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O malondialdeido (MDA) é um importante biomarcador utilizado
na avaliagdo do estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi
desenvolver uma metodologia para a quantificagdo plasmatica
de MDA, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detec¢ao por arranjo de diodos (CLAE-DAD), apos processo de
derivatiza¢do com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), avaliando
as principais varidaveis pré-analiticas. A curva de calibra¢do em
plasma (0 a 40 uM) apresentou elevada linearidade (?=0,998).
Os principais pardmetros de validagdo foram: recuperac¢do
absoluta: 78%, limite de detec¢do: 0,11 uM e limite de
quantificacao: 0,38 uM. Os valores de MDA determinados em
individuos adultos saudaveis (n=38) foram 3,31 £ 0,38 uM (média
+ DP). Estudos de estabilidade do padrdo de MDA, reagente
derivatizante e MDA plasmaticos, indicaram que a solugcdo padrao
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INTRODUCAO

No processo de respiragdo celular, a redugao
tetravalente do oxigénio pode gerar espécies reativas ao
oxigénio (EROs). Em situacdes de equilibrio as EROs sdo
neutralizadas pelos antioxidantes, porém em algumas situ-
acdes pode ocorrer um desequilibrio entre formas oxidantes
e antioxidantes, gerando estresse oxidativo (Ferreira,
Matsubara, 1997).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a
acao das EROs frente ao estresse oxidativo, porém a mem-
brana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da
peroxidacao lipidica, que acarreta alteragdes na sua estru-
tura e permeabilidade (Ferreira, Matsubara, 1997).

pode ser armazenada a -20 e 4 °C.

Os produtos da peroxidagdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA, C,H,0,), podem ser utilizados como
indicadores da acdo dos radicais livres no organismo
(Ferreira, Matsubara, 1997; Del Rio, Stewart, Pellegrini,
2005; Ozgiiner et al., 1999). O MDA possui acio citotoxica
e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas
patologias associadas ao estresse oxidativo (Andrade Jr et
al., 2005; Steghens et al., 2001; Bagis et al., 2005).

A quantificagdo de MDA nos sistemas biologicos €
um parametro importante para avaliagdo do estresse
oxidativo celular (Pilz, Meineke, Gleiter, 2000; Sim et al.,
2003). O método introduzido por Yagi (1976) tem sido
amplamente utilizado. O principio deste método consiste na
reagdo do MDA com o acido tiobarbiturico (TBA), sendo
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o produto detectado através de leitura espectrofotométrica
naregiao do visivel. Embora este método ainda seja ampla-
mente utilizado, ele nao ¢é especifico para detec¢cdo dos
produtos de peroxidacio lipidica (Steghens et al., 2001),
uma vez que quantifica a soma das diferentes substancias
reativas ao acido tiobarbitarico, denominadas TBARS.
Desta forma, os valores de TBARS incluem interferentes
provenientes da reacdo do TBA com outras substancias
presentes na amostra, como por exemplo, carboidratos e
proteinas (Steghens et al., 2001; Pilz, Meineke, Gleiter,
2000; Sim et al., 2003; Korchazhkina, Exley, Spencer,
2003; Yeo et al., 1994). Além disso, este método propicia
geracgao in vitro de aldeidos devido as condigdes experimen-
tais de incubagdo em temperatura elevada (96°C), por 1
hora, em meio acido (Steghens et al., 2001).

Com o proposito de obter determinagdes mais espe-
cificas e sensiveis para a quantificacdo do MDA em amos-
tras bioldgicas, diversas metodologias com emprego de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tém sido
propostas (Steghens et al., 2001; Pilz, Meineke, Gleiter,
2000; Sim et al., 2003; Karatas, Karatepe, Baysar, 2002;
Londero, Greco, 1996; Mao et al., 2006; Grotto et al.,
2007). Os métodos propostos por Steghens et al. (2001),
Pilz, Meineke, Gleiter (2000) e Mao et al. (2006)
quantificam, além do MDA total, também a sua forma li-
vre. Entretanto, pouco se sabe sobre a significancia
fisiopatoldgica da quantificagdo das formas livre e ligada
(Del Rio, Stewart, Pellegrini, 2005). Dados da literatura
demonstram valores de concentrac¢des plasmaticas inferi-
ores a 0,2 uM para a forma livre.

