analise
dos padrées dos biomarcadores numa gama de concentragoes que contenha a concentragao
dos biomarcadores na urina humana. Para cada biomarcador foram realizadas trés curvas
de calibragao construidas de acordo com as gamas de concentragao referentes na tabela 8e

representadas graficamente a drea relativa do biomarcador (drea,,/atea;) em relacio a

analito
respetiva concentragao, (anexo II) com trés réplicas para cada concentragdo. As curvas de
calibracao foram realizadas em wurina sintética fortificada com os biomarcadores na

respetiva concentragao.
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Tabela 8- Dados da validagdo do processo analitico onde demosntra a gama de concentragbes utilizadas,
tempos de retengiao, comprimento de onda adquirido e o performance analitico dos biomarcadores do stress

oxidativo em SU determinada pela metodologia eVol®MEPS /UHPLC-PDA

Biomarcadores Creat 5-HMU UAc MDA 8-OdHG
N° do pico 1 2 3 4 5
Tr (min) 0.827 1.021 1.134 1.435 1.653
Amax® (nM) 215 215 285 246 295
Performance Analitico
Gama de conc 0.0005 -
(g ml 1) 5-350 0.01 5-250 1-60 0.1-5
Equacio da reta de y =0.0124x> y =1277.5x  y =0.0302x y =0.0096x y =0.0724x
calibracio +0.1324 +0.8318 -0.1681 +0.0213 + 0.0052
by2 0.9913 0.9906 0.9951 0.9920 0.9946
LOD¢(ug mL1) 0.01 0.00005 0.29 0.72 0.04
LOQ4 (ug mL-1) 2.02 0.00023 2.31 1.57 0.13
Efeito matriz (%) 63.50 60.11 110.29 71.54 82.21
IIe 5 0.0005 5 1 0.1
Nivel de
fortificacao MIe 100 0.0025 100 15 1.5
(g mL)
HILe 350 0.01 250 60 5.0
LL 93.77 91.06 91.04 94.50 94.68
Extatidao (%o) ML 102.04 95.50 100.40 98.21 96.84
HL 123.02 104.68 102.05 102.32 103.50
LL 5.18 5.67 4.09 5.74 8.34
Precisao
Intra-dia (»=7) ML 5.71 4.24 5.71 2.43 4.75
RSD (%)
HL 3.65 0.95 1.67 5.62 2.03
LL 5.04 7.68 4.58 6.07 6.12
Precisao
Inter-dia (»=78) ML 5.37 7.69 6.08 7.37 5.79
RSD (%)
HL 5.41 6.14 6.49 6.33 4.95

a Valores de absorvancia maxima obtida pelo sistema de detegio PDA

b Coeficiente de correlacdo obtida através das curvas de calibragio

¢ Limite de detecio

d Limite de quantificacio
¢ Niveis de concentracio utilizados no estudo da validagio do método eVol®MEPScs/UPLC-PDA :

LL-nivel baixo; ML- nivel médio; HL- nivel alto
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O sistema UHPLC-PDA respondeu de forma linear em toda gama de
concentragoes estudadas. A analise por regressao linear pelo método dos minimos
quadrados indicou a existéncia de uma relagao linear para com os diferentes biomarcadores
estudados, tendo sido obtidos coeficientes de correlacio com valores R*> 0,9906.

As concentracdes dos biomarcadores na amostra de urina foram calculadas através
da equagdo da reta de calibragio, obtida a partir do método dos minimos quadrados. A
Tabela 8 resume os parametros da validagdo, tais como gama de concentragdes utilizada

para cada biomarcadort, declive, ordenada na origem, coeficientes de correlagao.

iii) Limites de dete¢do de limites de quantificagiao
Os limites foram calculados de acordo com a concentracao de analito capaz de

gerar um sinal analitico maior que a amplitude do ruido, no LOD deve ser trés vezes
superior e no LOQ dez vezes[132, 133].
A Tabela 9 apresenta a comparaciao dos valores do LOD e do LOQ no presente

trabalho e noutros trabalhos realizados em HPLC.

