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EVALUATION OF THE STABILITY OF THE OXIDATIVE STRESS PLASMATIC BIOMARKER — MALONDIALDEHYDE.
Malondialdehyde (MDA) is one of the lipid peroxidation products widely used as indicator of cellular injury. However, the short-term
and the long-term stability of this biomarker remain unclear. The objective of this work was to evaluate the stability of plasmatic MDA

at —20 °C, utilizing thiobarbituric acid (TBA) as derivative in spectrophotometric and chromatographic analysis. The results showed

that MDA was stable for 24 h after blood collection, was not stable when stored after alkaline hydrolysis, remained stable for 30
days after TBA derivatization and was stable for 3 days when stored after n-butanol extraction, all at =20 °C.
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INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo produzidas
de forma continua pelas células como parte de seus processos meta-
bélicos'. O desequilibrio entre a formacdo e a remogdo destas espé-
cies, decorrente da diminui¢ao dos antioxidantes endégenos ou ainda
do aumento da gerag@o de espécies oxidantes, gera um estado pro-
oxidante. Este processo favorece a ocorréncia de ataques dessas
espécies reativas a componentes celulares, especialmente os
lipideos®. Assim, a peroxidacdo lipidica provoca dano tecidual, o
qual estd relacionado com a patogénese de varias doencas, entre
elas aterosclerose®, diabetes?, doengas renais® e Alzheimer®.

Muitos biomarcadores vém sendo utilizados para avaliar o estresse
oxidativo, dentre eles malondialdeido (MDA)’, dienos conjugados®,
gases etano e pentano’, isoprostanos'’, 4-hidroxi-nonenal (4-HNE)"!,
modificagdes de proteinas'? e modificagdes no DNA'. O MDA, po-
rém, ¢ um dos biomarcadores mais utilizados por ser um dos produ-
tos secunddrios da peroxidagéo lipidica mais conhecidos'!.

No entanto, os biomarcadores do estresse oxidativo sdo geralmente
muito instaveis. Dessa forma, a andlise confidvel destes biomarcadores
em amostras bioldgicas ¢ muito importante, uma vez que resultados
falsamente alterados podem ser gerados se as andlises néo forem rea-
lizadas sob condi¢des analiticas adequadas. A influéncia do tempo de
processamento das amostras, por exemplo, sobre a estabilidade do
MDA nio é muito conhecida, e deve ser bem estabelecida antes da
sua aplicacdio na andlise de amostras sanguineas humanas, pois se
objetivam resultados confidveis e reprodutiveis na rotina laboratorial.

Além disso, o emprego de uma metodologia especifica é de gran-
de importancia na andlise laboratorial do MDA. O principal método
utilizado € a reagdo do MDA com o 4cido tiobarbitdrico (TBA)™,
formando um complexo colorido que pode ser quantificado por
espectrofotometria ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), ambos com detec¢do visivel. Uma vez que outros aldeidos
podem reagir com o TBA'", a quantificagio de MDA por
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espectrofotometria vem recebendo muitas criticas, e a cromatografia,
por se tratar de uma técnica de separacdo, tem sido a técnica de
escolha para a quantificacdo do MDA.

Neste trabalho, a estabilidade de MDA em plasma humano,
em diferentes etapas de seu processamento, bem como a estabilida-
de do padrdo aquoso de MDA foi verificada utilizando a técnica de
CLAE com deteccio visivel, de acordo com o método de Grotto et
al.'®. Além disso, a metodologia conhecida como TBARS!'7 (subs-
tdncias reativas ao acido tiobarbitdrico) também foi utilizada em
um estudo comparativo entre as metodologias, uma vez que o tra-
tamento da amostra plasmadtica ¢ diferente.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Metanol e n-butanol grau HLPC foram comprados da Tedia
Company (Fairfield USA). Acido tiobarbitidrico, bis-malonil-
dialdeido-dimetil-acetal e 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT)
foram comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos
os outros reagentes usados eram de grau analitico. Solucdes aquo-
sas foram preparadas empregando dgua purificada através do siste-
ma Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Metodologia

A quantificacdo do MDA em amostras de plasma foi realizada
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
detecgdo visivel (VIS), segundo a metodologia de Grotto et al.'®.
Além disso, a técnica de TBARS — VIS foi realizada, segundo a
metodologia de Ohkawa et al.'” modificada, para o estudo compa-
rativo dos niveis de MDA nas diferentes metodologias.