Uma estratégia comum para melhorar a sensibilida-
de dos métodos de CLAE com detectores UV, em face da
pequena absortividade molar do MDA, ¢ o emprego de
agentes derivatizantes. Nos trabalhos de Grotto ef al.
(2007) e Londero, Greco (1996), foram utilizadas condi-
coes de derivatizag@o similares aquelas empregadas no
método espectrofométrico de determinacao de MDA, com
o uso de TBA como derivatizante. Nestes estudos, a reagao
entre MDA e TBA ocorreu em temperaturas elevadas, o que
pode acarretar formagao in vitro de TBARS.

Alternativamente, outros derivatizantes também tém
sido empregados. Um derivatizante de uso freqiiente na
determinacdo de aldeidos por CLAE-UV ¢ a 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Pilz, Meineke, Gleiter,
2000; Sim et al., 2003; Mateos et al., 2005). O DNPH
apresenta como caracteristica vantajosa o emprego de con-
dig¢des experimentais brandas, baixo custo e rapida reacao
com aldeidos (Sim et al., 2003). Em ensaios que utilizam
como derivatizante 9-fluorenilmetoxi-carbonilhidrazina,
ocorre a formagao de produto detectavel por fluorescéncia.
Alternativamente, Karatas, Karatepe e Baysar (2002) re-
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lataram a determinacdo de MDA em plasma humano por
CLAE-UV sem o uso de derivatizantes.

Os valores de referéncia para os niveis de MDA to-
tal relatados na literatura apresentam grande variabilida-
de, estando relacionados com as condigdes experimentais
utilizadas nos diferentes ensaios. Desta forma, os valores
de MDA plasmatico determinados para individuos sauda-
veis por Steghens et al. (2001) sdo 0,138 = 0,028 uM,
enquanto que para Pilz, Meineke e Gleiter (2000) sao 2,16
+ 0,29 uM, em contraste com os valores obtidos por Sim
etal. (2003) de 13,8 £ 1,32 uM, Londero e Greco (1996)
de 0,85 + 0,25 uM e Mao et al. (2006), de 0,426 + 0,029
uM. Considerando as variagdes entre os valores de referén-
cia citados, torna-se necessario a determinacdo de um in-
tervalo de referéncia individualizado para cada método
desenvolvido.

Uma vez que a quantificagdo de MDA é amplamen-
te utilizada como um marcador do dano oxidativo em mo-
léculas lipidicas, ¢ importante o desenvolvimento de novas
metodologias que fornecam resultados com adequada sen-
sibilidade e especificidade. Também, as condigdes pré-ana-
liticas e analiticas devem ser otimizadas e validadas, inclu-
indo a determinagao da estabilidade de reagentes, analito e
produto da reagdo de derivatizagdo. O presente estudo con-
siste no desenvolvimento e validagao de uma metodologia
para quantificacdo de MDA plasmatico por CLAE com
detector de arranjo de diodos, utilizando o DNPH como
derivatizante. Com o proposito de aumentar a seletividade
da determinacdo desenvolvida, foi utilizado um detector
espectrofotométrico com arranjo de diodos (DAD), permi-
tindo a obten¢do de espectros de varredura do analito, a
comparacao com espectros de referéncia e a avaliacao da
pureza espectral dos picos.

