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RESUMO

Os organismos aerobicos, devido aos processos metabdlicos, apresentam a
formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs), podendo
acarretar em estresse oxidativo, sendo este um dos principais responsaveis pelos
processos de envelhecimento, mutagcdo e morte celular, e por doengas como
diabetes, mal de Parkinson, aterosclerose e cancer. O estresse oxidativo gera
produtos de oxidagao lipidica, sendo o malondialdeido (MDA), produto secundario
dessa oxidacdo, o mais estudado na avaliagdo da peroxidacdo. A quantidade de
MDA é mensurada através da obtengdo de um cromoégeno de alta absortividade
molar quando complexado com o acido tiobarbiturico (TBA), sendo esta técnica
conhecida como TBARS. Dentre as técnicas de analise utilizadas para MDA a que
apresenta maior especificidade e sensibilidade € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Entretanto, a escolha do protocolo extrativo também deve
proporcionar seletividade ao analito, o que justifica os estudos realizados em busca
de melhorias, e a comparacéao de eficiéncia entre dois protocolos. A possibilidade de
determinacdo quantitativa das variagbes metabodlicas relacionadas as doengas
através de biomarcadores faz-se necessaria, tanto para o aprimoramento das
técnicas analiticas, quanto para obtencdo de faixa de valores que diferencie
individuos sadios (controle) de doentes, a fim de verificar o envolvimento do MDA na
fisiopatologia, permitindo o entendimento da progressdo das doencas. Neste
trabalho 3 modelos experimentais foram utilizados para a avaliacdo do MDA como
biomarcador de estresse oxidativo a fim de determinar: a eficiéncia do tratamento
utilizando fitofarmaco em animais com leishmaniose; a relagao entre a peroxidacao
lipidica e a ingestdo de inulina como droga alternativa para controle e prevengao do
cancer de colon; e a correlagao entre a alteragao dos niveis de MDA e a leucemia
linfoblastica aguda (LLA). A utilizagdo da analise estatistica multivariada
proporcionou a distingdo ndo s6 dos grupos existentes em cada modelo isolado,
como também entre os trés modelos experimentais, leishmaniose, inulina e
leucemia. Isto indica que os niveis de MDA dependem diretamente do tipo de
doenga ou dano biolégico investigado, e ao modelo utilizado, humano ou animal.

Palavras-chave: Peroxidacao lipidica. Malondialdeido. Plasma. HPLC. 7



ALMEIDA, Mariana Bortholazzi. Use of malondialdehyde biomarker at analysis of
oxidative stress in divers experimental models. 2014. 71 fls. Dissertation (Master
in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Aerobic organisms, due to its metabolic processes, present formation of reactive
oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS). These can result in oxidative stress,
which is the major contributor to the aging process, mutation and cell death, and
even to diseases such as diabetes, Parkinson's disease, atherosclerosis and cancer.
Oxidative stress generates products of lipid oxidation, being the malondialdehyde
(MDA) a secondary product of this oxidation, one of the most studied in the
evaluation of peroxidation. The amount of MDA is measured by obtaining a
chromogenic product, with high molar absorptivity that complexes with thiobarbituric
acid (TBA), technique nominated as TBARS. Among the analytical techniques used
for MDA determination, high performance liquid chromatography (HPLC) has the
highest specificity and sensitivity. However, the choice of the extraction protocol must
also provide selectivity to the analyte, which justifies the studies in search of
improvements, by comparison the efficiency of two distinct protocols. The possibility
of quantitatively determining metabolic changes, related to illness through
biomarkers, is necessary to the improvement of analytical techniques, and for
obtaining a range of values that distinguish healthy individuals (control) from patients
with some disease, in order to verify the involvement of MDA in the pathophysiology,
allowing the understanding of the progression of the disease. In this study three
experimental models were used to evaluate the MDA as a biomarker of oxidative
stress in order to determine: the efficiency of the treatment using phytochemical
leishmaniasis in animals; the relationship between lipid peroxidation and ingestion of
inulin, using as alternative drug control for prevention of colon cancer; and correlation
between changes in MDA levels in patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL).
The use of multivariate statistical analysis provided the distinction not only of existing
isolated groups in each model, as well as between the three experimental models:
leishmaniasis, inulin and leukemia. This indicates that MDA levels directly depend on
the type of disease or biological damage investigated, and on animal or human
model adopted.

Keywords: Lipid peroxidation. Malondialdehyde. Plasma. HPLC.
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Capitulo 1

ASPECTOS GERAIS
1.1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Compostos oxidantes sédo produzidos pelo metabolismo normal do
organismo e, se ndo controlados, podem provocar maior incidéncia de doencas
cronicas e degenerativas. Os organismos aerdbicos podem apresentar um
desequilibrio entre o sistema antioxidante e as espécies reativas, ocasionando
assim o que chamamos de estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007). O
estresse oxidativo é uma condicdo bioldgica ocasionada quando ha um
desequilibrio entre a formacéo e a remocao de espécies reativas no organismo,
podendo induzir a peroxidacdo lipidica e a geracdo de certa variedade de
moléculas caracteristicamente eletrofilicas, como por exemplo, o
malondialdeido (MDA), que reage com o DNA e proteinas, resultando em
produtos toxicos e mutagénicos. Moléculas com essas caracteristicas podem
ser utilizadas como biomarcadores em analises de danos oxidativos no
organismo, com possivel acdo patoldgica (KARATAS, KARATEPE, BAYSAR,
2002; MARNETT, 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

Biomarcadores em sistemas biol6gicos podem indicar alteracBes no
organismo e sao possiveis de monitoramento experimental. O MDA é um dos
biomarcadores mais estudados, podendo ser considerado um marcador de
dano oxidativo geral. A sua molécula é pequena, de caracteristica polar e
altamente soluvel em agua, dificultando sua extracdo. A molécula de MDA né&o
contém grupos eletroforos, croméforos ou fluoréforos que permitiiam a
deteccdo sensivel para estudos biolégicos, além de ser relativamente instavel,
entretanto a sua derivatizagdo proporciona as condi¢cdes adequadas para sua
analise (MATEOS et al., 2005).

Uma técnica cuja determinacdo seja mais especifica e sensivel ao
biomarcador MDA proporciona maior credibilidade a identificacdo e
quantificacdo da peroxidacéo lipidica em amostras biologicas, podendo auxiliar
no entendimento da fisiopatologia e na progressdo de neoplasias e outras

doencas relacionadas ao estresse oxidativo.
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Ao utilizar um biomarcador de estresse oxidativo para determinar a
presenca de alguma doenca, se faz necesséario também a obtencdo de uma
faixa de valores dos niveis de MDA em pacientes saudaveis, visto que ha
poucos dados na literatura para serem comparados. Em estudo anterior Scheel
(2011) obteve boa relagéo entre pacientes com leucemia e a analise do teor de
MDA. Entretanto, deve-se considerar que a variagcdo nos niveis de MDA
depende de inumeros fatores, ndo sendo relacionada apenas a patologia
estudada, j4 que o MDA é visado como um biomarcador geral para danos
oxidativos (VASCONCELOS et al., 2007).

Diversos grupos de pesquisa na Universidade Estadual de Londrina
realizam estudos sobre estresse oxidativo em humanos e animais através da
analise de MDA. Assim, a realizacdo de estudos que comparem diferentes
metodologias extrativas, com o uso preferencial da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, para agregar maior seletividade a andlise e melhorias na
metodologia devem ser propostas a serem investigadas, a fim de garantir a
aplicabilidade e eficacia do método.

Para fins didaticos, esta dissertacdo foi dividida em Capitulos para
melhor compreenséo do leitor.

O Capitulo 1 traz de forma geral a contextualizacdo desta dissertacao
através de uma breve revisdo bibliografica, contendo também os objetivos
deste trabalho.

O Capitulo 2 apresenta a abordagem sobre os diversos métodos de
analise de MDA existentes e a diferenca de resultados que o0s protocolos
extrativos resultam, mostrando a necessidade de se escolher um método que
garanta uma boa diferenciacdo entre os individuos estudados.

O inicio da abordagem sobre a aplicabilidade do ensaio de estrese
oxidativo utilizando o MDA frente aos diversos tipos de patologia se da no
Capitulo 3. Neste capitulo sera discutida a viabilidade do uso do MDA para
estudos de peroxidagdo lipidica em modelo animal, acometidos por
leishmaniose e tratados através de um fitofarmaco.

O Capitulo 4 apresenta também um ensaio realizado em modelo animal
que visa investigar a acdo da inulina, nutracéutico anticarcinogénico, no
metabolismo dos animais através da alteracdo dos niveis de oxidacgéo lipidica

no organismo.
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O Capitulo 5 por sua vez traz o estudo dos niveis de MDA em modelo
humano. A doenca investigada foi a leucemia linfoblastica aguda (LLA), um tipo
de cancer que atinge principalmente criancas e adolescentes.

As conclusfes gerais sobre essa dissertacdo estdo contidas no Capitulo

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Estresse oxidativo

Desde o final do século XIX tem-se conhecimento dos efeitos tdxicos do
oxigénio sobre componentes celulares (LIMA e ABDALLA, 2001). Os
organismos aerébicos apresentam durante o seu metabolismo a formacao de
espécies reativas (ER) de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) e de radicais
livres (RL), que possuem funcdes benéficas quando produzidos em equilibrio,
como no caso da fagocitose de agentes patogénicos, no controle da presséo
sanguinea, no amadurecimento de frutos, entre outros. Entretanto, quando
produzidas de forma descontrolada, o sistema antioxidante do organismo tenta
restabelecer o equilibrio com as espécies reativas. O néo restabelecimento
acarreta dano celular, mais conhecido como estresse oxidativo (ANTUNES et
al., 2008; LIMA e ABDALLA, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

Estudos com animais confirmam que o estresse oxidativo € um dos
responsaveis pelos processos de envelhecimento, mutacées e morte celular,
bem como o aparecimento de varias doencas, dentre elas o diabetes, mal de
Parkinson, aterosclerose, além de diversos tipos de cancer (FENG et al., 2006;
GRIGNON e CHIANETTA, 2007; KARATAS, KARATEPE, KAYSAR, 2002;
VASCONCELOS et al., 2007).

A membrana presente nas células e organelas celulares € composta por
acidos graxos poli-insaturados, sendo estes os componentes mais atacados
pelas EROs através de um processo em cadeia (Figura 1.1) conhecido como
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidagdo (MONTEIRO, 2007). A peroxidacdo
lipidica ocasionada devido as ERs gera uma variedade de produtos com
caracteristicas eletrofilicas, incluindo os aldeidos, que podem reagir com o0

DNA e proteinas, resultando em produtos toxicos e mutagénicos (FENG et al.,
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2006; FERGUSON, 2010; LIMA e ABDALLA, 2001; MARNETT, 1999). O
processo oxidativo, pode resultar em modulagdo das vias metabolicas e pode
levar a destruicdo e a faléncia do metabolismo celular (LIMA e ABDALLA,
2001).