Instrumentacio e condicdes cromatograificas

O equipamento utilizado foi o sistema cromatografico Knauer®,
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modelo WellChrom, com bomba quaterndria, reservatorio de
solventes, misturador, degaseificador para solventes, injetor manual
com amostrador de volume fixo de 20 puL e detector UV-VIS. O
controle cromatogréfico, a coleta e o processamento dos dados fo-
ram realizados usando o programa Eurochrom 2000 Software®, edi-
¢do bdsica 2.05 para Windows.

A separacdo cromatografica foi feita utilizando coluna de fase
reversa C18 Eurospher-100 150 x 4 mm com poro de 5 wm de tama-
nho e pré-coluna Eurospher-100 5 x 4 mm com poro de 5 wm de
tamanho.

A fase mével consistiu-se de uma mistura de 2,5 mM de KH,PO,
—pH 7,0 e Metanol (50:50 v/v), eluigdo isocrética com fluxo de 0,6
mL/min. A absorbancia do eluente foi monitorada a 532 nm e o
tempo total de andlise foi de 8 min. A coluna foi aquecida a 40 °C
pelo sistema termostatizado Chromacon®.

Para a técnica de TBARS, o equipamento utilizado foi o
espectrofotometro Hitachi U-1800.

Preparacao das amostras

Solugoes padrdo

Como padrdao de MDA, utilizou-se o bis-malonildialdeido-
dimetil-acetal. Apds sua diluicdo em agua ultra pura, aliquotas de
200 pL de solucdo de MDA na concentracdo de 3 mM — solucdo
estoque — foram armazenadas em tubos pldsticos tipo “eppendorfs”
a -20 °C. A estabilidade da solu¢d@o estoque foi verificada durante
18 meses.

As solugoes de trabalho foram preparadas diariamente, e obti-
das por dilui¢do da solucdo estoque 3 mM, com estabilidade
verificada ao longo de um dia. Curvas analiticas de calibracdo, aquo-
sas e com adi¢do de paddao na matriz bioldgica, foram preparadas
nas concentracdes de 0,28; 0,56; 1,7; 3,4 e 6,6 UM, de acordo com
a metodologia validada por Grotto er al.'. A quantificacdo de MDA
presente na propria amostra plasmatica antes da adicdo do padrao
foi considerada como nivel basal.

Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas, ap6s consentimento
dos participantes, por venopuncdo, de 6 individuos sadios, com
idade entre 20 e 25 anos, em tubos contendo EDTA como anti-
coagulante. As amostras foram mantidas em banho de gelo até o
momento da centrifugacdo, a qual foi realizada em centrifuga re-
frigerada (4 °C) a 1500 g por 10 min, logo apds a coleta.

Procedimento para analise de MDA

Por cromatografia liquida (CLAE — VIS)

Ap6s centrifugagdo, o plasma foi separado. A um volume de 75
uL de plasma foram adicionados 25 pL de dgua e 25 pL de NaOH
3N, e incubados por 30 min, em sistema de agitagdo horizontal com
aquecimento a 60 °C. Depois disto, 125 uL. de H,PO, 6% e 125 uL.
de TBA 0,8% foram adicionados as amostras e a mistura foi incuba-
da por 45 min a 90 °C. O préximo passo foi adicionar 50 puL de
dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% as amostras. Em seguida, as
amostras foram extraidas com 300 puL de n-butanol ap6s 1 min de
vortex, e centrifugadas a 3000 g por 10 min. Aliquotas de 20 uL da
fase organica foram injetadas no cromatdgrafo.

Por espectrofotometria — TBARS

A um volume de 200 puL de plasma foram adicionados 1100 uL.
de H,PO, 1,4%, 20 uL. de BHT (diluido em etanol) e 500 uL de
TBA 0,6%. As amostras foram incubadas por 45 min a 90 °C. Pos-
teriormente, 200 uL. de SDS 8,7% foram adicionados as amostras,
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as quais foram homogeneizadas, centrifugadas a 3000 g por 10
min e lidas em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 532
nm.