MATERIAL E METODOS
Reagentes

Os reagentes 1,1,3,3-tetractoxipropano e 2,4-
dinitrofenilhidrazina foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA). Acetonitrila grau HPLC foi
fornecida pela Merck (Darmstadt, Alemanha). Acido
acético, acido cloridrico, &cido sulfurico e acido perclérico
foram adquiridos da Casa da Quimica (Diadema, Brasil).
Agua foi obtida por destilagdo e deionizagio e purificada
adicionalmente com um sistema Elga Purelab Ultra SC da
Elga Labwater (Lane End, Reino Unido).

A solugdo estoque de MDA (10 mM) foi preparada
como descrito em Sim et al. (2003) a partir de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano ¢ H,SO, 1% (v/v). A solugdo
derivatizante foi preparada pela adi¢ao de 25,5 mg de 2.,4-
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dinitrofenilhidrazina em HC1 2M, no volume final de 25 mL
e foi armazenada em aliquotas de 2 mL a -20 °C. As solu-
¢oes de trabalho de MDA, nas concentragdes de 10 e 100
uM, foram preparadas através de sucessivas dilui¢cdes da
solucao-mae com agua purificada. A fase movel foi prepa-
rada através da adicdo de 620 mL de agua ultra-purificada,
acidificada com 4cido acético 0,2% (p/v) pH 3,0, filtrados
com membrana de acetato de celulose 0,45 pm (Schleicher
e Schuell, Alemanha), a 380 mL de acetonitrila. A fase
movel foi desgaseificada por sonicacdo em banho ultra-
sonico antes da sua utilizacao.

Analise cromatografica

O sistema cromatografico era composto por um sis-
tema quaternario de bombas LC-10AT, modulo controlador
SCL-10A, desgaseificador DGV-14A, forno de coluna
CTO-10AS, auto-injetor SIL-10AF e detector de arranjo de
diodos (DAD) SPD-M10A. O sistema foi controlado pelo
programa Class VP 6.13 SP2 (Shimadzu, Kyoto, Japao).
A separacgao foi realizada em uma coluna Shim-Pack RP-
18e (150 x 4,6 mm, d.i. 5 pm), a qual foi protegida por uma
pré-coluna Shim-Pack G-ODS (10 x 4.0 mm, d.i. 5 pm),
ambas da Shimadzu (Kyoto, Japao). Os cromatogramas
foram monitorados em 310 nm, com aquisi¢ao de espectros
de varredura entre 200 e 380 nm. Foram injetados 50 uL da
amostra, com eluigdo isocratica com fluxo de 1 mL/min. A
coluna foi mantida a 30 °C durante a analise.

Preparacao da amostra

Inicialmente, a amostra (100 uL de plasma) foi
hidrolisada através da adigdo de 200 pL de NaOH 1,5 M para
obtencao do MDA livre das proteinas plasmaticas. Esta mis-
tura foi incubada a 60 °C por 30 minutos, condigdes previa-
mente determinadas para hidrdlise alcalina (Pilz, Meineke,
Gleiter, 2000). Apds, foram adicionados a amostra 200 pL de
H,CIO, 10% (v/v), seguido de homogeneizagdo em agitador
tipo vortex por 1 minuto. A mistura foi centrifugada por 10
minutos em microcentrifuga refrigerada a 4 °C, com velocida-
de de 14.500 g. Entdo, 250 pL do sobrenadante foram trans-
feridos para tubo de polipropileno de 2 mL, onde foram adi-
cionados de 25 pL da solucdo derivatizante de DNPH. A re-
acdo ocorreu em temperatura ambiente, ao abrigo da luz,
durante 30 min. Uma aliquota de 50 pL da solucao resultan-
te foi injetada no sistema CLAE-DAD.

Curva de calibracao

Para preparagdo dos calibradores, foi utilizado pool
de amostras de plasma no qual a area relativa ao pico de

MDA-DNPH foi determinada em sextuplicata. A curva de
calibracao foi obtida através da adi¢ao-padrao das solugdes
trabalho de MDA em amostras de plasma, a fim de obter as
concentracdes adicionadas de 1,5; 3;5; 10; 20 e 38 uM. A
area média relativa ao pico de MDA-DNPH do pool foi
subtraida das areas obtidas com os valores adicionados de
MDA. Todas as concentragdes foram analisadas em
sextuplicata e a média das determinagdes foi utilizada para
a construgdo da curva de calibragao.

