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O estresse oxidativo pode ser iniciado pela diminuicado do sistema de defesa
antioxidante ou por uma produgdo excessiva de radicais livres, um desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes. A alteracdo mais significativa nas defesas antioxi-
dantes € a diminuigdo na concentragao da glutationa reduzida (GSH). A deplecéao da
GSH esta relacionada a estados patolégicos; incluindo cancer, doengas
neurodegenerativas e cardiovasculares. E o principal tiol ndo protéico envolvido na
defesa antioxidante contra produtos de biotransformacdo de xenobidticos e
compostos deletérios formados naturalmente, como os radicais livres e
hidroperdxidos. A glutationa ndo sé protege as membranas celulares do dano
oxidativo, mas também ajuda a manter os grupos sulfidrilicos de muitas proteinas na
forma reduzida, mantendo sua funcdo normal. Os radicais livres induzem a
peroxidagao lipidica que ocupa importante fungdo nos processos patoldgicos de
muitas doencas como as doencas cardiovasculares. Devido a importante funcao da
GSH na protecao contra o estresse oxidativo e detoxificacdo de xenobidticos, sua
disponibilidade na forma reduzida pode ser um fator essencial para a manutencao
da saude. Consequentemente, sua determinacdo em eritrocitos humanos é
necessaria. Assim, metodologias para a medida da GSH em amostras biologicas e

sua exequibilidade como método de rotina em laboratérios de analises clinicas sao
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fundamentais. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tornou-se, recen-
temente, o método de escolha para a medida de GSH porque é rapido, altamente
seletivo, sensivel e reprodutivel. Relatos recentes descrevem o uso da CLAE com
deteccdo por fluorescéncia de derivados ou detecgdo eletroquimica de grupos
sulfidrilicos, no entanto, estes detectores ndo sado largamente utilizados como os
modelos de ultravioleta-visivel. Para a analise de amostras sanguineas por CLAE, a
remocao de proteinas € a etapa de cleanup mais importante. Neste estudo, um
método foi otimizado e validado para determinar GSH em eritrécitos humanos por
CLAE, eluicao por gradiente, detecgao ultravioleta, comprimento de onda 330 nm. A
separacgao foi realizada em uma coluna C18 integrada a uma coluna guarda, a 39°C.
A derivagdo pré-coluna foi realizada com acido 5,5ditio-bis (2-nitrobenzdico)
(DTNB), reagente de Ellman. Os eritrécitos foram separados, hemolisados e
desproteinizados com acido tricloroacético 15% antes da derivagédo. Os parametros
analiticos avaliados foram: linearidade, seletividade, precisdo, exatidao,
recuperacao, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, robustez e estabilidade. O
método otimizado foi aplicado em amostras de sangue de individuos sadios (grupo
controle) e de pacientes submetidos ao tratamento de hemodialise. A analise foi
linear de 0,5 a 3,0 mM. O desvio padrao relativo para a precisao intra- e inter-dia foi
menor que 10% com exatidao (bias%) menor que + 10% para as concentragdes 0,5;
1,5 e 3,0 mM. A recuperagcao média de GSH em eritrocitos foi acima de 94%. O
limite de deteccao foi de 0,0024 mM e o limite de quantificacdo foi de 0,0081 mM. As
amostras derivadas com DTNB mostraram boa estabilidade por um més a —20°C.
Os individuos saudaveis mostraram niveis de GSH semelhantes aos obtidos em
trabalhos prévios. Os niveis eritrocitarios de GSH dos pacientes foram
significativamente aumentados (p<0,05) quando comparados com os do grupo
controle. Muitos dos pacientes receberam suplementagao vitaminica do complexo B,
70% e eritropoietina, 75%. Os resultados demonstraram que o método otimizado é
linear, reprodutivel, apresenta baixo limite de deteccdo e quantificacdo e é

exequivel.



Resumo/Abstract vii

ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate Course of Toxicology Biochemistry

Federal University of Santa Maria

QUANTIFICATION OF REDUCED GLUTATHIONE IN HUMAN
ERYTHROCYTES BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY-UV: VALIDATION AND APLICATION
AUTHOR: KAREN LILIAN SCHOTT
Adviser: Solange Cristina Garcia Pomblum

Place and date of defense: Santa Maria, February 21" 2005.

Oxidative stress may be initiated by a decline in the antioxidant defence
system or by an overproduction of free radicals leading to an imbalance between
oxidants and antioxidants. The most significant alteration in the antioxidant defence
is a decrease in reduced glutathione (GSH) concentration. GSH depletion is linked to
a number of disease states; including cancer, neurodegenerative and cardiovascular
diseases. GSH is the main nonprotein thiol involved in the antioxidant cellular
defence against xenobiotics and naturally occurring deleterious compounds, such as
free radicals and hydroperoxides. GSH not only protects cell membranes from
oxidative damage, but also helps to maintain the sulphydryl groups of many proteins
in the reduced form, a requeriment for their normal function. Free radicals induce lipid
peroxidation that plays important roles in the pathological process of many diseases
such cardiovascular diseases. Given the role of GSH in the protection against
oxidative stress and detoxification of xenobiotics, its availability in the reduced form
may be a key factor in the maintenance of health. Therefore, its determination in
human erythrocytes is necessary. Metodologies for measuring GSH in human
biological samples and their feasibility as routine methods in the clinical chemistry

laboratory are important. The high-performance liquid chromatography (HPLC)
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became recently the method of choice for measuring GSH, because it is rapid, highly
specific, sensitive and reproducible. Recent reports describe the use of HPLC with
fluorescence detection of derivatives or electrochemical detection of the sulphydryl
groups, however these detectores are not as widely available as ultraviolet-visible
models. For the HPLC analysis of blood samples, the removal of proteins is the most
important cleanup step. In this study, a method was optimized and validated to
determine the human erythrocyte GSH by HPLC, gradient elution, with ultraviolet
detection, wavelength 330 nm. The separation was performed on a C18 column
integrated with guard-column, at 39°C. Pre-column derivatization was performed with
5, 5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid (DTNB), Ellman’s reagent. The erythrocytes
were separed, hemolized and deproteinized with 15% trichloroacetic acid before the
derivatization. The analytical parameters were evaluated: linearity, selectivity,
precision, accuracy, limit of detection, limit of quantification, robustness, recovery and
stability. The optimized method was applied in healthy human (control group) and
patients receiving hemodialysis treatment. The assay was linear from 0.5 to 3.0 mM.
The relative standard deviation for intra- and inter-day precision was lower than 10%
with accuracy (%bias) was within £ 10% for the three GSH concentrations. The
average recovery of GSH from erythrocytes was over 94%. The limit of detection was
0.0024 mM and the limit of quantification was 0.0081 mM. Derivatized samples with
DTNB showed good stability for a month at —20°C. The method was evaluated in
blood samples from healthy subjects and hemodialyzed patients. Erythrocyte GSH
levels of patients were significantly (p<0.05) increased when compared with control
group. Many patients received vitamin supplementation, 70% and erythropoietin,
75%. The healthy subjects showed GSH levels similar to previous reports. The
results demonstrated that the optimized method is linear, reproducible, provided low

limit of detection and quantification, and is feasible.
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1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo pode resultar do excesso da produgao oxidante ou da
deplecao das defesas antioxidantes. Estas protegem os tecidos e liquidos corporeos
da lesdo causada pelos oxidantes produzidos pelo metabolismo normal ou pela
resposta a inflamacéo e doencgas (Leite & Sami, 2003).

Espécies reativas do oxigénio e particularmente os radicais livres induzem a
peroxidacgao lipidica e, conseqientemente, ao dano tecidual. O desequilibrio gerado
no estresse oxidativo € contrabalangado, principalmente, pela glutationa reduzida
(GSH), o antioxidante mais abundante das células de mamiferos que exerce uma
série de fungdes importantes.