Protocolo elaborado para o estudo da estabilidade da amostra
bioldgica

O estudo da estabilidade do MDA nas amostras de plasma, por
CLAE - VIS, seguiu-se da seguinte forma: imediatamente apds a
coleta do sangue, uma amostra de plasma foi processada em dupli-
cata e quantificada (dia zero); aliquotas de plasma foram separa-
das em ependorffs, armazenadas a 4 °C, e analisadas 24 h apds a
coleta do sangue; aliquotas de plasma foram separadas em
eppendorfs, armazenadas a -20 °C e analisadas nos dias 1, 2, 3 e 4
apos a coleta do sangue, com e sem a adicio do antioxidante BHT;
aliquotas de plasma sofreram hidrdlise alcalina e foram imediata-
mente armazenadas a -20 °C. Apds os dias 1 e 2, o protocolo foi
seguido até as analises cromatograficas; aliquotas de plasma, de-
pois da hidrdlise alcalina, foram derivatizadas com TBA e estoca-
das a -20 °C. Ap6s os dias 5, 10, 20, 30 e 35, o protocolo foi segui-
do até as andlises cromatogréficas; finalmente, a reagdo foi desen-
volvida por completo e as amostras extraidas com n-butanol foram
armazenadas a -20 °C. A estabilidade foi avaliada nos dias 1,2, 3 e
4.

Além disso, para a comparacdo da estabilidade das amostras
plasmaticas pelo método de TBARS, que ndo utiliza a hidrdlise
alcalina, aliquotas de plasma foram analisadas no momento da co-
leta, enquanto outras foram armazenadas a -20 °C e avaliadas 24 e
48 h ap6s o armazenamento. Também se investigou a estabilidade
ap0s a derivatizagdo das amostras plasmaticas com TBA nos tem-
pos zero, 1, 5, 10 e 20 dias apds armazenamento a -20 °C.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A
andlise estatistica foi realizada através do programa Statistica, apli-
cando-se o teste t de Student, p<0,05 foi considerado significativo.
Além disso, amostras com variagdo méaxima de 15% foram conside-
radas estdveis, de acordo com a ANVISA'S,

RESULTADOS

As curvas analiticas apresentaram, segundo a equacdo do grafi-
co, 1= 0,9984 e r* = 0,9995 para as curvas com adi¢do de padrdo
em plasma e para a curva aquosa, respectivamente.

Com o presente estudo, pdde-se observar que a solucdo estoque
de MDA 3 mM mostrou-se estavel a -20 °C ao longo dos 18 meses
em que foi analisada (Figura 1). J4 com relacdo a estabilidade das
solucdes de trabalho de MDA, estas ndo se mostraram estdveis.
Este fato foi verificado pelas curvas de calibragdo. Ap6s 6 h da
dilui¢@o da solugdo estoque de MDA, o ponto mais concentrado da
curva, por exemplo, de 6,6 UM decafa para 4,4 UM, com cerca de
30% de perda. Por isso, seu uso foi verossimil somente até 6 h
apos a dilui¢do, quando estocadas a -20 °C. Quando eram armaze-
nadas em banho de gelo, as solucdes de trabalho de MDA manti-
nham sua estabilidade por no maximo 2 h, sendo que a concentra-
¢do de 6,6 UM decafa para 4,0 uM.

No estudo da estabilidade do MDA com e sem a adi¢do do
antioxidante BHT, quantificado por CLAE-VIS, os resultados obti-
dos estdo apresentados na Figura 2. Verificou-se que as amostras de
plasma armazenadas a -20 °C com BHT eram estdveis por 3 dias
(variagdo < 15%), resultado contrdrio as amostras armazenadas sem
BHT, que se mostraram estdveis por somente 24 h (variagdo de
18% na drea do pico no segundo dia). Porém, devido a estudos
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Figura 1. Andlise da estabilidade da solugcdo aquosa estoque de MDA,
mostrada em meses, armazenadas a =20 °C, ao longo do processo de
quantificagdo do MDA, por CLAE — VIS. A concentragdo de MDA representa
o0 ponto mais concentrado da curva analitica (6,6 uM)*