A curva de calibragao foi construida através da deter-
minag¢do da correlag@o entre area obtida para o pico
cromatografico do produto MDA-DNPH (y) e concentra-
¢des de MDA adicionadas ao plasma (x). A curva de
calibragdo foi avaliada através do seu coeficiente de deter-
minagdo (r?) e analise de varidncia (ANOVA).

Parametros de validacao

O limite de deteccdo e de quantificagao foram deter-
minados segundo Shah et al. (2000), calculados como 3,3
e 10 vezes a area do ruido da linha de base provenientes da
matriz, respectivamente.

A precisao e a exatiddo do método foram determina-
das adicionando quantidades conhecidas de MDA a amos-
tras de plasma, conforme descrito no item curva de
calibracao, obtendo concentra¢des finais adicionadas de
MDA de 1,5; 3; 8; 15 e 30 uM. Os testes foram realizados
em triplicata, em 3 dias diferentes. As 9 concentragdes
obtidas para cada nivel de concentragdo foram submetidas
a analise de variancia (ANOVA), considerando dia como
variavel agrupadora, a fim de determinar a precisao intra-
ensaios e inter-ensaios. A precisao foi expressa como coe-
ficiente de variacdo percentual (C.V.%). A exatidao foi
calculada utilizando os mesmos dados, comparando a
média das concentragdes obtidas em cada nivel de concen-
tracdo com a concentracdo nominal e foi expressa como
porcentagem da concentragdo adicionada.

A especificidade do método foi determinada através
da analise de 6 amostras de plasma de individuos diferen-
tes, avaliando a presenca de potenciais interferentes na
analise cromatografica, segundo Shah et al. (2000). Adici-
onalmente, todos os picos relativos ao MDA obtidos no
estudo de validacdo foram avaliados com respeito a simi-
laridade espectral com amostra de referéncia e a sua pureza
espectral.

A estabilidade no processo foi avaliada através da
analise de amostras de plasma contendo MDA nas concen-
tragoes de 18 e 38 M mantidas em temperatura ambiente
e protegidas da luz, em intervalos de 2 horas, durante 10
horas. Este experimento foi realizado em dois dias conse-
cutivos.
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Estudos de estabilidade

A estabilidade da solugdo de trabalho de MDA na
concentragao de 10 pM foi avaliada nas temperaturas de -20
e 4 °C. Aliquotas desta solucao foram analisadas nos dias 1,
2,6,8,15,16,17,21,23,28 ¢ 29. A concentracdo de MDA
nas aliquotas foi determinada através de espectrofotometria
na regido do ultravioleta, com medidas de absorbancia em
245 nm, segundo Korchazhkina, Exley e Spencer (2003).

A estabilidade da solugao derivatizante de DNPH,
mantida a -20 °C e separada em aliquotas, foi avaliada em
11 diferentes dias ao longo de um periodo de 36 dias (dias
1,2,6,7,8, 13, 14, 20, 27, 35 e 36). A estabilidade foi
avaliada através da medida da absorbancia da solucgao
derivatizante nos comprimentos de onda 265, 361 e 628,
que sdo maximos de absor¢ao do DNPH.