A GSH participa da detoxificagcdo de drogas, transporta aminoacidos para o
ciclo y-glutamil e é sequestradora de radicais livres (Nozal et al.,1997). Uma
importante fungdo é a detoxificagdo de metabdlitos eletrofilicos, ndo somente como
doador imediato de elétrons para neutralizar o peroxido de hidrogénio e os
lipoperéxidos, mas também como um sequestrador de radicais livres do
oxigénio/nitrogénio (Leichtweis & Ji, 2001), gerados durante o metabolismo de
substancias endogenas e exogenas impedindo, assim, o dano oxidativo de
macromoléculas (Kozer et al., 2002). Um dos papéis do ciclo redox da glutationa e
enzimas que compdem seu metabolismo € o de manutengédo dos baixos niveis de
hidroperéxidos lipidicos, evitando danos celulares provenientes do ataque desses
radicais (Rover et al., 2001).

As propriedades multifuncionais da GSH estdo refletidas num interesse
crescente por esta molécula como parte integrante das mais diversas investigagdes,
incluindo mecanismos enzimaticos de regulagao antioxidante, biossintese de macro-
moléculas, cancer, toxicidade devido a oxigenoterapia prolongada e, mais recente-

mente, doencga de Alzheimer, Parkinson e lesdes oxidativas do DNA.
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A determinagdo sanglinea da GSH pode fornecer importantes informacoes
bioquimicas do balango oxidante-antioxidante no organismo, e ao mesmo tempo,
permitir correlagdes clinico-laboratoriais com processos patolégicos nos quais a sua
quantificacdo pode ser um indicador indireto dos niveis de lipoperoxidacao.

A complexidade da matriz biologica, a instabilidade do analito e as
particularidades analiticas envolvidas na analise da GSH tornam sua quantificacéo
um problema. Assim, busca-se desenvolver métodos analiticos para a quantificacéo
da GSH em amostras sanglineas com elevada sensibilidade, baixos niveis de
interferéncia, rapidez e baixo custo, aspectos importantes para viabilizar as analises.

Dentre os pontos importantes na determinagdo da GSH eritrocitaria se
encontra o tratamento da amostra. A localizagdo intra-eritrocitaria da GSH exige
hemolise seguida de desproteinizagado, procedimento de cleanup da amostra. A
escolha do hemolisante e do desproteinizante adequado, bem como das condi¢cdes
ideais para obtencdo de um sobrenadante limpido que preserve a GSH séao
aspectos importantes na sua quantificacéo.

A CLAE é uma técnica analitica de separagdo que acoplada a detectores
permite a quantificacdo da GSH de forma seletiva e sensivel. Assim, a GSH pode
ser separada de outros tidis sanglineos e detectores ultravioleta (UV) e de
fluorescéncia podem quantifica-la apds adequada derivagdo, enquanto os detectores
eletroquimicos ndo necessitam deste procedimento.

Os detectores eletroquimicos sdo inadequados para a analise de matrizes
biolégicas complexas, uma vez que o eletrodo de Au/Hg, por exemplo, perde a
sensibilidade com menos de cem injegbes e deve ser recondicionado (Pastore et al,
2003). Kleinman et al. (2000) observaram interferéncia na detecgéo eletroquimica da
GSH quando utilizaram o acido 5,5-ditio-bis (2-nitrobenzdico), DTNB, como
estabilizante em amostra bioldgica.

Os detectores de fluorescéncia exigem derivacdo da GSH e condigdes
drasticas de reagao. Por outro lado, o detector UV é o mais amplamente empregado
nos laboratérios que utilizam CLAE devido a sua funcionalidade (Pastore et al, 2003)

e possibilita a utilizacdo do DTNB como derivatizante e estabilizante da GSH.
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A confiabilidade em uma metodologia para a quantificacdo sanglinea da GSH
utilizando-a como possivel indicador do estresse oxidativo, requer a validagdo. A
validacdo é demonstrada através dos parametros como linearidade, seletividade,
precisdo, exatidao, limite de detecgao, limite de quantificagdo, robustez e
estabilidade.

Neste trabalho, um método utilizando CLAE acoplada ao detector UV foi
desenvolvido para a quantificagdo da GSH sanguinea. Parametros da validacéo
foram demonstrados e o método foi aplicado para a quantificacdo da GSH em
amostras de individuos saudaveis e de pacientes com insuficiéncia renal crénica
(IRC) submetidos ao tratamento regular de hemodialise.

Pacientes com IRC apresentam uma tendéncia ao desenvolvimento precoce
da aterosclerose e risco aumentado de morbidade e morte por suas consequéncias
cardiovasculares (Bevilacqua et al, 1995). Em pacientes submetidos ao tratamento
de hemodialise, 0 aumento do estresse oxidativo pode ser considerado como um
fator de risco para acelerar a aterosclerose (Morena et al., 2002). Hirasaka et al.
(2004) relataram niveis de LDL oxidado em excesso na circulagdo sanglinea de
pacientes com IRC sob tratamento de hemodialise.

O objetivo da quantificagdo sanguinea da GSH, utilizando um método
confiavel, reprodutivel e exequivel, reside na sua importancia clinico-laboratorial
para a avaliagdo de patologias associadas ao estresse oxidativo, bem como para o

esclarecimento dos fenémenos fisiopatoldgicos e bioquimicos dessas doencas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Glutationa reduzida e sua atividade antioxidante

A glutationa reduzida € um tripeptideo, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, é o
principal tiol intracelular livre, ndo-protéico, encontrado em varios tecidos bioldgicos.
E produzida em todos os 6rgdos especialmente no tecido hepatico, encontra-se no
interior das células e dos eritrocitos em concentragdes de milimolar e em baixas
concentragdes, micromolar, no plasma e urina (Pastore et al., 2003). Embora
presente em varias formas: reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e ligada a proteinas
(PSSG), a GSH ¢ a forma mais abundante (Nozal et al., 1997). No sangue, 99,5% da
glutationa se encontra no interior dos eritrocitos e uma pequena quantidade esta
associada as membranas destes (Haest et al., 1979; Mills & Lang, 1996).

A GSH é uma forma de armazenamento da cisteina, a qual participa das
reacoes de detoxificacdo de xenobidticos ou € utilizada na sintese de proteinas
(Hoffman et al., 1984). Suas fungdes fisiologicas s&o variadas, como regular a
sintese de proteinas, modificar a atividade enzimatica e proteger contra o dano
oxidativo (De Vega et al., 2003).

A GSH detoxifica substancias ou metabdlitos reativos, por trés caminhos:
reacdo de conjugacdo catalisada pela glutationa S-transferase, reagdo de conju-
gacgao através de simples reagao quimica com o metabdlito reativo e via reagéo de
reducao catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GSHPx) através da doagao
de um proton ou atomo de hidrogénio para metabdlitos reativos ou radicais livres
(Timbrell, 2000).

O grupo sulfidrila livre da GSH Ihe confere caracter nucleofilico, desta forma,
através de reacgao irreversivel, forma conjugados estaveis com a espécie reativa. O
conjugado resultante é menos lipofilico, mais soluvel em agua e pode ser excretado
na urina. De acordo com o tamanho da molécula, o conjugado pode ser secretado

pela bile e excretado nas fezes (Hayes, 1994).
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O sistema antioxidante enzimatico envolvendo GSH, GSHPx e Selénio (Se) é
responsavel pela defesa intracelular contra danos oxidativos causadas por espécies
reativas do oxigénio (EROs) (Gillhan et al., 1997) e diminui¢do da lipoperoxidagao.
Em 1973, o Se foi identificado como um importante componente da GSHPXx, que é
caracterizada como uma proteina tetramérica com quatro atomos de Se por
molécula. A glutationa redutase (GSH redutase) catalisa a reagcdo de redugédo na
presengca de NADPH, transformando a glutationa oxidada (GSSG) em GSH para que

exercga sua fungao antioxidante e mantenha o ciclo catalitico da GSHPx (Figura 1).

R-Oxidacao
Acidos hidroxilicos GSSG NADPH + H*
Vitamina E Se GSH GSH

A eroxidase
Acidos graxos ! P redutase

poliinsaturados |
_.-..-.._*... Peréxido 2 GSH NADP*
' lipidico
Dano

Desintegragcao tecidual
de membranas

FIGURA 1 - Relacdo entre GSH, selénio e enzimas envolvidas no sistema

antioxidante.
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Uma perturbagao neste sistema, como por exemplo, deficiéncia de Se, resulta
em perda de atividade da GSHPx, como primeira consequéncia, que se nao
compensada por outro sistema antioxidante, resultara através dos radicais livres em
dano oxidativo. Quando a taxa de oxidagdo da GSH excede a capacidade da GSH
redutase, a GSSG sai da célula e ocorre deplecao de GSH intracelular (Timbrell,
2000).