contestando o uso do BHT como antioxidante, testes foram reali-
zados com amostras de plasma com BHT, sem BHT e com etanol,
principal diluente do BHT. Os resultados obtidos foram de 2,55 +
0,18 uM de MDA para as amostras com BHT, 4,60 = 0,20 uM de
MDA para as amostras sem BHT e 2,58 + 0,16 uM de MDA para
as amostras com etanol. Ndo se observou diferenga significativa
entra as amostras de plasma armazenadas com BHT e com etanol
(p=0,1). Porém, verificou-se uma diminuic¢éo significativa dos ni-
veis de MDA plasmdtico utilizando BHT comparado aos niveis
sem BHT (p=0,001).

Amostra com BHT Amostra sem BHT

MDA (uM)
MDA (uM)

00

Dias Dias

Figura 2. Andlise da estabilidade dos niveis de MDA em amostras plasmdticas,
com e sem o antioxidante BHT, mostrada em dias, realizado por CLAE — VIS
e armazenados a —20 °C. Uma diferenga significativa entre os niveis de MDA
das amostras com e sem BHT foi encontrada (p=0,001)

Quanto a estabilidade da amostra plasmdtica armazenada, a
concentracdo inicial encontrada imediatamente apds a coleta foi
de 4,60 + 0,15 uM, enquanto que apds 24 h, armazenada a 4 °C,
este nivel passou para 8,74 + 0,5 uM, demonstrando uma variacdo
de 90%.

Os resultados do estudo da estabilidade do MDA nas outras
etapas de processamento da amostra plasmadtica sdo mostrados na
Tabela 1. Quando as amostras foram estocadas apds o processo de
hidrélise alcalina, observou-se, logo nas primeiras 24 h apds o
armazenamento, uma perda de cerca de 50% nos niveis de MDA.
Quando as amostras foram derivatizadas com TBA e armazenadas
a -20 °C se mostraram estdveis ao longo de 30 dias, com degrada-
¢do de cerca de 20% do MDA ap6és este periodo. Apds a extracao
das amostras com n-butanol e armazenamento a -20 °C, estas per-
maneceram estaveis por 3 dias. Além disso, observou-se que entre
o periodo de extracdo da amostra com n-butanol e sua inje¢do no
cromatdgrafo, estas deveriam permanecer em banho de gelo, pois
a temperatura ambiente as amostras se degradavam.
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Tabela 1. Analise da estabilidade dos niveis de MDA em amostras
plasmaticas, armazenadas a -20 °C, ao longo do processo de
quantificagdo do MDA, por CLAE — VIS

Amostra apds hidrélise Concentracdo de MDA (uM)

Dia zero 4,60 = 0,15
Dia 1 2,38 + 0,20
Ap0s derivatizagdo com TBA

Dia zero 4,60 = 0,15
Dia 5 4,63 + 0,12
Dia 10 4,61 +0,18
Dia 20 4,56 = 0,12
Dia 30 4,66 = 0,13
Dia 35 3,75 + 0,15
Apés extragdo com n-butanol

Dia zero 4,60 = 0,15
Dia 1 4,60 = 0,18
Dia 2 4,56 £ 0,12
Dia3 4,53 £0,18
Dia 4 3,80 + 0,13

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados comparativos entre as
duas metodologias, pois além de utilizar técnicas de quantificacio
diferentes, CLAE-VIS e TBARS, uma realiza hidrélise e a outra ndo.
Observa-se uma diferenga significativa entre os niveis de MDA
quantificados por CLAE quando comparada a espectrofotometria
(p<0,001). Ambas as metodologias demonstraram que as amostras de
plasma permaneceram estdveis por 24 h a -20 °C. Na etapa de
derivatizacdo com TBA, porém, as amostras que tiveram o MDA
quantificado por CLAE — VIS mostraram-se estdveis por 30 dias, en-
quanto que o0 MDA quantificado por TBARS foi estavel por 20 dias.