Tabela 9- Comparagio dos LODs e LOQs obtidos no presente trabalho e noutros trabalhos.

Biomarcadores LOD LOQ
(gmL’)  (ugmL))
Presente trabalho 0,01 2,02
Zuo et. al [76] 0,04 25
Cr Geotge ef. al [134] 0,13 .
Jen et. al [72] 0,16 -
Trabalho presente 0,00005 0,00023
5-HMU
Outros trabalhos - -
Trabalho presente 0,29 2,31
Zuo et. al |76] 0,06 25
UAc
George et. al [134] 0,11 -
Jen et. al |72] 0,13 -
Trabalho presente 0,72 1,57
MDA
Costa et. al [135] 0,01 0,015
Trabalho presente 0,04 0,13
8-OHdG
Harrti et. a/ [1006] 5x10° 1,6x10™

Para a Creat ¢ UAc ambos os valores do LOD e LOQ encontram-se inferiores aos

outros trabalhos realizados em HPLC. Nao foram encontrados trabalhos realizados em
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HPLC para a quantificagdo do 5-HMU. Em relagao ao MDA os resultados obtidos neste
trabalho sdo superiores aos obtidos por Costa et a/ [135], no entanto foram obtidos com
um detetor de fluorescéncia. No caso do 8-OHdG os valores obtidos por Harri ez a/ [100]
sao bastante inferiores aos obtidos neste trabalho. Harri utilizou como metodologia
analitica o HPLC-MS/MS pelo que se pode inferir que este serd muito mais sensivel que o
UHPLC-PDA para a determina¢ao do 8-OHdG. No entanto, os LOQ estio abaixo dos
valores normais para os biomarcadores alvo na urina pelo que o método desenvolvido

eVoIMEPS/UHPLC-PDA ¢ suficientemente sensivel para o efeito.

iv) Efeito matriz

O efeito de matriz ¢ um dos parametros importantes para a quantificacdo, pois
pode acarretar sérios problemas analiticos podendo causar um aumento ou diminui¢ao da
resposta do detetor para um analito presente no extrato da amostra comparado com a
resposta para o mesmo analito em solvente [130]. Este efeito ocorre quando substancias
inerentes a matriz biologica coeluem com os compostos de interesse [132], ou quando a
composicao da matriz nao permite a extracao eficiente dos analitos.

Analisando os resultados da Tabela 8 observamos que para todos biomarcadores,
com excecao do UAc, existe efeito de matriz. Os valores obtidos variam de 60,11% (5-
HMU) a 110,29% (UAc). Os valores obtidos fazem com que a quantificagio dos
biomarcadore na urina deva ser efetuada pelo método de adicao de padrao de modo a

minimizatr os erros associados a matriz.

v) Exatidao

A exatiddo pode ser caracterizada como a proximidade dos resultados obtidos pela
metodologia analitica em estudo relativamente ao valor verdadeiro existente na amostra.
Normalmente, a exatiddo ¢ determinada por intermédio da utilizagdio de uma amostra
certificada, na qual a concentragdao do analito de interesse é conhecida. No entanto, quando
existe indisponibilidade de garantir uma amostra certificada, é possivel determinar a
exatiddo através do calculo das percentagens de recuperacio. O ensaio de recuperagdo
consiste na determina¢ao da quantidade ou concentrag¢ao de um analito de interesse numa
amostra fortificada com esse mesmo analito, recuperado durante o processo analitico,
sendo este comparado relativamente a quantidade real desse analito presente na amostra
sem fortificacao[132, 133, 137] . A fim de avaliar a exatiddo do presente método, os ensaios
de recuperagao foram realizados fortificando a SU a trés niveis de concentragao, com uma

quantidade conhecida dos biomarcadores.
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Os valores médios obtidos para a percentagem de recuperacio dos biomarcadores
do stress oxidativo para cada nivel de fortificagdo encontram-se listados na Tabela 8. No
nivel de fortificacio mais alto, os resultados foram satisfatérios e variaram entre 102,05 % e
123,02 %, no entanto, foram decrescendo ligeiramente de acordo com o nivel de

fortificacdo atingindo o valor mais baixo de 91,04 %.

vi) Precisao

O desenvolvimento do método analitico esta sujeito a variagdes aleatdrias, que
podem ser estimadas através da precisao. Normalmente, a precisao é expressa em termos
de repetibilidade (intra-dias) e precisdo intermediaria (inter-dias), e o seu calculo ¢ realizado
por meio da estimativa do desvio padrio relativo (RSD), também conhecido como
coeficiente de variacao (CV), nao sendo recomendados valores acima de 15 % [132, 133].