A peroxidacdo lipidica pode ocorrer de duas formas nos sistemas
biolégicos: via enzimatica, envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases; e
nao enzimatica, que envolve a participacdo de EROs e ERNs, metais de
transicdo e radicais livres. Em membranas fosfolipidicas, a reducdo dos
radicais peroxil a hidroperoxido lipidico (LH), é realizada a partir da
incorporacdo de um oxigénio molecular a um &acido graxo poliinsaturado ou
vitamina E, sob 0 mecanismo de propagacédo radicalar (Figura 1.1) afetando
desta forma as inumeras moléculas (LIMA e ABDALLA, 2001; MARNETT,
1999).

Figura 1.1 Esquema reacional da peroxidacao lipidica

Re RH

» Iniciacdo
N .

0,
i L, LOOe
LOOe ~ Propagacao
H S Lo+ LOOH |
H

&. .

LOQe ———> LOOH

2 LOO» ™ >[LO0-00L] | Terminagao

Produtos nao
radicalar

[LOO-00L] —>

LH: hidroperéxido lipidico; Re: radical livre; Le: radical lipidico; LOOe-: radical peroxila; LOOH: hidroperoxido
orgéanico

O estresse oxidativo induzido pela peroxidagao lipidica da membrana
tende a ser prejudicial, pois leva a alteracdes nas propriedades biologicas da
membrana, tais como o grau de fluidez, além de levar a inativacdo dos

by

receptores ligados & membrana ou enzimas, que por sua vez pode
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comprometer a funcdo celular normal e aumentar a permeabilidade do tecido.
Além disso, a peroxidacao lipidica pode contribuir para amplificar o dano celular
resultando na geracdo novos produtos de oxidacdo, que podem ser
guimicamente reativos (DALLE-DONNE et al., 2006).

A avaliacdo do estresse oxidativo depende da capacidade de afericdo
das espécies reativas, podendo ser medidas diretamente na célula pela
quantidade de radicais livres, ou indiretamente através do dano causado nos
tecidos podendo resultar em alteracbes detectaveis pela analise de fluidos
biolégicos. Outra possibilidade é pela medida da capacidade antioxidante
(BARBOSA et al., 2008). A medida direta das ERs ¢ dificultada devido a baixa
concentracdo em sistemas biolégicos, na ordem de 10 mol L?, e também
pela elevada velocidade de reacdo e consequente instabilidade (BARBOSA et
al., 2008; MONTEIRO, 2007).

O estudo do estresse oxidativo esta geralmente associado ao uso de
marcadores, ou biomarcadores, que podem relacionar com mais seguranca o
processo metabdlico com o dano ou doenca de interesse, sendo as
substancias mais estudadas pelos métodos indiretos os hidroperéxidos, dienos
conjugados, aldeidos e os isoprostanos (DALLE-DONNE et al., 2006;
MONTEIRO, 2007).

1.2.2 Biomarcadores

Marcadores, de modo geral, sdo substancias que podem ser
monitoradas experimentalmente para diversos tipos de eventos ou propdsitos,
seja em amostras biolégicas ou ambientais. Os indicadores biologicos
(biomarcadores), especificamente, apontam ndo somente respostas de agentes
farmacoldgicos, mas também a ocorréncia de uma determinada fung&o normal
em um organismo sadio ou anormal em individuo doente.

A escolha do biomarcador a ser estudado deve levar em consideracgéo: a
especificidade para o efeito de interesse refletido desde o inicio do processo,
podendo ser relacionado também a gravidade do processo; ser passivel de
determinacao através de analises de baixo custo e alta sensibilidade a partir de

um fluido biolégico, desde que este apresente relacdo com o dano patoldgico
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investigado, apresentar produtos de oxidacao estaveis e que se acumulem em
concentragfes detectaveis (DALLE-DONNE et al., 2006; VASCONCELOS et
al., 2007). Atualmente sdo conhecidos diversos biomarcadores, que podem ser
classificados como de exposicdo ou de susceptibilidade, e ambas as classes
podem ser utilizadas para estudos de doencas especificas, como mostra a
Tabela 1.

Tabela 1.1 - Biomarcadores de estresse oxidativo associados a doencas

Doencas Biomarcadores de dano

Cancer MDA, razao GSH/GSSG,
NO,-Tyr, 8-OH-dG

Doenga cardiovascular HNE, razio GSH/GSSG, acroleina,
NO,-Tyr, F -isoprostano

Artrite reumatéide razao GSH/GSSG, F -isoprostano

Doenca de Alzheimer MDA, HNE, razio GSH/GSSG,
acroleina, NO,-Tyr, F -isoprostano,
AGE ' )

Doenca de Parkinson HNE, razio GSH/GSSG. proteinas
carboniladas, nivel de ferro

Isquemia reperfusio razdo GSH/GSSG, F,-isoprostano

Aterosclerose MDA, HNE, acroleina, NO,-Tyr,
F_-isoprostano, NO -Tyr .

Diabetes mellitus MDA, razio GSH/GSSG. proteinas

S-glutationadas, NO_,_—T},’r,
F,-isoprostano, AGE.

MDA: malondialdeido; HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; AGE: produtos finais da glicosilagdo avancada; 8-OH-
dG: 8-hidroxi-20-deoxiguanosina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; NO2-Tyr: 3-nitro-
tirosina.

Fonte: VASCONCELOS et al., 2007

Estudos direcionados ao estresse oxidativo vem apresentando
relevancia significativa, visto que este pode ser relacionado ndo s6 aos
processos biolégicos normais, mas também a doengas cronicas e
degenerativas. Quando realizados através do uso de biomarcadores, como
ferramentas de elucidacdo do mecanismo e processo bioldgico, os estudos em
questdo possibilitam o planejamento de acOes eficazes no controle da
progressao da doenca pela prevencao de danos ao organismo (BARBOSA et
al., 2008; VASCONCELOS et al., 2007).

Se por um lado as ERs apresentam baixas concentragdes, pela alta

reatividade devido ao baixo tempo de meia vida, dificultando sua quantificacdo
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(BARBOSA et al., 2008; MONTEIRO, 2007); por outro lado, os radicais livres
apos reacdes bioldgicas tornam-se estaveis, pelo fato de serem produtos de
oxidacdo secundaria, o que possibilita, inclusive, a utilizacdo de técnicas de
ressonancia magnética de spin eletronico (BARBOSA et al., 2008). Entretanto,
o alto valor agregado da analise por ressonancia magnética a torna inviavel.
Portanto, métodos empregando técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC) acoplada ao UV ou fluorescéncia vém sendo
estudadas e aprimoradas, a fim de melhorar a sensibilidade e seletividade da
analise (MAO et al., 2006).

Os métodos utilizados na avaliagdo da peroxidacao lipidica por meio de
biomarcadores devem: considerar a especificidade e a seletividade na
identificacdo e quantificacdo das substancias geradas durante o processo de
peroxidacdo; apresentar um baixo coeficiente de variagdo dentre as diferentes
andlises da mesma amostra; utilizar técnicas robustas e confiaveis com
sensibilidade para mensurar niveis basais; e ser passivel de determinacéo
através de analises faceis, ndo dispendiosas e nao invasivas (LIMA e
ABDALLA, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

1.2.3 Malondialdeido — MDA

Os aldeidos se destacam como os principais produtos do metabolismo
secundario da oxidacéo lipidica (BARBOSA et al., 2008). Dentre eles 0 mais
estudado é o MDA (Figura 1.2). O MDA ¢é um dialdeido, volatil de baixa massa
molar (CsH.0,, M.M. = 72,07 g mol™), possui uma cadeia curta 1,3-dicarbonil, e
€ um acido moderadamente fraco (pKa = 4,46) (JANERO, 1990; BENZIE,
1996), produto da decomposicdo peroxidativa de lipidios insaturados como um
subproduto do metabolismo do araquidonato (DALLE-DONNE et al., 2006).

O uso do MDA como biomarcador € descrito em diversos modelos
experimentais, humanos, animais e até mesmo vegetais. Este biomarcador
apresenta efeitos mutagénicos e citotoxicos no organismo, e por ser um
produto de danos provocados por radicais livres, a sua quantificacdo se torna
interessante, do ponto de vista da avaliacao da lipoperoxidacdo (BARBOSA et
al., 2008).
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Figura 1.2. Estrutura molecular do 1,3-dicarbonil, malondialdeido (MDA).

OWO

O método mais aplicado padronizado para se quantificar o MDA é o
colorimétrico, empregando o TBARS, ja que a substancia reativa ao se
complexar com o acido tiobarbitirico (TBA) gera um cromodgeno de elevada
absortividade molar no espectro visivel. Apesar da simplicidade de execucéo
do TBARS é um método inespecifico para o aldeido de interesse, j& que o TBA
pode reagir ainda com varios outros compostos, como carboidratos,
aminodcidos, proteinas e bilirrubina (BARBOSA et al., 2008; GROTTO et al.,
2007; MATEOS et al., 2005; STEGHENS et al., 2001; TUKOZKAN, N.; YAGI,
1976). A desvantagem de se realizar a derivatizagdo utilizando o TBA é que a
reacdo, além de demorada, exige um meio altamente acido e temperatura
elevada, 0 que pode acarretar na oxidacdo dos compostos da matriz analisada,
mesmo na presenca de agentes antioxidantes como o butil-hidroxi-tolueno
(BHT) (MATEOS et al., 2005). Outro agente nucleofilico menos utilizado para
analise de MDA é o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (ANTUNES et al, 2008).

Um método especifico e sensivel de deteccao do MDA utiliza separacao
cromatografica com coluna de fase reversa e deteccéo por fluorescéncia ou no
UV-Vis. Este apresenta-se mais seletivo, sendo capaz de separar e quantificar
0 aduto 2TBA-MDA isoladamente (MATEOS et al., 2005).
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1.3 OBJETIVOS GERAIS

Selecionar o protocolo experimental mais eficiente para determinagéo do
MDA, considerando processo extrativo, sensibilidade, especificidade e
confiabilidade dos dados gerados, verificando a viabilidade de utilizacdo como
biomarcador para estudos de dano oxidativo, em modelos experimentais

animal e humano.
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Capitulo 2

ANALISE DE BIOMARCADOR DE ESTRESSE OXIDATIVO EM AMOSTRAS
PLASMATICAS

2.1 INTRODUCAO

Diversos estudos apontam as EROs, as ERNs e os radicais livres, como
indutores de danos ao organismo através da lipoperoxidacdo. Estes danos
podem estar envolvidos na fisiopatologia de doencas, dentre elas o diabetes, a
aterosclerose, diversos tipos de cancer e até mesmo a doenca de Parkinson
(KARATAS, KARATEPE, BAYSAR, 2002.)

Como a determinacéo direta dos radicais livres in vivo ndo € possivel
devido a sua instabilidade se faz necesséario a utilizacdo de métodos para
determinar os produtos das reac¢des secundarias com as proteinas, lipidios e
DNA modificados (BARBOSA et al., 2008).

O malondialdeido (MDA) é um dos produtos da peroxidacao lipidica mais
empregado como biomarcador do dano celular em amostras plasmaticas, e
muitos métodos sdo descritos na literatura para a sua determinacdo. A maioria
desses métodos utiliza o acido tiobarbitarico (TBA) como agente cromogénico,
onde o aduto 2TBA-MDA formado é analisado por espectrofotometria. Porém a
especificidade da analise é garantida apenas quando ha separacdo por HPLC
(MATEOS et al., 2005).