Tabela 2. Comparagdo da estabilidade dos niveis de MDA em amostras
de plasma armazenadas a -20 °C logo apds coleta e apds derivatizagdo
com TBA, realizadas pelas técnicas de CLAE — VIS e TBARS. Uma
diferenca significativa entre os niveis de MDA quantificados por CLAE
e por espectrofotometria foi encontrada (p<0,001)

Tratamento Tempo (dias) CLAE - VIS TBARS
Armazenamento 0 4,6 +0,15 6,90 = 0,31
logo apds coleta 1 4,55 = 0,11 7,10 = 0,26
2 3,91 £ 0,18 7,50 + 0,25
Armazenamento 0 4,6 + 0,15 6,80 = 0,71
apos derivatizacio 1 4,61 +0,14 6,90 + 0,58
com TBA 5 4,61 0,12 7,20 £ 0,44
10 4,64 + 0,18 7,55 + 0,85
20 4,70 £ 0,20 7,50 + 0,60
30 4,62 + 0,13 8,10 + 0,83
35 3,75 £ 0,15
DISCUSSAO

Uma vez que a realizacio de um estudo de estabilidade € de
grande relevancia para a rotina clinica laboratorial, com este traba-
lho pode-se verificar, em diferentes etapas do processamento das
amostras de plasma, o armazenamento e a estabilidade do bio-
marcador malondialdeido.

Observando-se os resultados, € possivel perceber a baixa estabili-
dade das solugdes aquosas de trabalho de MDA. Estdveis por no maxi-
mo 2 h em banho de gelo, estas solucdes devem ser manipuladas logo
apos sua diluicdo, evitando assim a perda de MDA, principalmente
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quando curvas de calibragio sdo feitas. Por outro lado, a soluc@o esto-
que de MDA mostrou ter um bom tempo de estabilidade a -20 °C,
podendo ser utilizada por até 18 meses, sem qualquer perda.

O uso do BHT como um antioxidante poderia prevenir a
peroxidacéo lipidica durante os procedimentos’. Porém, o BHT €
dissolvido em etanol ou metanol, solventes que podem ser utiliza-
dos como desproteinizantes. Pilz e colaboradores® verificaram que
a solugdo etandlica por si s6 reduzia os valores de MDA por provo-
car uma desproteinizagdo antes que ocorresse a hidrdlise das protei-
nas, levando a uma perda de MDA por co-precipitacio, pois se
sabe que uma parte do MDA se encontra ligado as proteinas
plasmaticas. No presente estudo, testes com e sem o BHT e somen-
te com o etanol foram realizados. Os niveis plasmaticos de MDA
encontrados tanto para as amostras com BHT quanto para as amos-
tras somente com etanol ndo foram significativamente diferentes
(p=0,1). Além disso, os resultados se apresentaram significativa-
mente diminuidos quando comparados aos niveis de MDA sem
BHT (p=0,001). Assim, a adi¢do de BHT nas amostras de plasma
pode contribuir para obtencdo de resultados falsamente diminui-
dos. O volume de amostra utilizado por Grotto et al.'® é de apenas
75 uL de plasma e uma adi¢do de 25 pL de BHT etandlico pode
desproteinizar a amostra antes que todo o MDA seja hidrolisado,
alterando de maneira ilusdria os valores reais deste biomarcador.
Por outro lado, analisando-se somente a questdo estabilidade da
amostra plasmadtica, observou-se que utilizando BHT a quantificacio
pode ser realizada até 3 dias, sem perda considerdvel (< 15%),
quando a amostra € armazenada a -20 °C. No entanto, neste traba-
lho ndo se adotou o uso de BHT por entender que este possa contri-
buir na obtencdo de resultados falsamente diminuidos e, talvez, a
solucdo seja procurar um antioxidante, evitando a perda por co-
precitagdo do MDA.

Quando armazenadas a 4 °C, as amostras plasmdticas ndo se
mostraram estaveis. Isto ocorreu, provavelmente, pela peroxidacao
dos 4cidos graxos polinsaturados in vitro, elevando os niveis de
MDA erroneamente, demonstrando que as amostras, nesta condi-
¢do de armazenamento, ndo mantém sua estabilidade.