A precisdo intra-dia foi medida através da comparagao do RSD da SU fortificada
(LL, ML, HL) cuja analise foi realizada no mesmo dia (# = 7). A precisao inter-dia foi
determinada através do cdlculo do RSD da anilise de amostras de SU fortificada, durante
trés dias alternados. Os resultados sao satisfatorios com valores de RSD inferiores a 8,5 %
para cada analito medido nos niveis de concentracao (Tabela 8). A precisao intra-dias nos
trés diferentes niveis variou de 0,95 % (5-HMU na concentragao de HL) a 834 % (8-
OHAG na concentragdo de LL), enquanto a precisio inter-dia variou de 4,58 % (UAc na
concentragao de LL) a 7,69 % (5-HMU na concentragao ML).

A combinacio de eVol®MEPS juntamente com o sistema UHPLC-PDA prova ser
uma estratégia adequada, com percentagens de recuperagao excelentes, boa sensibilidade e
precisio, que tornam possivel a sua utilizagdo como uma metodologia rapida para analisar

os biomarcadores presentes na urina humana.

3.5. Quantificagao dos biomarcadores do stress oxidativo

Apbs a validagaio do método analitico, um total de vinte e duas amostras de urina
foram analisadas em triplicado. Todos os biomarcadores, foram identificados através do
tempo de retengao correspondente e do espetro UV (correspondente ao maximo de
absorcao: A, 215, 218, 245, 285, 295 nm). A Figura 24 apresenta o cromatograma da urina
de um individuo do grupo controlo e de um individuo do grupo CVD obtida através do
método eVol*MEPS/UHPLC-PDA. Como podemos verificar, os picos correspondentes
aos biomarcadores apresentam boa resolu¢io com minimas interferéncias de outros
componentes da urina. Além disso, os perfis das urinas sdo semelhantes, apesar da

condicao clinica diferenciada (concentracdes de cada individuo encontra-se descrito na
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tabela 10). No calculo das concentragoes, os resultados foram normalizados através da

concentracao de Creat.

TR
—

CVD
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Figura 25- Cromatograma representativo de uma urina de um individuo do grupo CVD e de individuo do grupo
Cont (aquisi¢dao 245nm) (1-Creat; 2-5HMU; 3-MDA; 4-UAc; 5- 8-OHdG; IS- padrio interno)

A tabela 10 apresenta as concentragoes obtidas para cada um dos individuos dos
dois grupos estudados e a figura 25 as concentra¢oes médias dos biomarcadores do stress
oxidativo para cada um dos grupos estudados. Ao analisarmos a tabela 10 e a figura 26
vemos que as concentracdes referentes aos niveis de UAc/Creat variam entre 0,5%x10"+1,9
(RSD (%)) ug mL' e 4,9x10'£4,5 RSD (%)) pg mL"' para o grupo controlo e
relativamente a0 grupo CVD varia entre 2,5X10"'%0,2 (RSD (%)) ug mL" e 4,8x10"+0,3
(RSD (%)) pug mL". Verifica-se que ndo existem diferencas significativas entre os grupos
(comprovado através da analise one-way ANOVA se¢dao 3.6.2). Na maioria dos estudos
que relacionam o UAc com as CVDs [71, 73, 77] afirmam que o aumento da concentragao
de UAc ¢ independente do aumento do risco de CVDs, no entanto sio necessarios mais
estudos para que se possam comprovar essa relagao.