De modo geral, nos protocolos descritos na literatura, para analisar o
MDA plasmatico é necesséria a realizagcdo de hidrolise é&cida, a fim de
precipitar as proteinas e romper a ligacdo existente entre elas e amino
compostos com a molécula de MDA, deixando o aldeido livre para reagir com o
TBA e formar o aduto MDA-TBA que sera posteriormente detectado
(KARATEPE, 2004).

A meta final de toda extracdo deve ser a obtencao de uma sub-fracdo da
amostra original enriquecida com as substancias de interesse analitico. Na
literatura, ha métodos que divergem quanto ao uso de solvente organico ou

aguoso na ultima etapa de extracdo do MDA, considerando que a escolha deve
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levar em conta as caracteristicas do analito para assegurar uma boa
recuperacéo (QUEIROZ, COLLINS e JARDIM, 2001).

Valores de referéncia sédo relatados usualmente na literatura para
analises em diversos ramos. Entretanto, os niveis de MDA médios de humanos
saudaveis descritos na literatura, apresentam grande variabilidade quando
aplicados diferentes derivatizantes e solventes extratores, portanto,
diretamente relacionados as condi¢cdes experimentais do protocolo empregado
(ANTUNES et al., 2008), conforme mostra a Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Valores médios de MDA em humanos saudaveis de acordo com
diversos protocolos experimentais

N.IDA. Cje referéncig para I . Meétodo de Andlise -
Autor individuos saudaveis Derivatizante Solvente de extragao D
etector
(M)

Bastos et al. (2012) 0,0415 10,0082 TBA n-butanol HPLC - PDA
Londero e Greco (1996) 085£0,25 TBA MeOH HPLC - Fluorescéncia
Mao et al. (2006) 0,426 £ 0,029 FMQC-hidrazina ACN HPLC - Fluorescéncia

Pilz, Meineke e Gleiter (2000) 2,16+029 DNPH hexano HPLC - PDA

Sim et al. (2003) 138+1,32 DNPH hexano HPLC - UV-vis

Steghens et al. (2001) 0,138+0,028 DAN formaldeido e acetaldeido HPLC - PDA

ACN: acetonitrila; DAN: diaminonaftaleno; DNPH: 2,4 dinitrofenilhidrazina; FMOC-hidrazina: 9-
fluorenilmetoxi-carbonilhidrazina; MeOH: metanol; PDA: detector de arranjo de diodos; TBA: &acido
tiobarbitarico; UV-Vis: ultra-violeta-visivel.

As variacfes entre os valores médios de MDA para individuos saudaveis
mostram, portanto, a necessidade de se estabelecer intervalos seguros e
individualizados para cada método extrativo. A escolha do protocolo a ser
empregado deve garantir que haja uma boa diferenciagdo entre os individuos
estudados, possibilitando a distincdo dos grupos sadios dos que apresentam

algum tipo de doenca.

2.2 OBJETIVOS

Esta etapa do estudo teve como objetivo avaliar a possibilidade de
reducdo da concentracdo do tampao fosfato, utilizado como fase mével na
determinacdo do MDA. Pretende-se desta forma, reduzir a quantidade de
reagentes quimicos e do descarte de efluentes, assim como preservar o
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sistema cromatografico sem, contudo comprometer a resolucdo e eficiéncia
analitica. Pretendeu-se ainda, testar o desempenho de dois protocolos de
extracdo descritos na literatura, buscando omais adequado quanto a
sensibilidade e a capacidade de diferenciacdo entre pacientes, considerando a
aplicacdo do MDA como biomarcador do estresse oxidativo, em estudos

futuros.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Método cromatografico

A analise utilizou um cromatografo liquido Alliance e-2695 (Waters,
Milford, MA, EUA), composto por bomba com gerenciador de solventes
quaternario com desgaseificador, injetor automatico acoplado a detector de
arranjo de fotodiodos UV-Vis/PAD 2998 com varredura ajustada de 400 a 600
nm, selecionando um comprimento de onda fixo em 532 nm. A fase movel foi
metanol: tampéao fosfato (pH 7,0) na propor¢édo de 35:65 (v/v) a uma vazao de
0,7 mL min?, com volume de injecdo de 20,0 pL. Utilizou-se pré-coluna e
coluna Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm d.i., 5 ym, Agilent Technologies, EUA)
a 30°C, com tempo de corrida de 10 min. Os dados foram adquiridos pelo
software Empower 2.0.

Preliminarmente, foi efetuada a escolha da concentracdo do tampéo
fosfato no método cromatografico, sendo as concentracdes testadas iguais a
2,5; 5,0; 10,0 e 30,0 mmol L™

2.3.2 Amostras de plasma

As amostras de sangue humano de 18 pacientes foram coletadas em
tubos contendo EDTA e cedidas pelo setor de Hematologia do Hospital
Universitario (H.U.) da Universidade Estadual de Londrina. O plasma foi
separado por centrifugacdo (3000 rpm, 10 minutos) e armazenado em
congelador a -12°C até sua utilizagao.
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2.3.3 Métodos de extracao

A extracdo do MDA plasmatico foi realizada a partir de adaptacoes,
referentes as aliguotas tomadas e as concentracdes dos reagentes utilizados,
de duas diferentes metodologias, descritas por Bastos et al. (2012) e Grotto et
al. (2008). Os protocolos adaptados estao expostos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Protocolo experimental para extracdo de MDA em plasma

Etapa MEG' MEB?
Em eppendorf de 2,0 mL Em eppendorf de 2,0 mL
| adicionar 100 yL de plasma + adicionar 250 pL de plasma +
33.3 L agua + 33.3 pL NaQH 36 uL BHT 0.2% (m/v)+ 6.25 UL
3M NaOH 10 M

Il Agitacdo em vortex seguida por 30 min de incubagéo a 60 °C.

Adicionar 166,7 pL HzPO4 6%
Il (viv) + 166,7 uL TBA 0,6%
(viv)

A% Incubar por 45 min a 90 °C.

Adicionar 1500 pL da solugéo
(TCA 7.2% + Kl 1%) (m/v)

Agitar em vortex e centrifugar a
3000 rpm por 10 minutos

1000 pL do sobrenadante

Adicionar 66.6 pL de SDS devem ser transferidos para um
\ 10% (m/v) + 300 PL de n- criotubo com tampa de rosca e
butanol a este sera adicionado 500 pL

de TBA 0,6 %

Homogeneizar a mistura e
VI centrifugar a 3000 rpm por 10 Incubar por 45 min a 90 °C.
minutos
Apos a incubacéo e
resfriamento a solucdo
resultante & transferida para um
vial e injetada no sistema HPLC

A fase orgénica, n-butanol, é
VI transferida para um vial
injetada no sistema HPLC

1- MEG: Método extrativo Grotto, adaptado de Grotto et al., 2008°.
2- MEB: Método extrativo Bastos, adaptado de Bastos et al., 2012,

2.3.4 Preparo da solucao padrdo de MDA

A solucéo padréo de MDA foi preparada a partir de 22,0 yL do 1,1,3,3-
tetrametoxypropano (Sigma Aldrich) diluidos em 10,0 mL solu¢do de &cido
sulfarico 1% (v/v). Esta solucéo, chamada de estoque foi mantida ao abrigo da
luz por 2 horas a temperatura ambiente. ApGs este periodo, 5 pL da solucéo

estoque foi diluida em 1495 pL de H,SO, 1% (v/v) e sua absorvancia foi
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medida em espectrofotdmetro UV-Vis (UVmini 1240, Shimadzu) a 245 nm. A
concentracdo da solucdo foi determinada através da Lei de Lambert-Beer,

considerando a absortividade molar de €,,5snm = 13700 mol Ltem™.

2.3.5 Validacéao analitica

Para a validacdo analitica foi preparado um pool do plasma de 6
individuos, para minimizar o efeito de matriz e a este foi adicionado o padréo.
Todas as etapas da validacado seguiram o mesmo protocolo de preparo que as
amostras.

A linearidade foi avaliada através da curva de calibracdo analitica na
faixa dinamica de trabalho de 0,05 a 2,00 pmol L™, por meio da analise de
regressao simples. A exatidao foi realizada através do ensaio de recuperacao
em dois niveis de concentracao, alto e baixo. A precisdo do método foi avaliada
pela repetitividade. A especificidade do método foi avaliada pela comparacao
de cromatogramas do padrdo e da amostra, a fim de avaliar a presenca de
interferentes.

A determinacdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo foi
estabelecida pela regressdo linear através das Equagbes 2.1 e 2.2
respectivamente, onde DP é o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y e IC é a

inclinacdo da curva analitica.

b =2x10 (2.1)
IC

LQ =22x3 (2.2)

A robustez foi determinada por ligeiras modificacdes na vazao da fase
mével (0,8 e 1,2 mL min™), na composicdo da fase mével (30% e 40% de
MeOH) e na temperatura da coluna (25 °C e 40 °C).

2.3.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a ANOVA, considerando-se a amostra

como causa de variagao, e teste de médias de Tukey (p< 0,05), modificado
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para numero desigual de repetices (Unequal N HSD), utilizando o programa
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007). Utilizando o mesmo programa foi realizada a

analise multivariada de componentes principais.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos cromatograficos descritos na literatura (BASTOS et al.,
2012; GROTTO et al., 2008) para a analise do MDA utilizam o tampéao fosfato
pH 7,0 como fase mével, na concentracdo de 50,0 mmol L™. Entretanto, sabe-
se que o uso de tampdo inorganico, implica em uma série de cuidados por
parte do analista, tanto com o sistema quanto com as colunas cromatograficas,
uma vez que pode haver precipitacdo desses sais no seu interior, devido a sua
nao eliminacdo, o que diminui significativamente o tempo de vida operacional
do sistema (MALDANER, COLLINS, JARDIM, 2010), problema agravado com o
aumento na concentragcdo do tampao utilizado. Sendo assim, a reducdo da
concentracdo do tampao no método se mostra adequada para garantir uma
maior vida util do sistema de HPLC e da coluna cromatogréfica.

Foram avaliadas, preliminarmente, quatro concentracées da fase movel
tampao fosfato pH 7,0: 2,5; 5,0; 10,0 e 30,0 mmol L. A sobreposicdo dos
cromatogramas obtidos (Figura 2.1) ilustra a variagdo no tempo de retencao do
analito de interesse, mas sem comprometimento na quantificacdo, visto que a
variacao da area dos picos foi de apenas 1,19%.

Apesar do MDA utilizando o tampdo 2,5 mmol L™ ter eluido antes,
implicando em uma corrida cromatografica mais rapida, e como a matriz
biologica € complexa e apresenta uma série de interferentes no inicio da

anélise, optou-se pela concentracéo de 10,0 mmol L™.
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Figura 2.1. Cromatogramas da analise de MDA feita em diferentes
concentracdes de tampéo fosfato pH 7,0 utilizado na fase movel

......