A GSH pode ser depletada em situagao de produgao excessiva de espécies
reativas resultante do processo de biotransformagao de xenobidticos (Hayes, 1994)
ou quando ocorre producdo excessiva EROs derivados do metabolismo normal,
como o anion radical superéxido, radical hidroxila e oxigénio singlete (Timbrel, 2000).

Em suma, a GSH pode ser removida da célula irreversivelmente através das
reagcdes de conjugacado ou pela saida da GSSG da célula e reversivelmente por
oxidacgao no ciclo catalitico da GSHPx. Assim, a determinacao dos niveis de GSH no
interior dos eritrocitos € importante, uma vez que qualquer fator que reduza o nivel
de GSH pode aumentar a toxicidade de substancias que originam metabdlitos
reativos, como, por exemplo, na intoxicagdo por paracetamol em que ocorre
deplecdo de GSH hepatica (Hayes, 1994) e diminuicdo do nivel de GSH nos
eritrécitos (Kozer et al., 2002).

2.2 Espécies quimicas reativas e patologias

Radicais livres s&o moléculas ou fragmentos moleculares que contém um ou
mais elétrons desemparelhados no orbital atbmico ou moléculas com alto grau de
reatividade quimica que € a causa para o grande numero de efeitos prejudiciais ao
organismo (De Vega et al., 2003). As espécies reativas do oxigénio (EROs) anion
radical superoxido, radical hidroxila e ion peroxila sdo os mais relevantes radicais
livres de interesse bioldgico. As proteinas, os lipidios insaturados e os &acidos

nucléicos sao os principais alvos das reacdes dos radicais livres.
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As proteinas sdo modificadas de diferentes maneiras por espécies reativas do
oxigénio, por exemplo, o ferro da oxihemoglobina pode reagir com o radical
superoéxido de hidrogénio para formar metemoglobina (Freeman & Grapo, 1982).

Os acidos graxos poliinsaturados de membrana sao especialmente
susceptiveis aos radicais livres. O processo de peroxidacao lipidica comeca quando
o radical livre retira um atomo de hidrogénio de um dos carbonos metilenos da
cadeia carbonada para produzir um radical livre lipidico (Blake et al., 1987). O
hidroperdxido lipidico formado € instavel e pode se decompor em varias espécies
incluindo o malondialdeido (Kehrer, 2000). O progresso das reacbes deste pode
induzir a liberacdo de 4acido araquidénico e a subsequente formacao de
prostaglandinas e distintos endoperéxidos (Jamieson, 1989). Estas rea¢cdes podem
afetar canais ibnicos, inativar proteinas de transporte de membrana e enzimas
(Kehrer, 2000). Como consequéncia, pode causar edema celular, influenciar na
permeabilidade vascular, promover quimiotaxia (Blake et al., 1987) e dano tecidual
implicado, por exemplo, com doengas cardiovasculares (Leichtweis & Ji, 2001) como
aterosclerose (Parthasarathy, 1987; Vagimigli et al., 2003).

A presenca de bases de DNA oxidadas é frequentemente usada como um
marcador para o dano do DNA mediado por radicais livres (Helbock et al., 1999). Em
geral, DNA oxidado exibe um aumento da propensdo para mutagcbes genéticas e
alteragdes na transcri¢cao (Yavuz et al., 2004) e cancer (Cerutti, 1994).

Embora os radicais livres sejam espécies altamente reativas, as células
dispdem de sistemas de protecao contra os mesmos. A homeostase antioxidante é
mantida pela atividade de sequestradores de radicais livres, como a GSH, vitamina
E, vitamina C, B-caroteno, flavondides e de sistemas enzimaticos envolvendo a
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSHPx) (Gilhan et
al., 1997).

Os radicais livres sao produzidos continuamente no organismo (Halliwell &
Gutteridge, 1989), o problema surge quando ha uma superprodugdo ou quando 0s
sistemas antioxidantes estao debilitados (Cotgreave, 1988). O desequilibrio entre os
mecanismos de defesa antioxidante e as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

determina o estresse oxidativo (Morena et al., 2002).
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O estudo do estresse oxidativo vem se apresentando como uma importante
fonte para a elucidacdo de mecanismos fisiopatologicos envolvidos em muitas
doencas.

Estudos tém demonstrado o importante papel do estresse oxidativo na
patogénese de doencgas cardiovasculares (Heinecke, 1998), por exemplo, os efeitos
pré-inflamatérios e seu envolvimento nos processos aterosclerdticos presentes em
estagios iniciais do desenvolvimento de doencga coronaria (Abramson et al., 2005).
Doengas como Alzheimer e Parkinson apresentam o dano oxidativo de
macromoléculas bioldégicas como um indicador de desordens neurodegenerativas
(Moreira et al., 2004).

2.3 Hemodialise e estresse oxidativo

A insuficiéncia renal cronica (IRC) é definida como o estado resultante de uma
deterioragao significativa e permanente de néfrons funcionantes. A IRC ¢é a via final
comum de uma variedade de afecgdes renais e se constitui em importante causa de
morbidade e mortalidade. Os pacientes com IRC apresentam deficiéncia na
producdo renal da eritropoietina e vitamina D, principais causas da anemia e
desmineralizagao 6ssea (Bevilacqua et al., 1995).

A hemodidlise e a administragao de eritropoietina, vitamina D e viitaminas do
complexo B constituem algumas das necessidades terapéuticas comuns nestes
pacientes. A hemodialise consiste em um tratamento intensivo que utiliza um
equipamento onde uma membrana dialisadora formada por um conjunto de filtros
capilares substitui a fungao de filtragao renal.

Estudos previamente realizados em hemodializados mostraram alteragdes de
alguns indicadores do estresse oxidativo, como niveis de malondialdeido (MDA)
significativamente mais elevados, e selénio e a atividade da glutationa peroxidase
significativamente mais baixos que em individuos do grupo controle (Turis et al.,
1992; Morena et al., 2002; Yavuz et al., 2004).



Revisao bibliografica 9

Os niveis da GSH em eritrocitos, no entanto, tém apresentado resultados
controversos: significativamente baixos (Pasaoglu et al., 1996), ou mais elevados,

mas sem diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (Cristol et al., 1997).

2.4 Quantificagao da glutationa reduzida

Complexidade da matriz bioldgica.

O processamento da amostra € uma etapa critica na analise da GSH
(Kleinman & Richie, 2000). Perdas quase imediatas e completas de GSH foram
observadas quando GSH foi adicionada ao plasma (Lash & Jones, 1985). Esta perda
foi aparentemente devida a formagdo de dissulfetos de GSH de baixo peso
molecular (Anderson & Meister, 1980).

A oxidacdo dos tidis € catalisada por metais de transicdo. A presenca de
agentes quelantes como EDTA ou 1,10-fenantrolina previne a oxidacado (Yoshida,
1996). O bloqueio dos grupos sulfidrilicos com N-etilmaleimida previne a perda da
GSH na amostra (Mueller, 2001).

A utilizagcdo de amostras livres de proteinas para a quantificacdo da GSH no
eritrocito se mostrou um método mais sensivel, possivelmente por que houve menor
perda de GSH em detrimento de sua nao interacdo com proteinas plasmaticas.
Procedimentos utilizados na lavagem dos eritrécitos resultou em perda de GSH e
aumento da GSSG (Roberts & Agar, 1971). Assim sendo, o estudo do acido
desproteinizante e a sua concentragdo sdo importantes na determinagao da GSH,
que nao deve ficar presa ao precipitado de proteinas.

A otimizagao referente ao processamento da amostra de plasma e sangue
total, com o objetivo de minimizar a oxidagdo da GSH, foi objeto de alguns estudos
(Yoshida, 1996; Lash & Jones, 1985; Mills et al., 1994; Kleinman & Richie, 2000;
Richie & Lang, 1987).
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No entanto, existem poucos trabalhos (Beutler, 1957; Roberts & Agar, 1971)
onde se realiza recuperacdo de padrdo, para avaliar a estabilidade da GSH em

eritrécitos.