A gama de concentracbes obtidas para o MDA/Creat no grupo controlo variou
entre 0,8X10"'£1,0 (RSD (%)) pug mL" e 2,6x10'+0,9 (RSD (%)) ug mL" enquanto para o
grupo CVD 0,9x10'+0,5 RSD (%)) ug mL"' e 2,2x10'+0,7 (RSD (%)) ug mL". Ao
compararmos esta gama de concentragdes para os dois grupos verificamos que nao existe
diferenca significativas entre eles (comprovado através da analise one-way ANOVA secio
3.6.2), apesar da concentracio no grupo CVD ser ligeiramente menor do que no grupo
controlo, podemos inferir que visto estes serem pacientes de CVDs podem estar sobre
medicacdo, diminuindo assim o sfress oxidativo. Outra possivel causa é o tipo de

alimentac¢ao a que estdo sujeitos, podendo esta ser rica em antioxidantes.
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Figura 26- Perfil comparativo da concentragio média dos biomarcadores do stress oxidativo no grupo CONT e
no grupo de pacientes CVDs. (a) Concentragio média do UAc/creat e MDA/ creat (b) concentragio média dos
biomarcadores do dano oxidativo 5-HMU/creat e 8-OHdG.
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Tabela 10- Concentragio dos biomarcadores do stress oxidativo para os diferentes individuos dos diferentes

grupos

UAc/Creat X101 MDA/Creat X10-! 5-HMU/Creat X104+  8-OdHG/Creat X104

Biomarcadores + RSD (%) + RSD (%) + RSD (%) + RSD (%)
c1 3,7£0,1 1,3+1,1 0,0294%0,6 43104
c2 2,9%0,8 1,041,2 0,0238%2,0 43134
C3 4,0%0,8 12423 0,0173%0,5 3,6%6,3
c4 2,1£1,0 0,8%1,0 0,0276%3,3 5,845,1
s 3,4%1,6 1,340,5 0,0285%0,9 8,7£5,0
S o 0,5%1,9 1,041,1 0,0265%6,5 5,6%7,2
§ C7 3,0£2,2 2,6%0,9 0,0309%3,3 10,249,6
8 2,7%1,2 1,60,4 0,0294%1,9 14,742,4
9 41%1,3 1,7+1,9 0,0298+1,7 21,3%0,7
C10 3,742,0 2,2%1,7 0,0286%2,3 7,1£0,9
C11 3,412,0 2,5%2,1 0,0503%1,7 20,0%1,4
C12 4,9%45 1,5+0,9 0,0265%6,3 6,1£0,3
CVD 1 2,6%6,2 0,9%2,1 0,0599%5,2 7,6%5,5
CVD 2 3,5%0,6 0,9%1,0 0,0388%7,0 31,7424
CVD 3 2,840,2 0,8%1,3 0,0320%1,7 12,0+4,9
CVD 4 2,740,3 0,9%1,2 0,0549%1,1 2,67,5
o CVD 5 3,8+1,1 1,040,6 0,0571%2,8 5,547,8
O cvDs 3,741,0 1,6 £1,2 0,0883%7,1 15,9431
CVD 7 2,5%0,2 1,340,3 0,0370%9,3 13,042,5
CVD 8 4,840,3 1,2+1,7 0,0782%6,4 <LOQ
CVD 9 3,240,3 0,9%0,5 0,034748.4 3,1485
CVDI10 41%0,1 2,240,7 0,0433%6,8 41,6154

Os resultados obtidos nao estao de acordo com os resultados esperados, visto que
o MDA ¢é um produto da peroxidacio lipidica que é um dos efeitos do s#ess oxidativo e
estes aumentam a sua concentra¢ao quando ha evidéncias de CVDs [11, 44]. Nao foram
encontrados trabalhos que comparassem as concentragoes de MDA em pacientes saudaveis
com pacientes de risco cardiovascular.