2,5 mmol L* (TR: 4,7 min); - 5,0 mmol L (TR: 4.9 min): -- 10,0 mmol L™ (TR: 5.9 min):

-- 30,0 mmol L™ (TR: 6,2 min)

Fase mével: MeOH: tampao fosfato pH 7,0 10,0 mmol L™ (35:65 v/v); Vazdo: 0,7 mL min™;
Volume de injecdo: 20,0 pL; Coluna: Eclipse XDB-C18, mantida a 30°C; A= 532 nm.

Escolhida a concentracdo do tampdo a ser utilizada na fase movel,
procedeu-se com a validacdo para os métodos extrativos. O cromatograma
tipico obtido para cada método extrativo, MEG e MEB, pode ser observado na
Figura 2.2.

Uma boa resolugcdo dos picos foi obtida para ambos os métodos
estudados e nédo foram observados picos interferentes no tempo de retencéo
do analito de interesse no cromatograma (Figura 2.2), o que garante a
seletividade dos métodos para a analise do MDA. A comparacdo do espectro
UV para os picos do padrdo e do analito na amostra indicaram pureza

espectral, confirmando a especificidade do método.
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Figura 2.2. Cromatograma tipico e espectro UV do MDA padrdo em plasma:
(MEG) Método adaptado de Grotto et al., 2008.(MEB) Método

adaptado de Bastos et al., 2012.
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Volume de injecdo: 20,0 pL; Coluna: Eclipse XDB-C18, mantida a 30°C; A= 532 nm.
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Os parametros cromatograficos obtidos para os métodos estudados
estdo apresentados na Tabela 2.3. Ambos os métodos apresentaram o0s
requisitos para serem considerados validados de acordo com a RE 899/2003.

Os dois métodos apresentaram respostas semelhantes de acordo com
0s parametros cromatograficos obtidos (Tab. 2.3). A curva de calibragédo
analitica e a andlise de residuos para cada método estdo apresentadas na Fig.
2.3. A andlise de residuos ndo demonstrou tendéncias em nenhum dos

métodos utilizados.

Tabela 2.3. Parametros obtidos na validagéo cromatografica dos 2 métodos

[MDA]
Parametro 1 MEG MEB
(umol L™)

0,25 97,29 99,15
Teste de recuperacao (%)

2,00 108,02 100,59
Faixa dinamica de trabalho (pmol L) 0,25a 2,00 0,25 a 5,00
Linearidade (R?) 0,9928 0,9951
Equacéo da reta y=14483x + 2983,8 y=11838x + 6464,3
LD (umol L) 0,12 0,13
LQ (umol L™ 0,38 0,48
Repetitividade (n=6) DPR (%) 1,91 3,77

[MDA]: Concentracdo do MDA; MEG: Método de extracéo de Grotto et al., 2008; MEG: Método
de extracdo de Bastos et al., 2012; R?: Coeficiente de determinacéo; LD: Limite de deteccéo;
LQ: Limite de quantificagdo; n: NUmero de observacdes; DPR: Desvio padrao relativo.

Ao se avaliar a robustez do método observou-se que ndo houve
mudancas significativas no cromatograma, exceto quando a variacdo da
composicdo da fase movel foi de MeOH: tampéo fosfato pH=7,0 (35:65, V/V)
para MeOH: tampéao fosfato pH=7,0 (30:70, v/v), sendo considerado portanto,

um método robusto.
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Figura 2.3 Curva de calibracdo analitica e analise de residuos,
respectivamente, para os métodos MEG e MEB
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Ao avaliar a robustez do método observou-se que ndao houve mudancas
significativas no cromatograma, exceto quando a variagdo da composi¢cao da
fase mével foi de MeOH: tampéao fosfato pH=7,0 (35:65, v/v) para MeOH:
tampéao fosfato pH=7,0 (30:70, v/v), sendo considerado portanto, um método
robusto.

A aplicacdo dos meétodos propostos para a extracdo do MDA foi
realizada em amostras de 5 pacientes de prontuario médico desconhecido, a
fim de se verificar a capacidade de distingdo dos pacientes. Os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Niveis de MDA em amostras de plasma humano mensurados por 2
protocolos distintos (MEG e MEB)

Amostra [MDA] (umol L) *

Pacientes MEG (n=2)** MEB (n=2)**
PA 0,28° + 0,01 1,97% + 0,09
PB 0,37° + 0,07 1,59° + 0,01
PC 3,11% + 0,06 3,219+ 0,02
PD 0,32°+0,18 0,72° + 0,08
PE 0,50° + 0,03 3,11° + 0,06

* Média de duas repeticdes + desvio padrao (DP)

** |etras minasculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (Tukey,
p=<0,05)

[MDA]: Concentracdo do MDA; MEG: Método de extracéo de Grotto et al., 2008; MEG: Método
de extracdo de Bastos et al., 2012; n: NUmero de observagoes.

Os maiores niveis de MDA foram encontrados para o paciente C (PC),
que indicam um maior nivel de oxidacao lipidica no organismo do individuo
doador, empregando ambos os métodos de extracdo. Observa-se ainda que as
amostras PA, PB, PD e PE ndo apresentaram diferencas significativas em nivel
de 5% com o protocolo MEG, enquanto para o protocolo MEB, as mesmas
amostras apresentaram um maior numero de diferencas significativas,
sugerindo haver diferentes niveis de estresse oxidativos entre elas.

Complementarmente, ao utilizar a analise estatistica multivariada para
analisar os niveis de MDA obtidos pelos dois protocolos de extracdo, podemos
observar através do dendrograma a existéncia de cinco grupos amostrais,
quando considerada a maior distancia Euclidiana (Figura 2.4). Observa-se
ainda, que as amostras analisadas pelo método MEG apresentam menor
dispersdo na componente principal (CP) 1, confirmando o predito pelo teste de
Tukey (p<0,05).

A causa de variabilidade das respostas obtidas pode ser explicada pela
etapa de extracdo do MDA. A principal diferenca entre os dois protocolos esta
na etapa final, na qual o MDA no MEG permanece no solvente organico (n-

butanol), enquanto no MEB esta em meio aquoso.
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Figura 2.4 (a) Dendrograma obtido pela analise agrupamento hierarquico, (b)
projecdo das variaveis, obtidos pela analise de componentes
principais, considerando os niveis de MDA obtidos para os
protocolos de extracdo MEG (verde) e MEB (preto).
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De acordo com Wasowicz (1993) utilizando plasma humano, a extracao
do aduto MDA-TBA em n-butanol deve ocorrer em pH acido, controlado entre
1,6 e 1,7 depois da reacdo com TBA e antes da extracdo, sendo este controle
um pré-requisito para a eficiéncia desta analise. Isto poderia justificar o porqué
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do protocolo MEG néo se apresentar adequado, ja que o pequeno volume de
amostra impossibilitou o controle do pH. Considera-se ainda como fator critico,
o procedimento da agitacdo manual feita apds a adicdo do n-butanol, que pela
caracteristica polar da molécula MDA teria sua particao dificultada no meio
organico. Portanto, a agitacdo ineficiente, somada ao numero de extragcdo
insuficiente, foram fatores considerados para a néo utilizacdo do método MEG.

Em contrapartida, apesar de ambos os protocolos de extracdo demandar
tempo, o MEB né&o apresentou limitagdes criticas na extracdo, sendo este o
protocolo escolhido para realizar a avaliagdo dos niveis de MDA nos estudos
seguintes sobre estresse oxidativo.

2.5 CONCLUSAO

O teste da influéncia da concentragdo do tampdo na fase movel do
método cromatografico mostrou que quanto menor sua concentracdo molar,
menor a retencdo do MDA. Apesar do tamp&o de 10,0 mmol L™ n&o ser o de
menor concentracdo entre os avaliados, este se mostrou 0 mais adequado,
considerando a melhor resolucdo em relacdo aos interferentes da matriz
plasma.

As metodologias extrativas estudadas apresentaram-se especificas e
seletivas para a determinacdo do MDA quanto as figuras de mérito da
validacdo. Entretanto, ao avalia-las estatisticamente quanto a capacidade de
distingdo de pacientes, o protocolo MEB mostrou-se mais viavel, pela auséncia
de requisitos criticos nas etapas de extracdo quanto ao pH e agitacao,

apresentando maior sensibilidade analitica.
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Capitulo 3

MDA EM SORO SANGUINEO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM
LEISHMANIA AMAZONENSIS APOS TRATAMENTO COM FITOFARMACO

DE Tanacetum parthenium

3.1 INTRODUCAO

A leishmaniose acomete cerca de 12 milhdes de pessoas em 88 paises.
Os seis paises mais afetados pela leishmaniose s&o Bangladesh, Brasil, india,
Etidpia, Quénia e Sudédo, sendo que 90% dos novos casos na América Latina
ocorrem no Brasil (FINEP, 2012).

A investigacdo do potencial antileishmania de plantas medicinais, como
o Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip., justifica-se pelos resultados obtidos
em pesquisas com fracOes de extratos de p6é das partes aéreas frente ao
protozoario. Os constituintes quimicos majoritarios do T. parthenium indicam a
presenca de Oleos essenciais e lactonas sesquiterpénicas, principalmente do
11,13-dehidrocompressanolideo um tipo de guaianolideo e do partenolideo
(4a,5B-epoxi-germacra-1-(10),11-(13)-dieno-12,6a-olideoc), que ja foram
avaliados in vitro com relacdo ao seu potencial contra o parasita Leishmania
amazonensis (TIUMAN et al., 2005; SILVA, 2008; SILVA et al., 2010).

A literatura apresenta poucos dados referentes as alteracdes
metabdlicas ocasionadas pela leishmaniose, principalmente em relacdo ao
metabolismo lipidico (PONTE et al., 2010). Segundo Sen et al. (2005) o quadro
clinico apresentado pelos pacientes infectados com leishmaniose € extenso,
podendo ser relacionado também a uma anemia grave, 0 que pode vir a
contribuir com o aumento do estresse oxidativo no organismo. Lembrando que
0 estresse oxidativo pode ser avaliado através do uso de biomarcadores
(BARBOSA et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2007).

Considerando que: os biomarcadores possuem caracteristicas que
permitem avaliar e mensurar processos biolégicos, normais, patogénicos e pos-
tratamento farmacoldgico (DALLE-DONNE et al., 2006); o produto de oxidacao

lipidica mais utilizado como biomarcador é o malonaldeido (MDA), que
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complexado com acido tiobarbitirico (TBA) gera um cromdgeno capaz de
absorver a 532 nm, que possibilita sua determinacdo; sendo assim, através da
sua quantificacdo pode-se avaliar a alteracdo da oxidacdo lipidica em

organismos vivos sob tratamento com fitofarmaco a base de T. parthenium.

3.2 OBJETIVO

Avaliar a oxidacao lipidica no soro de camundongos infectados com
leishmaniose e tratados com fitofarmaco a base de T. parthenium através do

uso do biomarcador MDA.