Com relag@o a estabilidade das amostras de plasma, quantificadas
por CLAE-VIS, os resultados encontrados servem como referéncia,
uma vez que sdo poucos os trabalhos abordando este importante
parimetro®. As amostras de plasma armazenadas a -20 °C logo ap6s
a coleta mostraram-se estdveis somente nas primeiras 24 h. Com
isso, € importante lembrar os cuidados que se deve ter em estudos
epidemioldgicos para que ndo haja uma falsa alteraciio dos niveis de
MDA, causada pela demora no processamento da amostra. Wu e
colaboradores® observaram que 0 MDA néo se mostrou estavel apds
armazenamento em gelo em 24 e 36 h. Além disso, muitos trabalhos
citam o armazenamento da amostra de plasma a -20 °C logo apés a
coleta, contudo, o tempo de armazenagem néo € constatado? >, Wong
e colaboradores® observaram que as amostras biolégicas nio devem
ser armazenadas por mais de 24 h a 4 °C.

As amostras de plasma armazenadas apds a etapa de hidrélise
alcalina ndo se mostraram estdveis, uma vez que hd perda do MDA
e seus valores chegam a diminuir 50% ja no primeiro dia apds o
armazenamento.

Por outro lado, as amostras de plasma armazenadas apds a
derivatizagdo com o TBA podem ser quantificadas por até 30 dias
ap0ds o armazenamento, quando quantificadas pelo método de Grotto
et al.' e até 20 dias quando quantificadas pelo método de Ohkawa
et al.”. Este fato € de grande relevincia em estudos que abrangem
um grande nimero de individuos, visto que as amostras devem ser
processadas no momento da coleta, tendo-se, porém, um periodo
de tempo relativamente longo para se realizar as quantificagdes
cromatograficas ou espectrofotométricas com a seguranga de que
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os valores encontrados representardo os valores reais.

No estudo da estabilidade comparativo entre as duas
metodologias, houve um aumento significativo nos niveis de MDA
quantificado por espectrofotometria comparado aos niveis de MDA
quantificado por CLAE-VIS. Esta diferenca comprova que a
metodologia de TBARS nio € especifica, e que outras substincias'
reagem com o TBA.

Além disso, os valores de MDA quantificados pela técnica de
TBARS apresentaram aumento de seus niveis apds 20 dias. Este fato
pode ser explicado, provavelmente, pela presenca de grande quanti-
dade de interferentes presentes na amostra quantificada por TBARS,
uma vez que a metodologia de Ohkawa er al.'” modificada ndo em-
prega hidrdlise alcalina, o que poderia influenciar na instabilidade
obtida, bem como no aumento da presenca de interferentes.

CONCLUSAO

Sabendo-se da relacdo da peroxidacdo lipidica com diferentes
patologias, a quantificagdo laboratorial confidvel do biomarcador
malondialdeido como um indicador do estresse oxidativo € de gran-
de importancia. Além disso, tendo em vista 0 pequeno niimero de
trabalhos que relacionam o armazenamento e a estabilidade deste
biomarcador, uma padronizacio da estabilidade do MDA em amos-
tras de plasma em diferentes etapas de sua reacdo com TBA foi
obtida com o presente estudo.

Neste trabalho, estabeleceu-se que as amostras de plasma, ar-
mazenadas a 4 °C ndo sdo estdveis e que a -20 °C podem ser
mantidas por até 24 h sem BHT. Uma vez realizada a derivatizacao,
as amostras mostraram possibilidade de quantificacdo sem perdas
considerdveis por até 20 dias utilizando-se a espectrofotometria e
de até 30 dias utilizando-se a cromatografia. Assim, os resultados
do método utilizando CLAE-VIS com hidrdlise alcalina foram es-
tdveis por maior tempo.

O método utilizando espectrofotometria apresentou resultados
mais elevados comparados aos obtidos por CLAE-VIS, provavel-
mente devido a inespecificidade do primeiro, pois se sabe que o
TBA reage com outros aldeidos além do MDA.

Diante dos resultados mostrados neste trabalho, é importante
salientar a necessidade de se adotar condicdes analiticas idénticas
quando trabalhos técnico-cientificos sdo realizados, priorizando as-
sim o tempo e acondicionamento das amostras biolégicas, garantin-
do resultados confidveis, sem prejuizo ao diagndstico clinico, inde-
pendente da técnica ou metodologia utilizada.
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