Relativamente aos biomarcadores do dano oxidativo do DNA, 5-HMU e o 8-
OHJdG, apresentam concentragdes mais elevadas no grupo CVD do que no controlo,. A
gama de concentra¢Ges encontradas no grupo controlo varia entre 0,0173x10*+0,5 (RSD
(%)) ug mL' e 0,0309x10%+3,3 (RSD (%)) pg ml' enquanto para o grupo CVD
0,0320x10%+1,7 (RSD (%)) ng mL"' e 0,0883x10*£7,1 (RSD (%)) ug mL' para 5-
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HMU/Creat. A concentracio referente ao C11 (0,0503x10*+1,7 (RSD (%)) pug mL")é
considerado um owtlier pois a sua concentra¢ao é muito superior ao valor médio 0,0291Xx10
‘42,6 (RSD (%)) ug mL") no grupo controlo. Ao analisarmos a figura 25 verifica-se que
existe diferencas entre os grupos estudados. Relativamente a gama de concentragoes
obtidas para o 8-OHdG/Creat no grupo controlo varia entre 3,6X10*1£6,3 (RSD (%)) ug
mL" e 21,3%x10%4+3,3 (RSD (%)) pg mL"' enquanto para o grupo CVD 2,6x10*£7,5 (RSD
(%)) ng mL " e 41,6x10%+5,4 (RSD (%)) pg mL". Os individuos C8, C9 e C11 apresentam
valores acima dos restantes. Existem diversos fatores que podem influenciar estes
resultados, como por exemplo o tabagismo e o estilo de vida. Em relacdo ao grupo CVDs
o paciente CVD8 apresentou concentracao menor do LOQ. Segundo Wu et @/ [31] o dano
oxidativo do DNA e a sua reparagao aumenta significativamente ao longo da formacao da
placa aterosclerdtica. Andreassi e a/ [138] observou um aumento significativo dos
biomarcadores do dano oxidativo de DNA em pacientes com a doenga coronaria, bem
como em pacientes com fatores de risco como a diabetes metillus, hipercolosteremia. Além
disso também observaram um aumento do dano oxidativo do DNA, comparativamente a
individuos saudaveis. Sendo assim a avaliacdio dos adutos DNA urinarios determinados
neste estudo sugere a sua potencial aplicabilidade para avaliagio do dano oxidativo no
DNA.

Visto que nao foi encontrado nenhum trabalho comparativo dos biomarcadores de
stress oxidativo entre grupo de individuos saudaveis e de risco cardiovascular, comparou-se
as concentracbes médias do grupo controlo com os resultados obtidos noutros trabalhos

(tabela 11).

Tabela 11- Comparagio das concentragbes dos biomarcadores do stress oxidativo no grupo controlo do
presente trabalho com as obtidas outros trabalhos desenvolvidos.

Conc. Média CONT

Biomarcadores Método analitico
(nmol/mmol)
Trabalho presente UHPLC-PDA 2,18
5-HMU/Cr
Chen et. al [104] GC-NICI/MS 8,9
Trabalho presente UHPLC-PDA 2,1x10°
UAc/Cr
Jen et. al [72] HPLC-PDA 3,3x10°
Trabalho presente UHPLC-PDA 2,2x10°
MDA/Cr
Agarwal ez. al [139] HPLC-FLR 21,94
Trabalho presente UHPLC-PDA 171,42 — 589,20
8-OHdG/Cr*
Harti ez, a/ [106] HPLC-MS/MS 0,19 — 5,69

a) De modo a podermos comparar estes trabalhos em vez de utilizarmos a concentragido média
utilizou-se a gama de concentragdes.
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As concentracoes médias de 5-HMU/Cr determinadas por Chen ¢z a/ [104] sdo
cerca de quatro vezes superior as determinadas neste trabalho. Contudo trata-se de uma
aproximac¢ao ou abordagem grosseira dado que tanto o grupo estudado, como as técnicas
extrativas e de analise sio muito diferenciados. Em relagdo a concentracio média de
UAc/Cr obtida neste trabalho, nio difere muito da obtida por Jen et al [72],
contrariamente a concentra¢io do MDA/Cr muito supetior aos determinados pot
Agarwal et. al [139] apesar deste recorrer ao processo de derivatizagdo, o que muitas vezes
induz a erro na quantificacio do MDA, devido aos restantes aldeidos produzidos na
peroxidacio lipidica. Por fim para o 8-OHdG/Cr, verifica-se que a gama de concentracoes
obtida por Harti ez. a/ [100] sdo cerca de cem vezes inferiores as obtidas neste trabalho. O
grupo de individuos estudado e a metodologia analitica poderdo estar na base desta

discrepancia.