3.3 MATERIAIS E METODOS

A experimentacdo animal e a obtencédo do fitofarmaco foi realizada na
Universidade Estadual de Maringd (UEM) como parte integrante do projeto
“‘Desenvolvimento de metodologia analitica para a determinagédo de 11,13-
deidrocompressanolideo em extratos de Tanacetum parthenium (L.) Schultz-
Bip e em formulagéo para uso tépico e avaliacao da atividade da antileishmania
in vitro e in vivo, no Laboratério de Microbiologia Aplicada aos Produtos
Naturais e Sintéticos, liderado pelo Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura, sendo o
projeto aprovado pelo comité de ética da UEM (protocolo n. 092/2011).

A obtencdo do fitofarmaco seguiu procedimento descrito por
Moreira (2011). A maceracéo do p6é comercial das partes aéreas do Tanacetum
parthenium (1000,0 g, lote 396253 Tanaceto®, Herbarium, Curitiba, Brasil) foi
feita com etanol: 4gua destilada (90:10 v/v) na proporcdo de droga: solvente
(1:2 vlv), em frasco de 4,0 L mantido sob agitagcdo em shaker a temperatura
ambiente, deixando ¥4 do frasco livre e trocando o solvente a cada 5 dias. A
cada 5 dias o extrato hidroalcodlico (etanol: agua 90:10, v/v) foi filtrado em
papel qualitativo, sendo os filtrados coletados depois de 15 dias,
evaporado sob vacuo a pressdo de 175 mBar a temperatura de 35-
40°C (Rotavapor R-114, Buchi, Flawil, Suica) até eliminacdo completa do
solvente organico, sendo em seguida liofilizado (Liofilizador Christ®, Alfa 1-2,

Osterode, Alemanha) para eliminacdo da agua. O extrato hidroalcoodlico seco
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(85,83 g) foi homogeneizado com 115,7 g de adsorvente silica gel 60 (70-230
mesh, Merck, Darmstadt, Alemanha) em pistilo. Este material foi utilizado como
fase estacionaria para o empacotamento de uma coluna preparativa de vidro
(3.0 x 35.0 cm). As fracdes do extrato foram eluidas com 500 mL de solventes
de polaridade crescente (hexano, diclorometano, diclorometano: acetato de
etila (1:1, v/v), acetato de etila e metanol) coletadas em Kitasatos. Estas 5
fragdes foram rotaevaporadas até a completa secura e mantidas a — 20°C.
Uma aliquota de cada uma das fracbes foi analisada por cromatografia de
camada delgada (CCD) em cromoplacas de silica gel (Kieselgel 60 F254,
20x20 cm, 2 mm de espessura, Merck) usando como fase movel uma mistura
de hexano e acetato de etila (6:4, v/v). A cromatoplaca foi revelada para
visualizacdo dos compostos com solucdo de vanilina-sulfurica a 2%, depois
aquecida em estufa a 100°C por 3 minutos. A fracdo de diclorometano obtida
(9,63 g de FD) foi a que apresentou melhor perfil cromatografico com respeito a
abundéancia de lactona sesquiterpénicas e menor interferéncia na CCD, sendo
esta escolhida para o uso como amostra. Assim, esta fracdo diclorometanica
do extrato hidroalcoodlico, obtida das partes aéreas do p6é comercial de T.
parthenium (L.) Schultz Bip foi denominada neste estudo como FD.

A infeccdo de camundongos BALB/c foi realizada por meio de
inoculacdo, por via subcutanea, de L. amazonensis na forma promastigota
metaciclica (1x10’ células/25 uL tampao fosfato salino) no coxim plantar da
pata esquerda dos animais. Apés o desenvolvimento da lesao (40 dias), foi
realizado tratamento diario com o extrato da fracdo diclorometano de T.
parthenium e a droga de referéncia Glucantime®, por periodo de 30 dias,
conforme a distribuicdo dos grupos (n=7), descritos na Tabela 3.1.

Ao final do tratamento (30 dias), os animais foram anestesiados por
administrac&o intraperitoneal do anestésico pentobarbital sédico (100 mg kg™),
para coleta do sangue por puncdo cardiaca. Do sangue coletado foi obtido o
soro, por centrifugacao, e este foi mantido congelado até o momento da analise
do MDA.
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Tabela 3.1 Planejamento do experimento animal para tratamento da lesédo por
leishmaniose empregando extrato da FD de T. parthenium

Grupo Tipo Tratamento
1 Controle ndo infectado Sem tratamento
2 Controle infectado Sem tratamento

Via topica com base néo i6bnica e DMSO

3 Controle infectado
(placebo)

Via topica, com 5% (m/v) de FD de T.
4  Teste infectado parthenium dissolvido em DMSO e incluidos
em base nao ibnica

5 Controle infectado Via intramuscular a cada 3 dias, com DMSO

Via intramuscular com a droga de referéncia

6  Controle infectado Glucantime® (100 mg kg*dia™) dissolvida em
PBS
Via intramuscular com FD de T. parthenium
7  Teste infectado dissolvido em DMSO (30 mg kg™ a cada 3
dias)

Base nao ibnica: cera auto-emulsificante nao ibnica, similar a Polawax®; DMSO:
dimetilsulféxido; FD: fracdo diclorometano; PBS (phosphate buffered saline): tampéo salino
fosfato pH 7,20

O protocolo de andlise para MDA utilizado foi o MEB, descrito
previamente no item 2.3.3. Por se tratar de um estudo realizado com
camundongos, o Vvolume de plasma obtido para as andlises foi
substancialmente menor do que o obtido de humanos, sendo necessarias
pequenas adaptacbes nas aliquotas utilizadas no método de extracdo do
protocolo, sendo estas, nesta analise especificamente, proporcional a 200 pL
de plasma. Para o método cromatografico, para o preparo de padréo e a
validacdo do método procedeu-se da mesma forma que a indicada no item 2.3.
A curva de calibracdo analitica foi obtida na faixa de 0,2; 0,5; 0,8; 1,6 e 6,4

umol L™ e preparada da mesma forma que as amostras.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a necessidade de alteracdes nas aliquotas a serem tomadas em
todo o procedimento de extracdo, foi realizada a validacdo parcial do método
adotado. Este apresentou linearidade superior a 0,998 na faixa dinamica de
trabalho de 0,2 a 6,4 pmol L™, repetitividade (CV médio de 3,5% para seis
injecOes consecutivas), recuperacao na faixa de 97% a 101%, limite deteccéo
igual 0,14 pmol L™ e limite de quantificacdo 0,46 pmol L™, podendo ser
considerado validado. A equacéo da reta obtida foi y = 22093,8x + 2135,98.

Para a realizacdo do trabalho, os animais foram divididos em grupos
distintos de acordo com o tratamento recebido, sendo os individuos de cada
grupo considerados como replicatas. Do plasma obtido do sangue dos
camundongos foi realizada a extracdo do MDA. Dentre as 56 amostras, 7 delas
encontravam-se hemolisadas. A hemolise, por definicdo, é a liberacdo dos
constituintes das hemacias para o plasma devido a ruptura das células
sanguineas. Os constituintes liberados, como a hemoglobina, interferem nas
determinacdes de alguns analitos, mesmo em baixas concentracdes
(ANDRIOLO et al., 2010), desta forma os dados de MDA gerados por estas
amostras apresentaram comportamento diferenciado. Os teores de MDA
obtidos estdo apresentados na Tabela 3.2.

O teste de médias indicou pouca diferenca significativa entre os
grupos, porém observa-se que houve um aumento no nivel de oxidacao lipidica
dos animais tratados (grupos G3-G7) em relacédo ao grupo controle (G1) e o G2
que ndo recebeu tratamento apdés a infeccao.

Ao realizar a analise hierarquica e a analise de componentes principais
(Fig. 3.1) observa-se, a distincdo de 12 agrupamentos amostrais, quando
cortado na maior distancia Euclidiana. Para melhor ilustragdo, cada grupo

apresentado na Tabela 3.1 recebeu uma cor diferente.
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Tabela 3.2. Niveis de MDA (umol LY) em camundongos BALB/c no estudo de
inoculacdo subcutanea de Leishmania amazonensis em diferentes
tratamentos para cada grupo (n=3), dentre eles a aplicagdo do fitofarmaco
de extrato da fracao diclorometano de T. parthenium em lesGes

Animal Grupo 12 Grupo 22 Grupo 3?2 Grupo 42 Grupo 52 Grupo 62 Grupo 7+?

1 1,19+0,02 1,19+0,02 1,29+0,03 1,78+0,01 1,3140,01 1,64+0,02  2.43+006°

2 1,30+0,01 1,14+0,02 1,11+0,03 1,27+0,04 1,11+0,05 1,58+0,03  3,33+0.023

3 1,24+0,01 1,33+0,01 1,27+0,01 1,57+0,01 1,26+0,02 1,65+0,03 1,10+0,03

4 0,57+0,01 1,2440,02 0,96+0,03  4,25+0.033 2,3640,02 1,36+0,01  2,3140,04

5 0,34+0,06 1,72+0,02 3.9240.043 1,11+0,04 1,14+0,04 1,0740,04  2,16+0,02

6 1,10 £0,01 0,98+0,02 1,26+0,03 1,39+0,04 1,24+0,02 1,31+0,01 1,77+0,03

7 1,10+0,01 1,30+0,03 3,78+0.033 1,93+0,03 1,46+0,02 1,59+0,01 42040043

8 1,27+0,06 1,13+0,03 1,22+0,03 36540017 1,24+0,03 1,65£0,02  1,70£0,04
MédiaxDP* 1,08+0,25° 1,25+0,22%° 1,19+0,13° 1,51+0,31%° 1,39+0,41%° 1,48+0,21%° 1,81+0,47°

! Média de triplicatas + desvio padrao (DP); 2 Grupo 1: animais sadios; Grupo 2: animais infectados sem
tratamento; Grupo 3: animais infectados e tratados via topico com base; Grupo 4: animais infectados e
tratados topico com base + FD; Grupo 5: animais infectados e tratados intramuscular com DMSO; Grupo
6: animais infectados e tratados intramuscular com Glucantime®; Grupo 7: animais infectados e tratados
intramuscular com FD; ® Valores riseados indicam amostras excluidas devido hemdlise; * Média do grupo
+ DP. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (Unequal, p < 0,05). DMSO:
dimetilsulféxido; FD: fracdo diclorometano; PBS: tampéao salino fosfato pH 7,20

A discrepancia entre o numero de agrupamentos (12) indicado pelo
dendrograma, quando utilizada a maior distancia Euclidiana, em relagao aos 7
grupos reais estudados neste modelo é justificada pela ndo exclusdo dos
dados das amostras hemolisadas (G3 5, G3 7, G4 4, G4 8, G7 2 E G7 7)
durante a execuc¢do da analise multivariada, o que resultou em 4 agrupamentos
adicionais. A amostra G7 1 apesar de hemolisada, ndo apresentou separacao
em grupo.

A analise de componentes principais explicou 100% da variabilidade dos
dados (Fig. 3.1b). Conforme observado na Figura 3.1b, a CP1 possibilitou uma

melhor distincdo dos agrupamentos, de acordo com os 7 grupos de origem.
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Figura 3.1 Dendrograma (a) e analise de componentes principais (b) de acordo com o0s
niveis de MDA obtidos para os grupos do tratamento de Leishmaniose: G1
(preto), G2 (vermelho), G3 (verde), G4 (azul), G5 (laranja), G6 (roxo), G7
(amarelo).
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Sem et al. (2005) em estudos com hamsters infectados com
leishmaniose ndo obteve distingdo entre os grupos controle, infectados e sob
tratamento ao utilizar apenas o MDA como indicador de dano oxidativo, apesar
deste marcador ser utilizado com sucesso em modelos humanos de
leishmaniose (KOCYIGIT et al., 2005).