A estabilidade do MDA em amostras de plasma foi
determinada a partir da analise de amostras contendo 13
UM de MDA, armazenadas a -20 °C, durante um periodo
de 35 dias (dias 1, 6,9, 13, 22, 28 ¢ 35). Foram considera-
das estaveis amostras cujas concentragdes de MDA apre-
sentaram variacdes inferiores a 10 %, com respeito a con-
centragdo inicial, durante o periodo de armazenamento.
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Valores de referéncia

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa do Centro Universitario Feevale (Parecer
n°2.08.03.06.443). A amostra foi composta por um total
de 46 individuos. Os individuos foram convidados a par-
ticipar como voluntarios e responder a um questionario
sobre qualidade de vida. Apds a avaliagao dos questiona-
rios, 38 individuos foram selecionados levando em conta
os seguintes critérios de inclusdo: idade entre 20 e 40
anos, sem relato de doengas cronicas, nao fumantes, ndo
praticantes de exercicio fisico intenso e ndo usuarios de
medicamentos, incluindo suplementos vitaminicos (exceto
contraceptivos orais), os quais podem influenciar os ni-
veis plasmaticos de MDA (Kanter, Nolte, Holloszy,
1993). Os demais voluntarios (n=8) que nao atendiam a
estas caracteristicas foram excluidos do estudo. Foram
coletados 4 mL de sangue periférico em tubos contendo
EDTA, que foram imediatamente centrifugados para se-
paragdo do plasma e armazenado a -20 °C até a sua ana-
lise. Os valores foram expressos através da média + des-
vio padrao das concentra¢des de MDA determinados no
grupo em estudo.
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FIGURA 1 - Cromatograma (310 nm) de solugdo MDA 4 uM, apos derivatizacdo com DNPH. Tempo de retencdo do
DNPH: 5,2 minutos. Tempo de retengao do produto MDA-DNPH: 8,8 minutos. Os espectros de absor¢ao obtidos pelo
DAD com varredura entre 200 e 380 nm também estao apresentados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Separacao e deteccao cromatografica

Foi possivel a separagdo do analito, sem a presenga
de picos interferentes endogenos no cromatograma. O tem-
po de retengao médio do produto MDA-DNPH foi de 8,8
min, ¢ o tempo total da analise cromatografica foi de 14 min
(Figura 1). O pico cromatografico referente ao DNPH, pre-
sente em excesso na amostra, apresentou tempo de eluig@o
médio de 5,2 min.

A identificacdo do produto MDA-DNPH foi reali-
zada através do tempo de retengdo e também através da
comparagao do seu espectro de absor¢ao UV, na faixa de
comprimentos de onda entre 200 e 380 nm (Figura 1),
com espectros obtidos com amostras de referéncia. Atra-
vés do detector DAD foi possivel avaliar a pureza
espectral dos picos cromatograficos obtidos, aumentan-
do a especificidade da determinacdo (Pragst, Herzler,
Erxleben, 2004).

Curva de calibracio e validacao

A curva de calibragdo em plasma adicionado com
1,5; 3; 5; 10; 20 e 38 uM de MDA apresentou
linearidade adequada (r>= 0,9982), com inclinagédo
4170,1 e intercepto 191,33. Alternativamente, foi reali-
zada a calibragdo utilizando calibradores com MDA em
amostras aquosas. A curva obtida empregando matriz
aquosa apresentou equagdo de regressao linear y =
3954,5x +2183,9 e r*0,9888. Ambas as curvas apresen-
taram significativo paralelismo, representado por um r?
de 0,9947. Entretanto, o uso de curvas de calibra¢io ob-
tida em calibradores preparados em matriz aquosa,
como relatado nos trabalhos de Steghens et al. (2001),
Pilz, Meineke e Gleiter (2000), Karatas, Karatepe ¢
Baysar (2002), Mao et al. (2006) e Mateos et al. (2005)
leva a uma subestimacdo dos valores de MDA
plasmatico, consideracao que a recuperacao absoluta do
procedimento de preparo da amostra encontra-se na fai-
xa de 75 a 81%. Desta forma, o método com calibragao
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baseada em amostras preparadas em plasma foi seleci-
onado para o estudo de validagao e o posterior emprego
na determinacdo de valores de referéncia.