3.6. Analise estatistica

3.6.1. Teste de Kolmogorov-Smirnov Z

Para que possamos realizar uma analise de variancia simples (One Way ANOVA) é
necessario que os parametros utilizados apresentam uma distribui¢ao normal. De modo a
verificar se os biomarcadores do stress oxidativo apresentavam uma distribui¢do normal,
recorreu-se ao teste nao paramétrico de Kolmogorov-Smirnov Z, que ¢é utilizado para
verificar se uma dada amostra podera ser considerada como sendo proveniente de uma
determinada distribuicdo. As amostras sao normalizadas e comparadas com uma
distribui¢ao normal. Os dados obtidos encontram-se no anexo III, onde podemos ver que
todos os biomarcadores apresentam uma distribuicdo normal, podendo assim realizar

analise de variancia simples.

3.6.2. Teste One way ANOVA
O teste One Way ANOVA tem como objetivo comparar medidas de localizagao
para mais do que dois grupos de observacao. Neste trabalho, o teste foi aplicado com

intuito de avaliar se existem diferencas significativas entre os grupos de cont e grupo CVD.
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Tabela 12- Resultados da ANOVA para os biomarcadores alvo do stress oxidativo nas amostras de urina dos
grupos controlo e CVD.

Biomarcadores Soma dos 4 Media dos - Sig<
quadrados quadrados
Entre os grupos 0,000 1 0,00 4,688 0,034
5-HMU  Dentro dos grupos 0,000 67 0,00
Total 0,000 68
Entre os grupos 0,046 1 0,046 7,578 0,068
UAc  Dentro dos grupos 0,405 67 0,006
Total 0,451 68
Entre os grupos 0,004 1 0,004 2,982 0,089
MDA  Dentro dos grupos 0,089 67 0,001
Total 0,093 68
Entre os grupos 0,000 1 0,000 99,399 0,000
8-OHdG Dentro dos grupos 0,000 67 0,000
Total 0,000 68

Y Graus de liberdade
bTeste de Fisher
9Valor de significincia

Este teste possui como hipétese nula, a igualdade de médias entre os grupos em
estudo, para cada biomarcador. Se p-value for inferior ou igual a 0,05, a hipétese referida é
rejeitada, estando em condi¢bes de afirmar que existe pelo menos um grupo que difere
significativamente dos restantes. Caso os valores de p seja superior a 0,05, a hip6étese nula é
verdadeira pelo que ndo existem diferengas significativas entre os grupos. Na tabela 12
encontram-se representados os resultados obtidos da analise de variancia simples, onde se
pode observar os que biomarcadores do stress oxidativo com exce¢do do MDA e UAc,

todos os outros, apresentam diferencas estatisticamente significativas entre os 2 grupos

analisados.

3.6.3. Analise Multivariavel Aplicada as concentragdes obtidas

A analise por PCA ¢ indicada para conjuntos de medidas correlacionadas linearmente, o
que permite reduzi-las a poucas variaveis sumarias, denominadas componentes principais.

Apesar de estudarmos quatro biomarcadores, a analise dos componentes principais, foi
somente aplicada aos biomarcadores do dano oxidativo (5-HMU e ao 8-OHdG), pois

somente para estes dois obteve-se boa separacdo. Os resultados obtidos pelo demonstram

que estes dois biomarcadores apresentam diferencas significativas entre os grupos.
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A analise de componentes principais aplicadas as 2 variaveis e aos 20 casos (matrix
2%20) permitiu extrair dois componentes principais que explicam 83,07 % da variancia

total do conjunto inicial de resultados (Tabela 13).

Tabela 13- Percentagem cumulativa da varidncia total explicada pelas duas componentes principais, para os
grupos controlo e CVD com as 2 variaveis e 20 casos.