Metodologias.

Os métodos utilizados para determinagdo da GSH em amostras bioldgicas
sao: fluorimetria, bioluminescéncia, eletroforese capilar, CLAE acoplada a detector
eletroquimico, fluorimétrico ou UV; cromatografia gasosa — espectrometria de
massa, cromatografia liquida — espectrometria de massa Todos os métodos de
analise de amostras biologicas, exceto aqueles baseados em eletroquimica e
espectroscopia de massa, dependem de derivagao da GSH (Pastore et al., 2003).

O método realizado por bioluminescéncia é semi-quantitativo para analise de
amostras sanguineas (Pastore et al., 2003) e para andlise indireta de GSSG,
dependente do consumo de NADPH, nos tecidos hepatico e renal (Mourad &
Steghens, 2000). A eletroforese capilar (EC) tem sido introduzida na determinagao
de glutationa e se mostra altamente eficiente. Trabalhos recentes, utilizando a EC
acoplada a detecgao eletroquimica, permitiram a analise da GSH e GSSG (Jim et al.,
2000; Carru et al., 2002).

A CLAE acoplada a detectores de fluorescéncia, eletroquimicos ou UV tornou-
se, recentemente, a técnica de escolha para a medida de glutationa, pois € uma
técnica rapida, altamente especifica, sensivel e reprodutivel (Pastore et al., 2003).

O método baseado na derivacdo pré-coluna com reagentes fluorogénicos
para tidis e seguida por CLAE acoplada a um detector de fluorescéncia tem
sensibilidade para medir concentragdes em picomolar. No entanto, o reagente pode
conter impurezas fluorescentes ou apresentar baixa reatividade. O mono-
Bromobimano, por exemplo, liga-se rapidamente com tidis em pH 80 e a
temperatura ambiente, no entanto, o proprio reagente é fluorescente (Baeyens et al.,
1988). O derivatizante amonio-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol-4-sulfonato (SBD-F)
requer drasticas condi¢des para reagir com tidis (pH 9,5 e 60°C por 1 hora) o que

causa problemas devido a reoxidacdao da GSH (Toyo’oka et al., 1988).
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Os detectores eletroquimicos sao inadequados para a analise de matrizes
biolégicas complexas. No uso de eletrodos de Au/Hg, por exemplo, ha perda da
sensibilidade e necessidade de recondicionamento apds cerca de cem injecdes
(Pastore et al., 2003). Outro aspecto limitante é a interferéncia de agentes
estabilizantes da GSH na deteccgao eletroquimica, como por exemplo, o acido 5,5'-
ditio-bis (2-nitrobenzoico), DTNB, (Kleinman et al., 2000).

O DTNB ou reagente de Eliman é utilizado para a quantificagdo colorimétrica
de tidis totais em amostras bioldgicas desde 1957 (Beutler, 1957; Ellman, 1959). E
largamente utilizado para analise de tidis totais em amostras biologicas através da
determinacdo colorimétrica do acido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB) liberado
(Gergel & Cerbaum, 1997). A especiacao pode ser realizada por CLAE acoplada a
detector UV, o que possibilita quantificar cada um dos componentes derivados na
amostra (Reeve & Kuhlenkamp, 1980; Komuro et al., 1985; Katrusiak et al., 2001). A
reacao de derivagdo da GSH com DTNB estd demonstrada no esquema seguinte
(Rover et al., 2001).

o CO0H
H
. o] {f}mz CUOOH
- H ] — Gss_éf_?s—mz v HE— NG
.
ND; “
Ha fulaly! K{} # O

CO0H
Glutationa Acido 5,5'-ditio-bis Glutationa—-acido 2- Acido 2-nitro-5-
reduzida (2-nitrobenzadico) nitro-5-mercapto- mercapto-
(GSH) (DTNB) benzéico benzdico
(Glutationa derivada) (TNB)

Além disso, o DTNB pode agir como estabilizante da GSH no sangue total se

a amostra for processada imediatamente apds a coleta (Kleinmam et al., 2000).
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A primeira etapa na analise da glutationa livre € usualmente a precipitacdo de
proteinas pela acidificagado (acido tricloroacético, acido sulfossalicilico), produzindo
um sobrenadante limpido apds centrifugacdo. Dependendo do tipo de matriz na qual
a amostra é determinada, pode haver problemas de interferéncia devido a outras
espécies que absorvem luz no mesmo comprimento de onda (Gergel & Cerbaum,
1997). Devido a isto, uma técnica de separacéo é necessaria para a analise de GSH,
uma vez que esta ndo reage seletivamente com reagentes derivatizantes.

Em suma, os métodos analiticos que utilizam derivatizante colorimétrico,
como o DTNB, seguido de CLAE e deteccdo da absorvancia no UV sao mais
simples quando comparados a determinagdo com detecgcdo fluorimétrica ou

eletroquimica (Pastore et al., 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

% Cromatografo liquido de alta eficiéncia KNAUER®, modelo WellChrom

equipado com uma bomba quaternaria, sistema organizador de solventes,

camara misturadora dindmica, degaseificador on line com quatro canais, injetor

manual com alga de amostragem de 20 pl.

% Coluna cromatografica Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x 4 mm integrada a

pré-coluna Eurospher-100 C18, 5 um, 5mm x 4 mm.
% Sistema de aquecimento da coluna cromatografica, HAAKE FJ .

«+ Detector espectrofotométrico na regido do ultravioleta (UV) KNAUER®.

+ Sistema informatizado de aquisicdo de dados, integragao e registro através de
computador Pentium IV, via EUROCHROM 2000 SOFTWARE ® basic edition
Versao 2.05 para Windows.

*
L X4

X/
L X4

Centrifuga refrigerada, Heraus GmbH.
PHmetro, Metler Toledo.

Balancga analitica, Sartorius.

Sistema de filtragdo de solventes, Millipore.
Vértex, Reidolph.

Bomba de vacuo, Fanem.

Banho de ultra-som, Unique.

Dispensador manual de precisao, Eppendorf.

Freezer —20°C, Prosdocimo.
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3.2 Reagentes e solugoes

Reagentes.

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitico.

Acetonitrila, Tedia.

Acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzéico), Sigma-Aldrich.
Acido acético, Merck.

Acido cloridrico fumegante, Merck.

Acido etileno diamino tetracético, Vetec.
Acido metafosférico, Vetec.

Acido o-fosférico 85%, Merck.

Acido sulfossalicilico, Merck.

Acido tricloroacético, Vetec.

Albumina bovina, Bioclin.

Alcool metilico, Tedia.

Azul brilhante de Coomassie G-250, Sigma-Aldrich.
Cisteina , Sigma-Aldrich.

Cisteinilglicina, Sigma-Aldrich.

Fosfato de potassio dibasico, Vetec.
Fosfato de potassio monobasico, Vetec.
Glutationa (forma reduzida), Sigma-Aldrich.
Heparina sédica, Eurofarma.
Homocisteina, Sigma-Aldrich.
N-acetilcisteina, Sigma-Aldrich.

Tris (hidroximetil) aminometano; Vetec.
Triton X — 100 , Sigma-Aldrich.
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Solugébes.

sistema Milli-Q, Millipore, (resistividade de 18,2 MQ cm).

Acido 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzéico) (DTNB) 10 mM, pH 8,0.
Acido cloridrico (HCI) 4 M.

Acido etileno diamino tetracético (EDTA) 0,3 mM.

Acido fosférico 7 M.

Acido metafosférico (MPA) 5, 10, 15, 20, 30 e 50%.

Acido sulfossalicilico (SSA) 5, 10, 15 20 e 25%.

Acido tricloroacético (TCA) 5, 10, 15 20 %.

Albumina bovina 1 mg/mL.

Azul brilhante de Coomassie G-250 10%.

Fosfato de potassio dibasico (K;HPO4) 0,5 M, pH 8,0.
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) 25 mM, pH 3,8.

Padrao aquoso estoque de glutationa reduzida (GSH) 20 mM.

Tris-HCI 0,5 M, pH 8,9.
Triton X =100 20%.

Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura, obtida através do
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3.3 Condi¢coes cromatograficas

Para o estabelecimento das condi¢des cromatograficas adequadas, alguns

parametros foram avaliados: concentracdo da solucido de fosfato de potassio

monobasico, constituicdo da fase moével e modo de eluicdo. Para estes testes foram

utilizadas solugdes aquosas de GSH 1 mM previamente derivadas com DTNB de

acordo com publicagdo prévia (Katrusiak et al., 2001) com modificagdes como

mostra a Tabela 1. A GSH derivada foi quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia/ detecgao UV (CLAE-UV).

X/

Preparo das solugées para a derivagéo.

Solucdo padrdo estoque de GSH 20mM: pesou-se 0,0615 g de GSH e
completou-se o volume com solugédo de EDTA 0,3 mM até 10 mL. Aliquotas
de 100 pL foram armazenadas a —20°C. Para obten¢ao da solugdo de EDTA
0,3 mM, foi dissolvido 0,3722 g de EDTA e completado o volume com agua
até 100 mL.

Solucdo de GSH 1mM foi preparada a partir da diluicdo da solugao estoque
de 20mM em solugao de EDTA 0,3 mM.

Solugao Tris-HCI 0,5M, pH 8,9: para 100 mL de solugdo foram misturados
6,05 g de Tris (hidroximetil) aminometano com 70 mL de agua, o pH foi
ajustado a 8,9 com solugédo de acido cloridrico 4 M e completado o volume
com agua.

Solugao de fosfato de potassio dibasico (K;HPO4) 0,5 M; pH 8,0: para 100 mL
de solugao foram dissolvidos 8,709 g de K;HPO4 em 70 mL de agua, o pH foi
corrigido a 8,0 com solugédo de HCI 4 M e completado o volume com agua.
Solucdo de DTNB 10 mM: pesou-se 0,3963 g de DTNB e completou-se o
volume até 100 mL com solugao de K;HPO,4 0,5 M, pH 8,0.
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TABELA 1 — Procedimento de derivagado e remogao do excesso de DTNB.

Solugdes Volume (uL)
Padrdo de GSH 1 mM 130
Tris-HCI 0,5M; pH 8,9 500
DTNB 10mM, pH 8,0 350

Vortex, frequéncia de 2400 agitagdes / minuto, por 1 minuto, repouso por 5 minutos.

A remocao do excesso de DTNB foi realizada com solugéo de acido fosférico 7 M.

Acido fosforico 7 M 100

A solucao obtida foi homogeneizada e centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos,

fitrada com membrana de acetato de celulose 0,22 um e injetada no cromatografo.

3.4 Fase movel

3.4.1 Solucao de fosfato de potassio monobasico

Concentracgdes de solugao de KH,PO4 100, 50 e 25 mM foram testadas. O pH
final de todas as solucdes foi 3,83.

Preparo da solu¢cdo de KH,PO,4 100 mM: para um volume de solugao de 1000
mL foram dissolvidos 13,61 g de KH,PO, em 800 mL de &gua ultrapura com
agitacdo magnética. O pH foi corrigido com solugao HCI 4 M até 3,83 e o volume foi
completado com agua ultrapura até 1000 mL em baldo volumétrico. O mesmo
procedimento foi executado para as concentragdes de 50 e 25 mM, pesando-se
respectivamente 6,85 e 3,42 g de KHyPO4.
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Preparo da solugao de acido cloridrico (HCI) 4 M: para um volume final de 100
mL de solugado, foram misturadas quantidade suficiente de agua e 33,1 mL de HCI

(concentragao 37%, densidade 1,19).

3.5 Eluicao por gradiente

O tempo de analise foi otimizado de acordo com as caracteristicas fisico-
quimicas dos produtos de reacao de derivagao pré-coluna e da fase mével.

Solugédo para injecao foi constituida de padrédo aquoso de GSH derivado com
DTNB como mostra a Tabela 1, item 3.3.

Com o objetivo de alcangar a melhor resolugdo cromatografica seguida do
recondicionamento adequado da coluna, foi realizada a variagdo da proporgao entre
a solugao de fosfato de potassio monobasico 25 mM, pH 3,83 e metanol (MeOH) em
funcdo do tempo e a variagdo da vazao da fase movel. Assim, foram testados trés

gradientes diferentes.

3.6 Amostra bioldgica

Amostras de sangue foram obtidas de voluntarios no Departamento de

Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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3.6.1 Coleta e processamento da amostra

Amostra de sangue, 5 mL, foi obtida através de venipuntura. A amostra foi
coletada em tubo de ensaio contendo EDTA como anticoagulante.

Para minimizar a oxidagdo da GSH foi utilizado banho de gelo (0 a 4°C) apds a
coleta sanglinea e durante o transporte e tratamento da amostra. A centrifugagéo
para a separagao dos eritrocitos do plasma e outros constituintes foi realizada a
3000 rpm durante 10 minutos, em centrifuga refrigerada (3°C).

Para obtencdo do volume preciso de eritrécitos foi utilizado um dispensador
manual de precisdo acoplado a uma ponteira tipo seringa, com o cuidado de nao

aspirar bolhas de ar. A camada de leucdcitos superior foi removida com pipeta.

3.6.2 Hemolise e desproteinizagao

Analise de amostras biolégicas por CLAE exige um pré-tratamento, clean up,
como a desproteinizagao acida. Além disso, a localizagao intraeritrocitaria da GSH

requer hemdlise previamente a desproteinizagao.

Hemodlise.

Testes foram realizados para estabelecer as condicbes de hemolise utilizando
solugéo de Triton X — 100 20% como hemolisante, variando tempo e frequéncia de
agitacdo no voértex. Considerou-se hemolise total através de observagao visual de
hemolisado n&o turvo.

Para obtencdo de 100 mL de solugao de Triton X — 100 20%, mediu-se 20 mL
de Triton X — 100 e completou-se o volume com agua.

O procedimento da hemodlise foi realizado de acordo com a Tabela 2.
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TABELA 2 — Procedimento de hemolise.

Componentes Volume (plL)
Solugéo EDTA 0,3 mM 125
Eritrocitos 300
Solugao Triton X — 100 20% 300

Vortex, frequéncia de 2400 agitagdes / minuto, durante 20 segundos, trés vezes,

intercalando com banho de gelo (0 a 4°C).

Desproteinizagéo.

Escolha do acido desproteinizante.

Para a determinagao da GSH, os desproteinizantes estudados foram os acidos.
Foram testadas concentragdes variadas dos acidos metafosforico (MPA), sulfossali-
cilico (SSA) e tricloroacético (TCA) de acordo com a Tabela 3. As solugbdes destes

foram preparadas em agua, utilizando as relagbes m/v.

TABELA 3 — Solugdes acidas testadas e suas respectivas concentragdes (m/v).

Desproteinizante Concentragdes (%)
MPA 5 10 15 20 30 50
SSA 5 10 15 20 25 -

TCA 5 10 15 20 - -
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A escolha do desproteinizante ideal foi realizada através da avaliacdo do
aspecto do sobrenadante, analise quantitativa de proteinas residuais no sobrena-
dante, avaliagdo qualitativa da interferéncia cromatografica e avaliagdo da possivel
perda de GSH durante o procedimento de desproteinizacdo da amostra.

O procedimento da desproteinizagao foi realizado de acordo com a Tabela 4.

TABELA 4 — Procedimento de desproteinizagao.

Componentes Volume (uL)
Hemolisado ? 725
Solugao de acido ® 300

Agitagcdo em voértex, com frequéncia de 2400 agitagbes / minuto, durante 20
segundos, trés vezes, intercalando com banho de gelo e seguido de repouso por
30 minutos. Centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos, 3°C. O sobrenadante acido
foi separado imediatamente para derivacdo de acordo com o item 3.3, Tabela 1,

sendo substituida a solugédo padrao aquosa pelo sobrenadante acido.

2 diluicdo 1:2,42; ° acidos e concentragdes segundo Tabela 3.

Aspecto do sobrenadante.

O aspecto do sobrenadante foi avaliado segundo o grau de turvagdo. Os
sobrenadantes turvos foram descartados.