O teste F para ndo significancia heterocedastica (a
=0,01) revelou que a curva de calibragdo plasmatica
tem perfil homocedastico, indicando que as variancias
do termo de erro do modelo sdo constantes para todas as
observagdes (Cribari-Neto, Soares, 2003). Foi desneces-
sario, portanto, o ajuste da curva para a forma de regres-
sdo linear ponderada. A regressdo apresentou falta-de-
ajuste ndo significativa, para um nivel de confianca de
5%.

Os parametros recuperacao, precisao intra-dias, pre-
cisdo inter-dias ¢ exatidao, avaliados nas concentragdes
1,5;3;5; 8; 15e 30 uM (n = 3) em trés diferentes dias,
foram calculados através de ANOVA e estao de acordo com
os valores determinados para validagdo de métodos (Shah
et al.,2000), conforme expresso na Tabela I. Nas analises
de 6 amostras de plasma diferentes ndo foram observados
interferentes no tempo de retengao do produto MDA-
DNPH. Os picos de MDA-DNPH apresentaram pureza
espectral em todas as analises.

Os limites de detecgdo e quantificagdo, determinados
com base na relagdo sinal:ruido, conforme Shah et al.
(2000), foram de 0,11 e 0,38 uM, respectivamente.
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FIGURA 2 - Estabilidade no processo, plasma 18 ¢ 38 uM
MDA apés 2, 4, 6, 8, 10, 22, 24, 26, 28, 30 e 32 horas da
etapa de derivatizagao.

TABELA | - Recuperacao, precisao e exatiddo para a determinacdo de MDA em plasma (n = 3)

Concentracdo(uM)  Recuperagdo (%) Precisdo intra-dias (CV %)  Precisédo inter-dias (CV %)  Exatidao (%)
1,5 75,5 5,16 2,42 105,55
3 74,2 8,02 6,29 104,06
8 76,3 14,69 7,13 99,37
15 79,4 7,68 6,93 98,21
30 81,4 3,67 4,63 101,57
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Estabilidade

Através da avaliagdo da estabilidade no processo
durante dois dias, nas concentragdes 18 e 38 UM, armaze-
nadas em temperatura ambiente e protegidas da luz, obser-
vou-se que o produto derivatizado ndo apresenta, nestas
condi¢des, importantes variagdes na sua concentragao (Fi-
gura 2). Isto indica que apos o preparo das amostras exis-
te um tempo razoavel, de pelo menos 30 horas, para a ana-
lise cromatografica, o que permite a utilizagdo do procedi-
mento em condigdes de rotina laboratorial. Este achado esta
de acordo com o verificado por Pilz, Meineke e Gleiter
(2000), na avaliagdo da estabilidade do derivatizado por
periodo de 20 horas sob as mesmas condi¢des de
armazenamento.

A solugdo padriao de MDA (10 uM) armazenada a
-20 e 4 °C, manteve-se estavel em ambas as temperaturas
durante o periodo de 35 dias em que foi analisada. A solu-
¢do derivatizante permaneceu estavel durante 35 dias sob
armazenamento a -20 °C, ao contrario do que € citado na
literatura(Mao et al., 2006). Estas solugdes podem, portan-
to, ser preparadas mensalmente e estocadas sob refrigera-
¢do, diminuindo a produgdo de residuos laboratoriais € o
gasto com estes reagentes.

Diferentemente de estudos anteriores (Pilz, Meineke,
Gleiter, 2000, Sim et al., 2003; Nielsen et al., 1997,
Suttnar, Masova, Dyr, 2001; Mateos et al., 2005), nos
quais as amostras de plasma para quantificacdo de MDA
sdo armazenadas a -80 °C até o momento da analise, neste
trabalho demonstramos que os niveis plasmaticos de MDA
mantém-se estaveis por 35 dias, quando as amostras sao
armazenadas a -20 °C (Figura 3). Desta forma, mesmo
laboratdrios que possuem apenas congeladores convenci-
onais podem armazenar amostras de plasma por um peri-
odo de tempo aceitavel.
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FIGURA 3 - Estabilidade do MDA plasmatico armazenado
a-20 °C, por 35 dias.
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Derivatizacao