Componentes iAo .
Principais Total  Varidncia (%) Percentagem Cumulativa
1 1,0 48,66 48,66
2 1,0 34,41 83,07

A analise por PCA permitiu uma boa separacio dos grupos em estudo. Como podemos
observar na figura 26, a presenca de dois agrupamentos separados das amostras do grupo controlo
e CVD separados ao longo do primeiro componente principal. De notar que no agrupamento
referente ao grupo CVD, verificamos uma maior dispersio ao longo do segundo componente
principal.

Na Figura 27 encontram-se dispostos graficamente os resultados obtidos das duas
coordenadas principais (PC1 e PC2) para cada um dos biomarcadores. A separacio ao longo do
primeiro componente principal foi realizada através do 5-HMU e a do segundo componente

principal ¢é da responsabilidade do 8-OHdG.
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Figura 27- Analise por componentes principais (PCA) aplicadas aos dois grupos em estudo
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Figura 28- Representagio grafica dos loadings dos dois primeiros componentes (PC1 e PC2)
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4. Conclusao

Este projeto teve como objetivo quantificar simultaneamente os biomarcadores do stress
oxidativo em amostras de urina e plasma de individuos normais (grupo controlo) e pacientes de
CVD recorrendo a extracdo por MEPS e quantificacdo por UHPLC-PDA.

Ao longo deste trabalho deparamos com diversas dificuldades, nomeadamente com a
quantificacdo dos biomarcadores nas amostras de plasma.

Para a quantificagdo dos biomarcadores nas amostras de urina recorreu-se a uma nova
metodologia analitica, ultra-rapida, sensivel e reprodutivel a eVol®MEPS/UHPLC-PDA, utilizando
uma coluna analitica de 100 mm (ACQUITY HSS T3) com 1,8 um do tamanho de particula. O
procedimento de extragdo ¢é simples, eficiente e pouco moroso, ¢ além disso pode ser usado para
pequenos volumes de amostra (50 pL). Depois de uma selecio cuidadosa do sistema eluente, foi
demonstrado que a separacdo cromatografica dos biomarcadores poderia ser conseguida em menos
de 3,5 min com uma resolucio elevada. A combinac¢io do curto tempo de corrida com um fluxo da
ordem dos pl, permitiu reduzir drasticamente o consumo de solvente comparativamente ao HPLC
convencional. O adsorvente empacotado pode também ser utilizada varias vezes (100 ou mais),
dependendo da natureza da mattiz.

A otimizacdo da técnica extrativa eVol®MEPS na anilise dos biomarcadores do s#ress
oxidativo na urina foram avaliados varios parametros com influencia na eficiéncia de extra¢do como
o tipo de adsorvente, pH, volume de amostra, condi¢cSes de lavagem e eluicao. Os melhores
resultados foram conseguidos por utilizagdo de um “loading” de amostra em cinco vezes usando 50
pL. de urina com pH ajustado a 6 no adsorvente C8. Para a elui¢do dos biomatrcadores a melhor
performance que foi obtida por elui¢io inicial de 50 pl. de 0,01% de acido férmico seguida de uma
eluicio de 30 pl. de uma solucio de 20% de metanol acidificada com 0,01% acido férmico,
repetindo o processo de elui¢io trés vezes.

Apbs a otimizagdo procedeu-se a valida¢io da metodologia analitica. Obteve-se uma boa
linearidade, pois os coeficientes de correlacio obtidos foram supetiores a 0,9906. Os limites de
detecio e quantificagio encontrados apresentam valores baixos variando entre 0,00005 - 0,72 ug
mL1 e entre 0,00023 — 2,31 ug mL! respetivamente. Obteve-se bons resultados para a percentagem
de recuperacio (91,06 — 123,02 %), precisdo intra-dia (0,95 — 8,34 %), precisio inter-dia (4,58 -6,33
%) e para o efeito matriz (60,11% — 110,29 %). Estes resultados sdo aceitaveis, evidenciando que a
metodologia empregue pode ser potencialmente util para quantificar os biomarcadores e servir
como alternativa promissora as metodologias existentes para a determinagio destes.

Além disso, o método pode ser aplicado para a analise dos biomarcadores noutras matrizes
como o plasma.