Sobrenadantes limpidos foram utilizados para quantificagdo das proteinas
residuais e avaliagao, sob aspecto cromatografico, da possivel interferéncia causada

pelo acido e perda de GSH no procedimento da desproteinizagao.
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Quantificagdo das proteinas residuais por espectrofotometria.
O método de Bradford (Bradford, 1976) foi realizado nos sobrenadantes com
aspecto considerado limpido.
O reagente de Coomassie foi preparado para obter 100 mL: 10 mg de
Coomassie Azul Brilhante G-250 foi pesado, este foi dissolvido em 5 mL de etanol
95%, adicionou-se agua até 70mL e 10 mL de acido fosforico 85%. Completou-se o

volume com agua até 100 mL.

Solugdo padrdo de albumina 1g.L™", a partir da concentragdo 40g.L™, foi
utilizada para construcdo da curva analitica nas concentracdes de 4, 10 e 20 mg.L'1;
como P1, P2 e P3, Tabela 5.

TABELA 5 — Preparo dos padrdes e da amostra para quantificacdo de proteinas,

método de Bradford.

Reagentes Branco P1 P2 P3 Amostra
Agua ultrapura (uL) 100 90 75 50 50
Sobrenadante acido (uL) - - - - 50
Albumina bovina 1Tmg/mL (uL) - 10 25 50 -
Coomassie (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Leitura em 595 nm, a reacdo é estavel por 1h e 30 minutos.
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Avaliagdo da possivel interferéncia cromatografica causada pelo acido.

Sobrenadantes considerados limpidos e com baixa concentragdo de proteinas
foram avaliados qualitativamente por CLAE-UV.

As condi¢des cromatograficas adotadas foram: coluna cromatografica de fase
reversa Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x 4 mm integrada a pré-coluna Eurospher-
100 C18, 5 um, 5mm x 4 mm, temperatura de 39°C; alga de amostragem de 20 pl;
fase movel constituida por KH,PO4 25 mM, pH 3,83: metanol; eluigdo por gradiente

de acordo com a Tabela 6 e comprimento de onda 330 nm.

TABELA 6 — Programa de eluigéo, gradiente lll.

Vazao KH,PO4 MeOH

(mL/minuto) (%) (%)
00:00 1,0 88 12
03:00 1,0 88 12
03:01 0,6 92 8
04:30 0,6 92 8
04:31 0,8 60 40
10:30 0,8 60 40
10:31 1,0 88 12
25:00 1,0 88 12

Realizou-se a avaliagdo da possivel interferéncia cromatografica causada pelos
acidos SSA 15% e TCA 15% através da obtencdo do cromatograma, observando se
havia aparecimento de sinais no mesmo tempo de retengdo da GSH comparando
com o obtido com injecao direta do padrao aquoso da GSH 1 mM apés derivagao
com DTNB (Tabela 1).

As solucgdes para injegcado foram preparadas em duplicata de acordo com a
Tabela 7. Considerou-se como branco aquoso a solugdo contendo SSA ou TCA,

mas desprovida de eritrocitos.
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TABELA 7 — Preparo do branco aquoso e amostra eritrocitaria basal com SSA 15% e
TCA 15%.

Solugdes / componentes Branco SSA Branco TCA Basal SSA Basal TCA

EDTA 0,3mM (uL) 300 300 - -
Eritrocitos (uL) - - 300 300
Triton X — 100 20% (uL) 300 300 300 300
SSA 15% (uL) 300 - 300 -
TCA 15% (pL) - 300 - 300

Agitagcdo em vortex, com frequéncia de 2400 agitagbes / minuto, durante 20
segundos, trés vezes, intercalando com banho de gelo e seguido de repouso por 30
minutos. Centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos, 3°C. O sobrenadante acido foi
separado imediatamente e derivado de acordo com item 3.3, Tabela 1, sendo a

solucdo padrao aquosa substituida pelo sobrenadante acido.

Avaliagdo da possivel perda de GSH durante a desproteinizagéo.

O nivel basal de GSH na amostra € obtido pelo tratamento do eritrocito sem
adicao de GSH, uma vez que a GSH existe fisiologicamente nos eritrécitos.

A quantificacdo da GSH foi realizada por CLAE-UV em sobrenadante acido
considerado limpido e com baixa concentracido de proteinas. Para a desproteini-
zacao, foram utilizados acidos SSA 15% e TCA 15%. O procedimento de preparo da
amostra foi realizado em duplicata de acordo com a Tabela 8.

As condigdes cromatograficas adotadas foram as mesmas utilizadas na

avaliagao das possiveis interferéncias cromatograficas causadas pelo acido.
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TABELA 8 — Desproteinizagdo com SSA 15% e TCA 15% apés adicao de GSH nos

eritrécitos.

Solugdes / Concentracao Concentracao basal + adicao de padrao
componentes basal

GSH (mM) 0,5 1,0 1,5
Eritrocitos (UL) 300 300 300 300
GSH 10mM (uL) - 15 30 45

EDTA 0,3mM (uL)
125 110 95 80

Triton X — 100 20% 300 300 300 300
(uL)

Vértex com frequéncia de 2400 agita¢des / minuto, durante 20 segundos, trés vezes,

intercalado com banho de gelo.

Acido* (uL) 300 300 300 300

Agitagcdo em vortex, com frequéncia de 2400 agitacbes / minuto, durante 20
segundos, trés vezes, intercalando com banho de gelo e seguido de repouso por 30
minutos. Centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos, 3°C. O sobrenadante acido foi
separado imediatamente e derivado de acordo com item 3.3, Tabela 1, sendo

substituida a solugéo padrao aquosa pelo sobrenadante acido.

*SSA 15% ou TCA 15%
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3.7 Validacao

O desenvolvimento do trabalho foi realizado de acordo com protocolos e
resolugdes das agéncias reguladoras brasileiras e internacionais, como a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolugao n° 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA,
2003) e o Protocolo Harmonizado Internacional (ICH, 1994 e ICH, 1996). Artigos
cientificos indexados também foram utilizados para auxiliar na determinacao de cada
parametro (Causon, 1997; Garcia et al., 2003).

Os parametros de desempenho analiticos avaliados foram: linearidade,
seletividade, precisao, exatidao, recuperacéao, limite de deteccgao, limite de quantifi-
cacao, robustez e estabilidade.

Para o procedimento da validacdo as condigdes analiticas adotadas estao
mostradas nas Tabelas 9 e 10. A representacdo esquematica do procedimento

desde a coleta até a analise encontra-se na Figura 2.

TABELA 9 — Condic¢des de tratamento da amostra otimizadas para a validagao.

Anticoagulante EDTA

Amostra biologica Eritrocitos
Hemolisante Triton X — 100 20%
Desproteinizante TCA 15%
Derivatizante DTNB 10 mM, pH 8,0

Remocao do excesso de DTNB HsPO4 7 M
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TABELA 10 — Condi¢bes cromatograficas otimizadas para a validacgao.

Fase mével KH2PO4 25 mM, pH 3,83 : MeOH
Eluigao por gradiente Tabela 6

Fase estacionaria Fase reversa C18, 5 um, 150 x 4 mm
Temperatura da coluna 39°C

Comprimento de onda (UV) 330 nm

Volume de injec&o 20 pL

Coleta Sanglinea

Centrifugagao 3°C

Separacéao dos Eritrocitos

Triton / vortex

Hemodlise
TCA 15% / vortex

Desproteinizagdo
DTNB

Derivagdo

CLAE-UV '

FIGURA 2 — Fluxograma do preparo da amostra para a realizagdo da validagao.
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3.7.1 Linearidade

A verificacdo da linearidade se constituiu da construcdo de curvas com adigao
de padrao no eritrocito (n=5), através do método de adicao de padrao e de curvas
analiticas aquosas (n=5) avaliando-se a regressao linear.

A correlagdo matematica entre o sinal medido, area do pico cromatografico,
representado no eixo y e a concentracdo da espécie de interesse, no eixo x, pode
ser expressa como uma equacgao de reta chamada de curva analitica.

Para a curva analitica com adicdo de padréo, seis pontos foram utilizados para
definir a reta: nivel basal e adi¢ao de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM no eritrécito. Para a
curva aquosa os pontos foram: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM de GSH.

Para as curvas com adicdo de padrdo, amostras sanguineas de cinco dife-

rentes voluntarios foram obtidas em cinco dias diferentes de analise.

Meétodo de regresséo linear.