Na derivatizacdo do MDA com TBA (Londero,
Greco,1996; Grotto et al., 2007), as condigdes experimentais
propiciam a geracao in vitro de produtos de lipoperoxidagao,
contribuindo para uma menor especificidade do método. O uso
de DNPH como derivatizante apresenta como vantagem, além
da melhoria das caracteristicas de absortividade no UV, o uso
de condigdes reacionais mais brandas, em temperatura ambi-
ente. O produto MDA-DNPH, nas condigdes de derivatizacao
utilizadas, atinge concentragdes maximas entre 15 e 30 minu-
tos. O uso de outros derivatizantes como o diaminonaftaleno
(DAN) e a FMOC-hidrazina ja foram propostos nos trabalhos
de Steghens et al. (2001) e Mao et al. (2006) respectivamen-
te, porém estes derivatizantes requerem tempo de incubacao
mais longos as reagoes (180 minutos para o DAN e 4 horas
para a FMOC-hidrazina).

Valores de referéncia

Os valores de referéncia foram obtidos a partir da
analise dos niveis plasmaticos de MDA em um grupo de 46
individuos voluntarios do estudo. A amostra foi composta
por 38 voluntarios que atenderam os critérios de inclusao
(27 mulheres e 11 homens). Foram excluidos do estudo 2
individuos que apresentavam doenca cronica, 4 fumantes
e 2 usuarios de medicamentos. O valor médio do nivel de
MDA na amostra foi de 3,31 uM + 0,38 (n=38), conside-
rando-se os valores de 3,24 + 0,34 (n=27) para mulheres e
3,47 + 0,44 para homens (n=11).

Comparacao com outros estudos

Na Tabela II sdo apresentados parametros de vali-
dacdo e valores de referéncia dos estudos de Pilz, Meineke
e Gleiter (2000), Sim et al. (2003) e Mateos et al. (2005),
os quais utilizam condigdes experimentais semelhantes as
empregadas no presente trabalho, ou seja, hidrodlise alca-
lina, precipitacdo protéica acida e derivatizagdo com
DNPH. Pilz, Meineke e Gleiter (2000) encontraram valo-
res médios de 2,16 + 0,29 (n = 12), enquanto Sim ef al.
(2003) obtiveram valores de referéncia em individuos
sauddveis na ordem de 13,8 + 1,32 (n = 20). A grande
variabilidade dos valores encontradas nos diferentes mé-
todos pode ser explicada devido a diferengas no proces-
so de hidrolise, ja que grande parte do MDA encontra-se
ligado a proteinas plasmaticas. Os valores encontrados
por Sim et al. (2003), bem mais altos do que os determi-
nados por Pilz, Meineke e Gleiter (2000) e do que os ni-
veis obtidos no presente trabalho, sdo justificados pelos
autores como resultados de um processo de hidroélise mais
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TABELA Il - Métodos para deteccdo de MDA por CLAE com uso de DNPH como derivatizante.

Detector ~ Volume  Matriz curva Recuperagdo LOD (UM) Valores de referéncia Referéncia

amostra (UL) calibracdo  absoluta (%) de MDA (UM)
DAD 250 1% H,SO, 93,6 0,30 2,16+ 0,29  Pilz, Meineke, Gleiter (2000)
UV-VIS 50 plasma 88,5 2,10 13,8 £ 1,32 Sim et al. (2003)
UV-VIS 250 tampao PBS 96,3 —99.8 0,10 n.d. Mateos et al. (2005)
DAD 100 plasma 75,5 - 81 0,11 331+0.38 uM p-t.

DAD: detector de arranjo de diodos; UV-VIS: ultra-violeta-visivel; n.d.: ndo disponivel; p.t.: presente trabalho.

efetivo. Entretanto, ao replicarmos as condigdes de
hidrolise de Sim et al. (2003), ndo obtivemos valores sig-
nificativamente diferentes.