Segundo Vasconcelos et al. (2007), andlise de peroxinitrito (ONOO")
seria mais especifica ao estudo de inflamacdo associada a leishmaniose e
doencas vasculares, podendo ser este 0 biomarcador mais indicado em
estudos futuros.

Por outro lado, estudos realizados por Wen e colaboradores (2002)
indicaram que o partenolideo, presente na FD administrada em animais,
apresenta bons resultados ndo so6 no tratamento de inflamacgfes, mas também
no tratamento de células tumorais. A ac¢édo do partenolideo se da pela inducdo
da apoptose celular, e durante esta inducdo ha a producdo de espécies
reativas e radicais livres que ocasionam o estresse oxidativo, neste estudo,
indicado pelos niveis de MDA. Entretanto o efeito citotéxico é observado
apenas quando o partenolideo encontra-se em concentracfes acima de 2,5
pmol L™,

Com base nesses estudos, pode-se inferir que o tratamento realizado
nos animais a base de T. parthenium foi eficaz, ja que os niveis de MDA
sofreram elevacao para o grupo G4, com concentracdo de partenolideo na FD
administrada de 113,6 umol L™, com aumento ainda mais expressivo para o
grupo G7 dos animais tratados com concentracdo de partenolideo na FD
administrada de 757,31 pmol L™

Vale ressaltar que EROs e seus produtos sdo moléculas sinalizadoras,
e a alteracdo nos niveis de alguns componentes indicam inibicdo ou ativacéo
de vias importantes do tratamento realizado, portanto a inclusdo de parametros
clinicos se faz necessario para a inferéncia quanto a real eficacia do

tratamento.

3.5 CONCLUSAO

A utilizagdo do biomarcador MDA indicou o aumento no nivel de
estresse oxidativo dos animais tratados com o fitofarmaco proposto. Ao se

utilizar a andlise multivariada foi possivel a distingdo dos 7 agrupamentos
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originais e adicionalmente, 5 grupos referentes a amostras hemolisadas, o que
indica que amostras com essa carateristicas devem ser desconsideradas
devido o seu comportamento diferenciado.

Em relacdo ao tratamento com fitofarmaco, os niveis de MDA
aumentados apos o tratamento com FD podem indicar que o partenolideo foi o
responsavel pelo aumento no estresse oxidativo que pode levar a apoptose,

indicando que o tratamento nestas doses se mostra promissor.
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Capitulo 4

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MDA EM RATOS APOS INGESTAO DE
INULINA

4.1 INTRODUCAO

Produtos naturais desempenham atualmente um papel relevante na
terapia e prevencédo do cancer, sendo obtidos a partir de plantas, animais e
microrganismos (NOBILI et al., 2009).

Ha cada vez mais evidéncias de que o risco no desenvolvimento de
cancer é reduzido em populacdes cuja dieta apresenta um maior consumo de
nutracéuticos (frutas, legumes e especiarias, por exemplo). A inulina, um
polissacarideo purificado a partir da raiz da Chicorium intybus L. é um
nutracéutico pré-bidtico, capaz de estimular o crescimento da microbiota do
trato intestinal inferior (DE BRUYN et al., 1992; NOBILI et al., 2009).

As oligofrutoses resistentes ou os frutooligossacarideos séo formados a
partir da hidrélise da inulina e desempenham diversas funcdes fisiologicas no
organismo, como alteracdo do transito intestinal, promovendo: reducdo de
metabalitos toxicos, prevencao de cancer de célon, reducdo do colesterol total
plasmético e da hipertrigliceridemia, melhora da biodisponibilidade de minerais,
além de contribuir para 0 aumento da concentracdo das bifidobactérias no
célon que reduzem a producédo de metabdlitos toxicos relacionados ao estresse
oxidativo e ao cancer (DENIPOTE et al., 2010; SOKIIC et al., 2009 ).

A producéo de metabdlitos téxicos no organismo através da peroxidagao
lipidica contribui para aumentar o dano celular ja existente, formando novos
produtos de oxidagdo. Um dos produtos finais da peroxidacado lipidica e de
relativa estabilidade € o malondialdeido (MDA), conhecido por estar presente
no plasma humano e por possuir propriedades biologicas que podem ser
relevantes para a carcinogénese (DALLE-DONNE et al., 2006; TORUN et al.,
1995).

A proposicao de um tratamento a base de inulina objetiva a redugéao de

agentes citotoxicos no organismo, desta forma, a analise do MDA permite
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investigar se a inulina induz o aumento de estresse oxidativo em ratos tratados

com a inulina.

4.2 OBJETIVO

Determinar os niveis de MDA no plasma obtido de ratos Wistar antes e

apos tratamento com inulina.

4.3 METODOLOGIA

O protocolo de experimentagdo animal foi aprovado previamente pelo
Comité de ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de Londrina
CEEA No. 87/08.

Os ratos empregados no estudo foram Wistar (n=12) sadios, machos e
com peso aproximado de 160 g. Os animais foram divididos em 2 grupos, o
controle (sem tratamento) e o “Inulina” (com tratamento). Os ratos foram
tratados via intraperitoneal com injecéo salina contendo 100 mg de inulina por
kg do peso corpéreo, administrados por gavagem em periodos de 24, 48 e 72
horas. Os animais foram mantidos para melhor aclimatacédo a temperatura de
(22 + 2°C), umidade relativa de 60% e ciclos de claro/escuro de 12 h, e
receberam alimentacdo a vontade até uma semana antes do periodo do
tratamento.

Apbs o periodo de tratamento, amostras de sangue foram coletadas por
puncao cardiaca e centrifugadas para obtencao do plasma. A extracdo do MDA
plasmatico foi realizada de acordo com adaptacées do método descrito por
Bastos et al. (2012). O protocolo experimental MEB estd apresentado no item
2.3.3. O método cromatogréfico, o preparo de padréo e a validacdo do método

seguiram os procedimentos indicados no item 2.3.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi realizada a validacdo parcial do método. Foram
realizadas 3 curvas de calibragdo analitica por adicdo de padrdo em um pool
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de plasma na faixa dinamica de trabalho de 0,2; 0,5; 0,8; 1,6; 6,4; 12,8; 20,3
umol L. Os demais parametros de validagéo foram obtidos a partir da curva de

calibracéo e estédo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Parametros obtidos na validacdo parcial do método aplicado a
ingest&o de inulina em ratos Wistar

Parametro [MDA](umol L™ Resultado

~ 1,6 102,17
Teste de Recuperacéo (%) 12.8 103,99
Linearidade (R?) 0,9938
Equacao da reta y = 20247x + 6615,6
LD (umol L) 0,14
LQ (umol L™ 0,46
Repetitividade (n=6) DPR (%) 3,45

[MDA]: Concentracdo do MDA; R*: Coeficiente de determinacéo; LD: Limite de deteccdo; LQ:
Limite de quantificacédo; n: Nimero de observacg6es; DPR: Desvio padrao relativo.

O estudo dos niveis de MDA, metabdlito téxico indicador da peroxidacao
lipidica, durante o tratamento de animais com a inulina, possibilitou verificar
que o nutracéutico ndo proporcionou alteracdo significativa nos niveis de

oxidacao lipidica em relacdo ao organismo dos animais sadios (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Niveis de MDA de ratos Wistar tratados com inulina

Grupo Periodo (h) MDA* (umol L) MDA** (umol L™

Controle - 3,92+0,15

4,05+0,15
24 4,72+0,18 4,54+0,43 ®
4,86+0,18

4,73+0,18
Inulina 48 4,04+0,15 4,52+0,41°2
4,78+0,18

3,75+0,14
72 4,3040,16 3,930,322
(< 200pL)***

* Nivel médio por amostra + Desvio padrao (n=3) ** MDA médio+ Desvio padrdo - Letras
minusculas na mesma coluna indicam diferencga significativa (Unequal, p < 0,05). *** A amostra
continha volume insuficiente de plasma.

Os animais tratados obtiveram valores médios de MDA de 4,54+0,43
pmol L™ para o tratamento por 24 horas; 4,52+0,41 pmol L™ para o tratamento
por 48 horas e 3,93+0,32 pmol L™ para o tratamento por 72 horas. Os valores
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obtidos para os dois grupos (controle e inulina) nao diferiram entre si (Unequal,
p<0,05).
A analise multivariada permitiu a distincdo de 7 agrupamentos de acordo

com o dendrograma cortado na maior distancia Euclidiana (Figura 4.1).

Figura 4.1. Dendrograma obtido pela analise de agrupamento hierarquico (a),
projecao das variaveis (b) pela analise de componentes principais,
considerando os niveis de MDA obtidos para os grupos de ratos
Wistar tratados com inulina: Controle (preto), 24 horas (azul), 48
horas (verde) e 72 horas (laranja).
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O tratamento dos animais sadios com inulina ndo ocasionou alteracéo
significativa nos niveis de MDA. Embora n&o significativas observa-se

variacdes na analise de componentes principais (Figura 4.1 b) entre animais do
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mesmo grupo, os quais apresentam tendéncia de decaimento semelhantes,
atribuidas ao fato das analises terem sido realizadas em dias diferentes.

Embora os resultados do trabalho indiguem que a ingestdo deste
nutracéutico possa ser utilizada na terapia e prevencédo do cancer de célon
considerando os niveis de MDA, ressalta-se a importancia da continuidade
desta pesquisa, verificando a acdo da inulina na variacdo dos niveis de
oxidacao lipidica no organismo de individuos saudaveis e diagnosticados com
cancer de colon por um periodo de tempo maior, ja que em animais sadios
houve uma ligeira diminuicdo do MDA no periodo de 72 horas em relagdo ao
de 24 e 48 horas.

4.5 CONCLUSAO

Os valores médios de MDA néo apresentaram variacao estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e o grupo controle. Entretanto, estudos
adicionais sdo necessarios para avaliar a eficiéncia do uso do nutracéutico, em

relacdo a variacdo da oxidacéo lipidica no organismo de animais doentes.
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Capitulo 5

NIVEIS DE OXIDACAO LIPIDICA OBSERVADO EM PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

5.1 INTRODUCAO

O cancer é um conjunto de manifestacdes patologicas, caracterizado
pelo crescimento descontrolado das células, possibilitando a invaséo a tecidos
préximos, podendo espalhar-se para diversas regides do corpo (metastase). As
condicBes de determinacdo das neoplasias sdo multifatoriais, dividindo-se em
fatores genéticos e psico-sécio-ambientais (BEDOR, 2008).

Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer) o Brasil apresenta
grande relevancia em relacdo ao carater epidemiol6gico do cancer, o que
incentiva estudos sobre sua incidéncia e fatores carcinogénicos. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estima que em 2030 a incidéncia de cancer seja de
27 milhdes de casos, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas com
algum tipo de cancer (INCA, 2012). Para o ano de 2014 espera-se 576 mil
novos casos de cancer apenas no Brasil (INCA, 2014).