O coeficiente de correlagao r, calculado a partir dos pontos da curva analitica, é
um parametro que permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto
mais proximo de 1,0 menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

Os coeficientes de regressao a e b também sao calculados. A relacéo linear
simples descrita pela equacédo y = a x + b € valida até um determinado intervalo de
concentragdo da espécie medida. Em que y representa a resposta do detector ou
area, a € a inclinacdo da reta, x representa a concentragdo do analito e b corres-

ponde ao intercepto da reta no eixo y.

Meétodo de adicdo de padréo.

As amostras para injecdo para a curva analitica com adicdo de padréo na
amostra eritrocitaria e curva aquosa foram preparadas em duplicata e injetadas no
cromatégrafo em triplicata. As areas obtidas na curva com adicdo de padrdo na

matriz foram comparadas com as obtidas na curva aquosa.
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A curva analitica com adicdo de padrdo na amostra eritrocitaria foi
estabelecida de forma que o primeiro ponto considerado foi o nivel endégeno ou
basal de GSH, existente nos eritrocitos; os demais pontos foram preparados de

acordo com a Tabela 11 e representam a adig¢ao de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM.

TABELA 11 — Preparo da curva analitica com adicdo de GSH nos eritrécitos nas

concentragdes de 0 a 3 mM (n=5).

Solugbes / Basal Concentracao basal + GSH
componentes

GSH (mM) 0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0
Eritrécitos (uL) 300 300 300 300 300 300
GSH 10mM (uL) - 15 30 45 60 90
EDTA 0,3mM (uL) 125 110 95 80 65 35
Triton X — 100 20% 300 300 300 300 300 300
(L)

Vértex com frequéncia de 2400 agitagdes / minuto, durante 20 segundos, trés vezes,

intercalado com banho de gelo (0 a 4°C).

TCA 15% (uL) 300 300 300 300 300 300

Agitacdo em vortex, com freqiéncia de 2400 agitacbes / minuto, durante 20
segundos, trés vezes, intercalando com banho de gelo e seguido de repouso por 30
minutos. Centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos, 3°C. O sobrenadante acido foi
separado imediatamente e derivado de acordo com item 3.3, Tabela 1, sendo a

solugdo padrao aquosa substituida pelo sobrenadante acido.
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As solugdes para a curva analitica aquosa, sem a presenga da matriz
biolégica, foram preparadas para injegao direta, nas concentragdes 0,0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 e 3,0 MM de GSH, como mostra a Tabela 12.

TABELA 12 — Preparo da curva analitica aquosa de GSH nas concentragdes de 0 a
3 mM (n=5).

Solugdes / componentes Concentragdes

GSH (mM) 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0
EDTA 0,3 mM (pL) 130 - - - - -
GSH (pL) - 130 130 130 130 130

Tris-HCI 0,5M; pH 8,9 (uL) 500 500 500 500 500 500

DTNB 10mM (uL) 350 350 350 350 350 350

Acido fosférico 7M (uL) 100 100 100 100 100 100

Vortex, frequéncia de 2400 agitacbes / minuto, durante 1 minuto, repouso por 5

minutos. Centrifugagdo a 6000 rpm e injegdo no cromatoégrafo.
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3.7.2 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéo e
componentes da matriz (ANVISA,2003).

Avaliagdo de possiveis interferentes.

Para avaliar a seletividade do método seguiu-se normas da ICH de 1996.

Outros tidis que também reagem com o DTNB e que se encontram em
amostras sanguineas foram derivados e injetados.

+ Solugdes contendo cada tiol foram preparadas separadamente, derivou-se
com DTNB, injetou-se no cromatografo-se e os tempos de retengcdo foram
identificados;

« Solugdes contendo GSH e outros tidis como cisteina (CYS), cisteinilglicina
(CYSGLY), homocisteina (HCYS) e n-acetilcisteina (NAC), possiveis interferentes;
foram preparadas, derivadas com DTNB, injetadas e os tempos de retengdo foram
comparados com o tempo de retencao da GSH.

A derivacgao foi realizada de acordo com a Tabela 1.

3.7.3 Precisao

Ensaios independentes foram realizados utilizando o método da adicédo de
padrao, em amostras de eritrocitos coletados no dia da preparacao, de acordo com a
Tabela 11. Verificou-se a repetibilidade do método ou precisao intra-dia e a preciséo

intermediaria ou precisao inter-dia (ANVISA, 2003 e Causon, 1997).
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Repetibilidade ou preciséo intra-dia.

As preparagbes de trés niveis de concentragcédo (0,5, 1,5 e 3,0 mM) foram
realizadas em duplicata, com seis preparacdes da amostra realizadas no mesmo dia.
As duplicatas das diferentes concentracbes foram injetadas em triplicata, foi

calculado o coeficiente de variagao entre as medidas de cada concentragao.

Precis&o intermediaria ou preciséo inter-dia.

As amostras bioldgicas (n=5) foram coletadas em cinco diferentes dias e
preparadas por diferentes analistas. A utilizacdo de diferentes amostras se deve a
instabilidade da GSH apds a coleta.

As preparacdes, de trés niveis de concentracao (0,5, 1,5 e 3,0 mM) foram
realizadas em duplicata, seis preparagcdes ao dia, em cinco diferentes dias. As
duplicatas das diferentes concentracdes foram injetadas em triplicata.

O coeficiente de variagcdo foi calculado entre as medidas de cada
concentracao.

Calculo das médias das areas dos picos:
A = z Ai /n
Em que A é a média das areas, YA; é o somatdrio das areas e n € o nimero
de analises.
Estimativa do desvio padréo relativo ou coeficiente de variagcéo (CV):
CV (%)=S/Ax100
Em que:

S=[>(A-A)>/(n1)]"?

Em que S é a estimativa do desvio padrao absoluto, A; € a area obtida em

cada medida, A é a média das medidas e n é o niUmero de medidas.
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3.7.4 Exatidao

A exatidao foi calculada como porcentagem bias (% bias) a partir de quantida-
des conhecidas do analito adicionado a amostra: concentragao baixa, média e alta
(0,5; 1,5 e 3,0 mM). As amostras foram preparadas em duplicata em cinco dias
diferentes de acordo com a Tabela 11.

Ensaios independentes foram realizados utilizando o método da adi¢cdo de
padrdo em amostras de eritrocitos, coletados no dia da preparacgao.

As amostras bioldgicas (n=5), foram obtidas de cinco diferentes voluntarios em

cinco diferentes dias de analise.

O calculo foi realizado segundo com publicagao prévia (Causon, 1997).

[concentracdo encontrada — concentragao adicionada]
% bias = x 100
concentragao adicionada

3.7.5 Recuperacgao

A recuperacdo, representa a eficiéncia de extragdo de um método analitico,
expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito, obtida da
comparacgao dos resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padréo e
submetidas ao processo de extracdo, com os resultados analiticos de solucdes
padrao nao extraidas.

Para fins de entendimento da recuperagao de padrao no presente trabalho, in-
terpreta-se como processo de extragdo, a hemolise e desproteinizacdo do hemolisa-
do. As areas obtidas das amostras de eritrécitos onde foi adicionada a GSH (proces-
sadas) foram comparadas com as areas de solugdes aquosas obtidas a partir de

injecao direta (n&o processadas).
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O método de adi¢ao de padrao foi utilizado devido a impossibilidade de obter
um branco da matriz isento de GSH. As amostras foram preparadas como mostra a
Tabela 11.

A recuperacao de GSH, R (%), foi avaliada na faixa de concentragao de 0,5 a
3,0 mM. A GSH eritrocitaria foi quantificada em amostra nivel basal, onde nao foi
adicionada a GSH e em amostras enriquecidas com adi¢cdo de padrdo. Adicionou-se
o analito na matriz biolégica em 3 diferentes concentragdes 0,5; 1,5 e 3,0 mM, em
cinco diferentes amostras de eritrécitos e em cinco diferentes dias.

O calculo foi realizado segundo publicagao prévia (Causon, 1997).

Resposta do analito quando adicionado a matriz (processado)
R (%) = x 100
Resposta do analito quando padréo puro (ndo processado)

Em que a resposta do analito quando processado corresponde a diferenca
entre a area obtida a partir da analise da amostra com a adicédo de GSH e area
obtida da amostra basal. A resposta do analito quando nao processado corresponde

a area do pico obtido a partir da injecéo direta da solugdo aquosa de GSH.