A metodologia desenvolvida foi aplicada a cerca de 20 amostras de urina, sendo 10 do
grupo controlo e 10 do grupo CVDs de modo a avaliar as diferencas estatisticamente significativas

entre os dois grupos de biomarcadores alvo. Relativamente a quantificagdo dos biomarcadores do
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stress oxidativo, os resultados apresentados encontravam-se normalizados com a creat. Ao
compararmos os resultados obtidos entre os grupos, verificou-se que para o UAc e o MDA nio
apresentava diferencas significativas, no entanto em relagdo aos restantes biomarcadores (5-HMU e
8-OHdG), verifica-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. A
concentracio de 5-HMU/Creat é significativamente superior no grupo CVDs em relacio ao grupo
controlo, o mesmo se vetifica em relacio a concentracio de 8-OHdG/Creat. Este aumento esta de
acordo com o que ja se encontra descrito na literatura. As diferencas estatisticamente significativas
foram avaliadas através do teste One-Way ANOVA, onde obtiveram-se valores de p>0.05.

Por fim efetuou-se a analise multivariavel as amostras de urina por PCA, que permitiu uma
boa separa¢io entre os agrupamentos das duas variaveis.

Com este trabalho podemos concluir que hd uma tendéncia em relagio ao aumento da
concentracio dos biomarcadores do szress oxidativo no grupo CVD quando comparado ao grupo
controlo, mas para que possamos comprovar esta tendéncia é necessirio analisarmos um maior

nimero de amostras, assim como obtermos mais informagdes sobre os pacientes.
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6. Anexos

Anexo I- Composi¢ao da SU

Tabela 14- Constituintes da urina sintética

Composicio gL! mg/100mL
CaCl».2H,O 0.65 65
MgCl.6Hz0 0.65 65
NaCl 4.6 460
NaxSO4 2.3 230
Na3C()HBO7.2H20 0.65 65
Na2C204 0.02 2
KH>PO4 4.2 420
KCI 1.6 160
NH,4CI 1 100
NH>CONH: 25 2500
YNB: 5% (v/v)pb -
Glucose 2% (m/v)e 4000

a yeast nitrogened base
b yvolume/volume
¢ massa/volume

Anexo II- Curvas de calibragiao para os diferentes biomarcadores

Creat
- 3:00E~+00
& 4,00E+00
T:; 3,00E+00
2 2,00E+00 y = 0,0124x + 0,1324
& 1,00E+00 R*=0,9913
g 0,00E+00 . . . .
< 0 100 200 300 400

Concentragio (ug mL-1)

Figura 29- Curva de calibragio referente a creatinina
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1,20E+01
9,00E+00
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5-HMU

y = 1277,5x + 0,8318
R> = 0,9906

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Concentragio (ug mL™Y)

Figura 30-Curva de calibragio referente ao 5-HMU
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[

0,00E+00

UAc

y = 0,0302x - 0,1681
2 =0,9951
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Figura 31-Curva de calibragio referente ao UAc

7,50E-01
6,00E-01
4,50E-01
3,00E-01
1,50E-01

Area média relativa

0,00E+00

MDA

y = 0,0096x + 0,0213
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Figura 32- Curva de calibragio referente ao MDA
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>
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R? = 10,9946

y = 0,0724x + 0,0052
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Figura 33-Curva de calibragio referente ao 8-OHdG

Anexo III- Teste estatistico One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Tabela 15-Resultados referente ao teste estatistico One Sample Kolmogorov —Smirnov

5HMU UAc MDA 8-OHdG
N 69 69 69 69

Média 0,000004 0,31 0,11 0,001

Parametros Normaissb Desxi1o 0,000002 0,08 0,04 0,001
padrio

Diferencas mais Abs'o'luto 0,17 0,07 0,19 0,15

extremas Positivo 0,17 0,06 0,19 0,15

Negativo -0,12 -0,07 -0,11 -0,11

Kolmogorov-Smirnov Z 1,38 0,59 1,56 1,27

Asymp. Sig. (2-tailed) 0,04 0,88 0,01 0,08

a Testes com distribuicao normal
b construido apartir dos dados
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