Um dos tipos de neoplasia com causas ainda ndo definidas é a
leucemia. A leucemia apresentou uma perspectiva de taxa bruta de incidéncia
de 100 mil homens para o ano de 2012, no Brasil, sendo os estados do Mato
Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo os estados com maior indice de incidéncia: de
5,14 a 6,88 casos para cada 100 mil homens e de 4,22 a 5,2 casos para cada
100 mil mulheres, sendo o estado do Parana detentor de 5,51 casos para
homens e 4,43 para mulheres. Estes mesmos estados apresentaram, em geral,
taxas elevadas para diferentes tipos de cancer (INCA, 2012). Para o ano de
2014 estima-se 5.050 novos casos de leucemia para homens e 4.320 para
mulheres, sendo que a maior taxa de incidéncia de leucemia em homens € na
regido norte do Pais (3,57 casos por 100 mil habitantes). Na regido sul espera-

se 1.140 novos casos para homens e 920 para mulheres (INCA, 2014).
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A leucemia é uma doenca que afeta os leucotcitos e sua principal
caracteristica é ocasionar o acumulo de blastos, de caracteristica linfoide, de
modo anormal na medula 6ssea (MO). A medula éssea é a responsavel pela
formacdo das células sanguineas, que sao os globulos brancos, glébulos
vermelhos e as plaquetas. O acumulo dessas células na medula 6ssea faz que
com que a producdo destes elementos figurados seja interrompida,
ocasionando no paciente anemia, infeccdes recorrentes e hemorragias (INCA,
2013). Podem ser de origem linféides ou mieldides e, de acordo com a
diferenciacdo celular, crénicas ou agudas. Nas leucemias agudas, é comum 0
achado de células jovens neoplésicas (blastos) nos exames morfolégicos de
sangue e medula 6ssea (MO). Estes blastos podem infiltrar érgdos, como
figado, baco, linfonodos, meninges, cérebro e pele. Na MO se proliferam e
produzem sintomas associados a faléncia medular, como anemia, neutropenia
e trombocitopenia (CRANS e SAKAMOTO, 2001; LOWENBERG 2001;
FERRARA, 2004). A leucemia linfoide aguda (LLA) é diagnosticada quando os
linfoblastos excedem 25% das células da medula 6ssea (LEMOS, 2013).

Apesar da leucemia ndo ser a neoplasia com maior ndmero de
incidéncia, ela corresponde a faixa de 25 a 30% dos casos de neoplasias
malignas durante a infancia, sendo que 80% dos casos diagnosticados séo de
LLA, nos adultos jovens e adolescentes a incidéncia diminui para 20%, e volta
aumentar novamente apés os 60 anos de idade, porém seu diagndstico nem
sempre é rapido e preciso (FARIAS e CASTRO, 2003; PERIM, et al., 2013;
RODRIGUES, CAMARGO, 2003).

Muitos trabalhos relacionam elevados niveis de peroxidacédo lipidica a
diversos tipos de céancer, inclusive a leucemia (BATISTI, 2008), e uma das
formas de determinacéo é pelo biomarcador MDA (VASCONCELOS et al.,
2007). A carcinogénese esta relacionada a 3 estagios principais: iniciacao,
promocao e progressao do tumor, e estudos indicam que 0 estresse oxidativo
participa dessas 3 etapas (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004). Adicionalmente,
de acordo com Elias et al. (2010) é possivel relacionar também a anemia ao
aumento da oxidacéo lipidica no organismo.

A LLA é um tipo de leucemia agressiva e de rapida progressao, sendo
necessario que seja realizado um diagnostico precoce (LEMOS, 2013). Batisti e

colaboradores (2008) concluiram em suas pesquisas que niveis elevados de
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oxidacao lipidica em pacientes recém diagnosticados com LLA sugerem que
estas lesdes oxidativas estejam relacionadas a patogenia e ndo ao tratamento
quimioterapico, que € bastante agressivo ao organismo. Entretanto, o nimero

de estudos sobre a oxidacéo lipidica na infancia ainda € escasso.

5.2 OBJETIVOS

Verificar a variacdo do estresse oxidativo do organismo de pacientes
infanto-juvenis saudéveis e de pacientes infanto-juvenis diagnosticados com

LLA através do uso do biomarcador MDA.

5.3 MATERIAIS E METODOS

ApoOs a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil (n® 214/ 09 -
CAAE n ° 0164.0.268.000-09), a inclusdo dos individuos ao estudo foi
condicionada por um formulario escrito de consentimento dos pais em relacéo
a utilizacdo das amostras de sangue de suas criancas e adolescentes para
estudos de investigacdo de MDA. Os critérios de diagnostico foram baseados
nas diretrizes propostas pelo Departamento de Hematologia do Hospital
Universitario (Londrina, Parand). O risco de recorréncia de todos os pacientes
foi avaliado através do protocolo GBTLI (Grupo Brasileiro de Tratamento de
Leucemia Infantil Protocolo - 99), o qual esta baseado no Programa de
Avaliacédo de Terapia do Cancer, proposto pelo Instituto Nacional do Cancer, e
leva em conta a idade ao diagndstico, contagem de leucdcitos,
imunofenotipagem, envolvimento de outros tecidos além da medula 6ssea, e
capacidade de resposta ao tratamento.

O grupo LLA foi constituido de 27 pacientes com diagnostico confirmado
e 0 grupo controle foi formado por 18 individuos saudaveis, livres de neoplasia
e que nao se encontravam hospitalizados.

A partir de 4 mL de sangue coletado com heparina foi obtido o plasma
por centrifugacdo e este foi mantido congelado -20°C até o momento da
analise. A anélise do MDA seguiu o procedimento experimental descrito no

item 2.3, sendo utilizado o protocolo de extracdo MEB (item 2.3.3).
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A analise de componentes principais foi realizada utilizando o software
MATLAB (The MathWorks, Natick, Massachusetts).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizacdo da validacao parcial do método foi efetuada a partir da
triplicata da curva de calibracdo analitica por adicdo de padrdo em um pool de
plasma na faixa dinamica de trabalho de 0,25 a 5,00 umol L™, precis&o (n=6) e
recuperagcdo em 3 niveis de concentragdo, baixo, médio e alto. Os parametros
LD e LQ foram obtidos a partir da curva de calibracdo. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Validacdo do método de MDA em pacientes de LLA

Parametro [MDA] (umol L™ Resultado
0,25 103,02
Teste de Recuperacéo (%) 2,50 109,12
5,00 109,44
Linearidade (R?) 0,9928
Equacéo da reta y = 15597x + 1407,7
LD (umol L™ 0,20
LQ (umol L™ 0,66
Repetitividade (n=6) DPR (%) 3,10

[MDA]: Concentracdo do MDA; R*: Coeficiente de determinacéo; LD: Limite de deteccdo; LQ:
Limite de quantificacdo; n: Nimero de observagfes; DPR: Desvio padrao relativo.

A andlise das amostras de plasma revelou uma grande variagdo no
estresse oxidativo dos grupos, controle e LLA. Os niveis de MDA para o grupo
controle apresentou valores de 0,58 a 1,20 pmol L™, e valor médio de
0,91+0,18 pmol L™. J& para pacientes diagnosticados com LLA os niveis de
MDA variaram entre 0,97 e 3,67 pmol L™, com um valor médio de 2,17+0,77
umol L. Os valores numéricos de MDA para todos os individuos analisados
estdo apresentados no Anexo 1. Os gréaficos apresentados nas Figuras 5.1 e
5.2 ilustram a variabilidade dos niveis de MDA obtidos para o grupo controle e

para o grupo LLA, respectivamente.
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Figura 5.1 Variacado dos niveis de MDA no grupo controle (n=18)
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Para se analisar a dispersdo dos niveis de MDA entre os dois grupos -

controle e LLA utilizou-se a andlise multivariada. A andlise de componentes

principais distingue claramente os dois grupos no dendrograma, quando se
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corta o mesmo na maior distancia Euclidiana, sendo esta divisdo explicada pela
CP 1 (Fig. 5.3).

Figura 5.3 Dendrograma obtido pela analise de agrupamento hierarquico | (a),
projecdo das variaveis (b) pela analise de componentes principais,
considerando os niveis de MDA obtidos para os grupos de
pacientes controle (CC) e de pacientes diagnosticadas com LLA
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A analise do MDA demonstrou ser suficiente para distinguir pacientes
sadios dos diagnosticados com leucemia, assim como o observado por Sheel
(2011) e Battisti et al. (2008). Entretanto, os valores de MDA obtidos para estas
observacbes ndo podem ser utilizados como critério de normalidade em
andlises toxicologicas, podem somente identificar individuos com valores
alterados em relagéo ao valor médio obtido para o grupo controle.

Sabe-se que o0 estresse oxidativo em humanos também é relacionado a
variabilidade bioldgica existente e a diversos fatores como idade, sexo, etnia e
indice de massa corpérea (KUNO et al., 2010).

O grupo de pacientes LLA neste estudo foi constituido de 46,43% do
sexo masculino e 53, 57% do sexo feminino. De acordo com Lemos (2013) ha
uma predilecdo pelo sexo masculino em pacientes com LLA, o que ndo foi
observado devido ao pequeno nimero amostral.

Em relacdo a idade, 40,74% dos casos apresentavam idade inferior a 5
anos, 22,22% idade entre 5 e 10 anos, 18,52% corresponderam a pacientes
entre 10 e 15 anos e 18,52 % acima de 18 anos.

As leucemias de modo geral apresentam sinais inespecificos, o que
pode vir a confundir o seu diagndstico com o quadro clinico de muitas outras
doencas (LEMOS, 2013). Através do hemograma podem ser observadas
diferentes alteracBes em pacientes com LLA: contagem dos leucdcitos variando
entre 100 a 1 milhdo de leucdcitos (mm3); baixa contagem de plaquetas
(£150.000 mm™®); anemia determinada pela baixa contagem de hemoglobina
(12 g dL™); e identificacdo de blastos (ALMEIDA, 2009; LEMOS, 2013). Os
valores de referéncia utilizados em hemogramas estéo apresentados na Tabela
5.2.

Tabela 5.2 Valores de referéncia para hemogramas de acordo com 0 sexo

Feminino Masculino
LeucOcitos (Mm3).......ccveeeeeeennnnn. 3500 a 10500
Hemacias (mm3)..........cccccvivivnnnne. 3,90 a 5,00 4,30 a 5,70
Hemoglobina (g dL™).....cccoeeenen, 12,00 a 15,50 13,50a 17,50
Plaquetas(mMm3).......ccccvvvveeeeeiiennnn. 150000 a 450000

Os dados obtidos pelo hemograma dos pacientes do grupo LLA estéao

contidos na Tabela 5.3. E importante ressaltar que os pacientes 130 e 134
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encontravam-se sem tratamento devido ao inicio da doenca, e o paciente 118
ja se encontrava fora de tratamento. Os demais pacientes encontravam-se sob
tratamento.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.3, observa-se que
parte dos pacientes (109, 112, 114, 121, 125, 128 e 130), classificados como
sendo baixo risco e que apresentavam blastos no momento da coleta de
sangue, possuem valores acima do valor médio para MDA (2,17 pmol L™). Ao
comparar os valores de heméacias e hemoglobina destes pacientes, observa-se
que todos estdo abaixo dos valores de referéncia, o que caracteriza o quadro

de anemia.