Desta forma, o presente estudo, em comparagdo com
aqueles constantes na Tabela II, € o tinico a conjugar a uti-
lizagdo de pequenos volumes de amostra com elevada sen-
sibilidade, bem como a avaliar a estabilidade do analito e
do produto de derivatizagdo, tanto em condig¢des de
armazenamento como em processo. Também se deve des-
tacar que diferentemente dos estudos de Pilz, Meineke e
Gleiter (2000) e de Mateos et al. (2005), as amostras em-
pregadas no presente estudo de validagao foram prepara-
das em plasma humano, conforme recomendado por Shah
et al. (2000), e por tanto levam em consideragao a presen-
ca de interferentes enddgenos e a recuperagio absoluta do
método.

Cabe destacar a ampla variabilidade de valores de
referéncia relatados na literatura. As diferencas nos indices
basais de MDA podem também ser justificadas pelas dife-
rengas étnicas e culturais das populagdes estudadas, inclu-
indo habitos alimentares dos individuos. Entretanto, a re-
alizacdo de estudos interlaboratoriais com as mesmas
amostras pode ser uma forma de identificar possiveis erros
sistematicos nas diferentes técnicas utilizadas e conseqtien-
temente obter um maior consenso quanto aos niveis basais
do MDA em individuos adultos saudaveis.

CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método para determinagao de
MDA por CLAE-DAD, apds derivatizagdo com DNPH,
utilizando coluna de fase reversa e elui¢do isocratica. As
condigdes experimentais foram otimizadas demonstrando
que existe estabilidade tanto do reagente de derivatizacdo
e quanto do analito, permitindo sua utiliza¢cdo em condi-
coOes laboratoriais usuais. Nestas condi¢des experimen-
tais, o método apresentou precisao de 2,4 - 14,7 % e exa-
tidao de 98,2 - 105,5 %. O limite de quantificagdo foi de
0,38 uM. O método proposto € sensivel, preciso e exato.
Ainda, utiliza condigdes experimentais que ndo propici-

am a geracdo de MDA durante o ensaio. E um método
altamente especifico, devido ao uso de detector de arranjo
de diodos, que possibilita a determinacdo da pureza dos
picos cromatograficos. Além disso, a reagdo de
derivatizagdo forma um produto facilmente separado por
CLAE, sem interferentes. Devido a linearidade obtida
com a adicao de padrdes, torna-se dispensavel o uso de
padrao interno. Além disso, foi estabelecido o intervalo de
referéncia das concentragdes médias de MDA para o
método, a partir das analises de amostras de individuos
adultos saudaveis, de 3,31 uM + 0,38 (n=38), dentre este
grupo considera-se os valores para mulheres de 3,24 +
0,34 (n=27) e 3,47 + 0,44 para homens (n=11).

ABSTRACT

Preanalytical and validation studies for the determi-
nation of malondialdehyde in human plasma through
high performance liquid chromatography after
derivatization with 2,4-dinitrophenylhydrazine

Malondialdehyde (MDA) is an important biomarker for the
evaluation of oxidative stress status. The aim of this study
was to develop a method for plasma MDA quantification by
high performance liquid chromatography with diode-array
detection (HPLC-DAD), following derivatization with 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH), evaluating the main
preanalytical variables. The calibration curve in plasma (0
to 40 uM) presented high linearity (’ = 0.998). Main vali-
dation parameters were: recovery: 78%,; LOD: 0.11 uM
and LOQ: 0.38 uM. The MDA values obtained in healthy
volunteers (n=38) were 3.31 £ 0.38 uM (mean + SD). Sta-
bility studies of MDA standard solution and derivatizing
reagent and plasma MDA indicated that the standard solu-
tion can be stored at -20 and 4 °C, remaining stable for at
least 30 days.

UNITERMS: Oxidative stress. Malondialdehyde. High
performance liquid chromatography. 2,4-dinitro-
phenylhydrazine.
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