Tabela 5.3 Valores de MDA e dados obtidos do hemograma dos pacientes do

grupo LLA

Paciente Risco MDA Leucdécitos Blastos Heméacias Hemoglobina Plaquetas
* “* (pM)  (mm?) (%) (mm3) (g dL™) (mm3)
101 A 3,67 5900 0 5,28 14,00 360000
104 A 237 8680 0 5,00 16,00 183900
105 A 145 3600 0 - 8,70 1000000
106 A 252 1900 0 4,18 12,69 327000
109 B 324 24400 8 2,81 7,57 41000
110 A 193 - 0 - - -
112 B 259 11100 63 1,86 5,09 21000
113 A 2,11 - 0 - - -
114 B 353 2400 12 3,05 9,70 55000
116 A 201 1700 0 3,23 10,14 304000
117 A 3,30 3100 48 4,37 14,25 157000
118 A 201 7800 0 5,02 15,63 222000
120 A 261 6700 0 4,81 - 189000
121 B 248 2930 32 2,28 6,57 371100
122 B 2,68 13600 0 4,28 - 232000
123 B 1,61 4400 0 4,60 12,50 -
125 B 275 13200 74 2,56 6,90 11000
126 B 1,59 2300 0 2,53 6,26 21000
127 A 2,25 119000 0 1,98 6,72 55000
128 B 281 - 4 - - -
130 B 232 5200 25 2,88 7,60 144000
133 B 1,28 4600 0 3,01 9,02 114000
134 A 114 39650 75 3,11 8,80 31000
135 B 1,63 8100 77 3,53 10,20 383000
136 B 0,97 1900 0 3,09 8,20 8000
138 B 1,17 20700 72 1,96 4,80 14000
139 B 1,19 - 0 - - -

*Paciente com cor diferente: Feminino e Masculino; ** A: Alto risco; B: Baixo risco
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Vale ressaltar que o grupo LLA foi estratificado em alto e baixo risco,
sendo que regimes de quimioterapia intensivos e a introducdo da terapia por
estratificacdo de risco melhoraram substancialmente as taxas de cura para
criancas com LLA. Atuais esquemas de grupos de risco sao imperfeitos, pois
algumas criangas sé&o classificadas como de baixo risco e tratadas com terapia
menos intensa, sofrendo recaida, passando entdo ao grupo de alto risco
intensivo (TEACHEY e HUNGER, 2013).

Ao realizar a anélise de agrupamento hierarquico para o grupo LLA,
utilizando os dados dos prontuarios completos, observa-se que, quando o
dendrograma € cortado na maior distancia Euclidiana h4 a separacdo de 4
grupos amostrais (Figura 5.4), entretanto, a distincdo dos mesmos na projecao
das amostras de acordo com os CP 1 e 2 nao é nitida quando realizado apenas
em superficie 2D (Figura 5.5), que pode explicar apenas 45,90% dos dados.
As amostras foram distribuidas conforme as cores recebidas durante a andlise

hierarquica, para melhor ilustracéo.

Figura 5.4 Dendrograma obtido pela andalise de agrupamento hierarquico
utilizando os prontuarios completos do grupo LLA
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Figura 5.5 Distribuicdo das variaveis de acordo com os componentes principais
1 e2 em superficie 2D utilizando os prontuarios completos do grupo
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As amostras que receberam coloracdo azul (¢) e roxo (e), de acordo
com o dendrograma apresentado na Figura 5.4, quando analisadas apenas em
superficie 2D (Figura 5.5) ndo apresentam distincdo de grupos de forma nitida.
Entretanto, ao se realizar a ACP considerando 3 CP, obtém-se uma superficie

3D capaz de demostrar esta separacao (Figura 5.6) e explicar 60,22% dos
dados amostrais.
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Figura 5.6 Analise de componentes principais 1, 2 e 3 em superficie 3D
utilizando os prontuarios completos do grupo LLA
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BL: blastos; HE: hemacias; HG: hemoglobina; LE: Leucécitos: MDA: malondialdeido; PL:
plaquetas; R: risco.

Observa-se que 4 das 5 amostras de coloracdo roxa (e) estdo alocadas
no quadrante negativo do CP 3, enquanto que 4 das 5 amostras de coloracao
azul (») estdo no quadrante positivo, evidenciando a separacdo dos grupos.

A dispersdo das variaveis em superficie 2D e 3D (Figura 5.5 e 5.6)
afirma a relacdo observada na maior parte dos casos dos pacientes que
possuem blastos e leucdécitos altos (pacientes 109, 112, 125, 127, 134 e 138)
pois estes estdo alocados, em sua maioria, no quadrante negativo do CP 1,
assim como 0s pacientes com anemia, observada devido a baixa contagem de
hemacias e hemoglobina (pacientes 109, 112, 114, 121, 125 e 130).

Contudo apesar da distincdo observada entre os pacientes, os valores
de MDA quando relacionados aos demais dados do prontuario nao

contribuiram efetivamente com a separacdo das variaveis, comparando com o
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que foi observado na Figura 5.3 para a distingdo dos pacientes diagnosticados

com LLA e saudaveis.

5.5 CONCLUSAO

A andlise de estresse oxidativo utilizando o MDA como biomarcador
mostrou-se adequada no estudo da leucemia linfoide aguda, ja que os
individuos diagnosticados com LLA diferiram significativamente dos controles
sadios indicando possivel relagdo direta entre a neoplasia e a oxidacéo lipidica
observada no organismo.

Ao analisar os valores de MDA apenas dos pacientes de LLA junto aos
seus prontuarios completos, este ndo apresentou tanta contribuicdo para a
separacdo amostral, entretanto foi observada uma relagcdo entre valores
elevados de MDA, presenca de blastos e a classificagdo dos pacientes como
sendo de baixo risco, como também MDA elevado nos pacientes classificados
em alto risco sem presenca de blastos no sangue periférico no dia da coleta do

material analisado, o que nos motiva continuar esta investigacao.
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Capitulo 6

CONSIDERACOES FINAIS

A andlise de agrupamento hierarquico realizado a partir dos modelos
experimentais estudados nos Capitulos 3, 4 e 5 desta dissertacdo, demonstra a
existéncia de 4 grandes grupos amostrais, quando cortado na maior distancia

Euclidiana (Figura 6.1).

Figura 6.1. Dendrograma obtido pela analise hierarquica de agrupamentos dos
niveis de MDA estudados em 3 tratamentos: leishmaniose (G-
azul), inulina (IN - verde) e leucemia (L - vermelho).
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Distancia Euclidiana

A Figura 6.2 demonstra a projecédo de todas as amostras. Apesar de o
dendrograma apresentar 4 grupos, a analise de componentes principais foi
limitada aos 3 modelos estudados, aqui denominados como: leishmaniose

(azul), inulina (verde) e LLA (vermelho).
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Figura 6.2 Analise de componentes principais 1 e 2 para niveis de MDA nos
modelos leishmaniose (G1 a G7- azul), inulina (IN 24,48 e 72 -
verde) e LLA (L-vermelho).
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Assim como ja discutido no Capitulo 3, as amostras hemolisadas
apresentam comportamento diferenciado em relacdo as demais, devendo ser
descartadas durante a realizacdo dos experimentos, e este foi o grupo formado
adicionalmente por algumas amostras do estudo de leishmaniose (azul), mais
acima na Figura 6.2.

Observou-se que o tratamento com FD de T. parthenium ocasionou um
aumento no estresse oxidativo no organismo, atribuido a presenca do
partenolideo no fitofarmaco proposto, o que ocasiona apoptose celular e
consequente aumento nos niveis de peroxidacao lipidica. Podendo, portanto o
aumento no MDA pode, portanto, estar relacionado a eficacia no tratamento, ja
que isto ocorreu em 2 dos grupos tratados com o fitofarmaco.

No Capitulo 4 o uso do biomarcador MDA possibilitou indicar que o0 uso
da inulina ndo ocasionou variagcdo significativa em relagdo ao estresse
oxidativo dos animais sadios tratados com o nutracéutico, porém, estudos

adicionais devem ser realizados para se inferir sobre a sua real capacidade
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anticarcinogénica e de diminuicdo de metabdlitos téxicos no organismo, visto
que o tratamento realizado foi de apenas 72 horas.

A utilizacdo do MDA para avaliar a leucemia linfoide aguda em modelo
humano (Capitulo 5) apresentou evidente distincdo entre individuos saudaveis,
designados como controle, e com LLA, possibilitando relacionar a neoplasia e a
variacdo do estresse oxidativo no organismo. Quando analisado em conjunto
com aos dados obtidos dos prontuarios de cada paciente, os niveis elevados
de MDA apresentaram boa relacdo com o0s pacientes de baixo risco com
presenca de blastos. Contudo, o numero de observacgdes ainda € baixo.

A capacidade de distincdo dos grupamentos formados em relagdo ao
tratamento estudado (Figura 6.1 e 6.2) indica que os niveis de MDA a serem
obtidos dependem diretamente do tipo de doenca ou dano bioldgico
investigado e do modelo utilizado, visto que cada individuo apresenta uma faixa

normal de oxidacao lipidica no organismo.
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ANEXO 1

Tabela 1. Valores de MDA dos pacientes estudados no Capitulo 5

Pacientes com LLA

Criangas Controle

Cadigo MDA (umol L™ Cadigo MDA (umol L™
L 101 3,67+0,05 CC 61 1,05+0,04
L 103 2,10+0,01 CC 62 0,88+0,04
L 104 2,37+0,02 CC 63 0,76+0,16
L 105 1,45+0,06 CC 64 0,60+016
L 106 2,52+0,06 CC 65 0,80+0,25
L 109 3,24+0,27 CC 66 0,88+0,02
L 110 1,93+0,18 CC 68 1,01+0,09
L 112 2,59+0,21 CC 69 0,93+0,05
L 113 2,11+0,17 CC71 0,58+0,03
L 114 3,53+0,06 CC 72 1,20+0,09
L 116 2,01+0,31 CC73 0,92+0,04
L 117 3,30+0,06 CC 75 0,75+0,01
L 118 2,01+0,06 CC 78 1,20+0,08
L 120 2,61+0,25 CC 79 1,130,05
L 121 2,48+0,01 CC 80 0,80+0,03
L 122 2,68+0,03 cc 8l 1,08+0,11
L 123 1,61+0,02 CC 82 0,87+0,25
L 125 2,75+0,13 CC 84 0,84+0,12
L 126 1,59+0,01
L 127 2,25+0,12
L 128 2,81+0,09
L 130 2,32+0,13
L 133 1,28+0,10
L 134 1,14+0,01
L 135 1,63+0,13
L 136 0,97+0,11
L 138 1,17+0,13
L 139 1,190,042

Média + DP 2,15+0,77 Média + DP 0,95+0,2
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