3.7.6 Limite de detecgao

O limite de detecgéo (LD) representa a menor concentragédo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental através do método baseado no desvio
padrdo do branco, sinal do ruido e em parametros da curva analitica (ANVISA,
2003).
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Meétodo baseado no desvio padrdo do branco.
Utilizou-se solugao de EDTA 0,3 mM isenta de GSH.

Meétodo baseado em parédmetros da curva analitica.

Curvas analiticas aquosas (n=5), sem a presenca de matriz bioldgica, foram
construidas com concentragbes de padrédo de GSH na faixa proxima ao provavel
limite de quantificagéo (0,015: 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0mM).

O procedimento de derivagao das solugdes de GSH nas concentragdes 0,015;

0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 mM e do branco foi realizado de acordo com a Tabela 12.

O LD pode ser expresso como:

LD =S;x3/IC

Em que S, é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y proveniente da
medida de amostras do branco (n=10); IC é a inclinagdo da curva de calibragao
(ANVISA, 2003).

3.7.7 Limite de quantificagao

O limite de quantificagcdo (LQ) representa a menor concentragcdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental através do método baseado em parametros da curva
analitica e inje¢gbes de branco como descrito no item 3.7.6.

O LQ pode ser expresso como:
LQ=S;x10/IC
Em que S, é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y proveniente da

medida de amostras do branco (n=10); IC é a inclinagdo da curva de calibragéao
(ANVISA, 2003).
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3.7.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso por que as medidas sado susceptiveis a variagdes das condicoes
analiticas. Para avaliar a robustez do método foram avaliadas:

Modificagdes nas amostras, reagentes e condi¢gdes cromatograficas foram
modificadas;

% Colunas cromatograficas de diferentes lotes;

>

*,

» Constituintes da fase movel de diferentes marcas;

L)

L)

% Variagcao do pH da fase mével;

L)

R/
X4

Diferentes dias de analise e recuperacao do padréao;

L)

D3

» Diferentes analistas.

3.7.9 Estabilidade

Parametro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente inal-
terado numa dada matriz sob condigdes especificas, em determinados intervalos de
tempo.

A estabilidade da GSH foi avaliada em solugao de padrdo aquoso, no sangue

total, no sobrenadante acido e no sobrenadante acido derivado.

Estabilidade da solugdo de padrao aquoso de GSH 20 mM.

Para o preparo de 10 mL de solugao de GSH 20 mM, foram pesados 0,0307 g
de GSH e o volume foi completado com solu¢cdo de EDTA 0,3 mM. Aliquotas de 100
uL foram separadas e estocadas a —20°C.

Solucdo de GSH 1mM foi obtida em duplicata a partir da diluicdo da solucéo
estoque de 20mM, seguida de derivagcdo como descrito no item 3.3, Tabela 1.
Medidas cromatograficas foram realizadas, imediatamente apd6s derivagao,

rotineiramente durante dois meses.
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Estabilidade da solugdo de padrdo aquoso de 1TmM apoés derivagéo.
Solucdo de GSH 1 mM foi derivada em cinco dias diferentes (n=5) e
imediatamente medida. As solugcbes derivadas foram armazenadas a -20°C e

medidas 24 horas apés.

Estabilidade da GSH eritrocitaria no sangue total.
O sangue total foi coletado em EDTA. Uma parte do sangue foi processada,
em duplicata, imediatamente e outra parte quatro horas apdés a coleta, sendo a

amostra mantida em banho de gelo (0 a 4°C).

Estabilidade da GSH eritrocitaria no sobrenadante acido.

Para avaliar a influéncia do TCA e EDTA na estabilidade da GSH utilizou-se
agua e/ou solugao de EDTA 0,3 mM como diluentes do TCA

A amostra foi preparada em duplicata com adicdo de 1 mM de GSH no
eritrocito. Uma parte do sobrenadante foi derivada e injetada imediatamente e a

outra parte mantida a —20°C por 24 horas, derivada e injetada.

Estabilidade da GSH eritrocitaria apos derivagdo do sobrenadante acido.

Para avaliar a estabilidade da GSH derivada, sobrenadantes &cidos foram
obtidos através de desproteinizacdo do hemolisado de acordo a Tabela 4, utilizando
solucao de TCA 15%.

A GSH foi adicionada aos eritrocitos preparados em duplicata, concentracéo
basal, 1 mM e 2 mM. Os sobrenadantes obtidos foram derivados e analisados
imediatamente. Aliquotas da amostra derivada foram armazenadas a —-20°C.
Medidas cromatograficas foram realizadas no segundo, quinto, oitavo e trigésimo
dia.
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3.8 Aplicagao do método

Realizou-se a analise de GSH, hematdcrito (Ht) e hemoglobina (Hb) em 30
individuos. Os grupos de estudo foram constituidos pelo grupo | e Il.

Grupo | (n=20), individuos com doenga renal cronica e submetidos ao
tratamento regular de hemodialise por um periodo superior a 10 meses, igual
numero de homens e mulheres, idade 50 + 10 anos, ndo sendo considerado o jejum.

Grupo Il (n=10), controle, formado por individuos considerados saudaveis
para doencga renal cronica, igual numero de homens e mulheres, idade 50 £ 10 anos,
nao sendo considerado o jejum.

Um termo de consentimento foi assinado pelos participantes. Individuos
infectados por virus da hepatite e da imunodeficiéncia humana foram excluidos do
estudo. Os individuos do grupo controle ndo estavam utilizando suplementos
vitaminicos.

O termo de consentimento para a realizagdo das coletas sanguineas e
autorizacao para a publicacédo dos resultados obtidos foi previamente assinado pelos
participantes do estudo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de
Ciéncias da Saude para a realizagao deste trabalho.

Todos os participantes dos grupos responderam a um questionario utilizado
como um banco de dados para auxiliar na analise e discussdo dos resultados
obtidos (APENDICE 1).

A obtengdo da amostra biolégica, através da venipuntura periférica, foi
realizada na Casa de Saude e no Hospital de Caridade para o grupo | e no
Laboratério de Toxicologia na UFSM para o grupo Il. O volume de sangue total foi de
5 mL em EDTA. As amostras foram mantidas sob refrigeragéo, 0 a 4°C, imediata-

mente apos a coleta.

Separacéo e tratamento das amostras de sangue.
Amostra de 1 ml de sangue total em EDTA foi destinada para determinagéo
da hemoglobina através do método da cianometahemoglobina (ID181), APENDICE

2, e hematdcrito através de microcentrifugacéo (ID 182), APENDICE 3.
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Amostra de 4 ml de sangue total em EDTA foi centrifugada sob refrigeragao a
3°C. Os eritrécitos separados foram hemolisados e desproteinizados, de acordo com
a Tabela 4, utilizando solucido de TCA 15%. O sobrenadante acido foi derivado e

mantido a —20°C até o momento da analise cromatografica.

Calculo para obtengéo dos resultados.

Os resultados foram expressos em mmol de GSH/L de eritrocitos e em umol
GSH no sangue total/gHb. O resultado em mmol de GSH/L foi obtido diretamente
através da curva analitica eritrocitaria. O resultado em umol GSH no sangue total/g

Hb foi obtido através da seguinte equacgao:

mM GSH nos eritrécitos x Ht

< umol GSH no sangue total/gHb = x 10
Hb

3.9 Analise estatistica

Os grupos de estudo foram constituidos por individuos com insuficiéncia renal
cronica submetidos ao tratamento regular de hemodialise denominado grupo | e por
individuos que n&o apresentam problemas renais, grupo controle ou grupo Il. Os
resultados obtidos do grupo | (n=20) e grupo Il (n=10), foram analisados
estatisticamente através de teste T de Student para amostras independentes através
do software de estatistica SPSS 10.0 para Windows. Todos os dados foram
expressos em média + desvio padrao. A diferenga entre os grupos foi considerada

significativa quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reacgao de derivacao da GSH com DTNB

O Reagente de Eliman, DTNB, é largamente utilizado para a quantificacao de
grupos sulfidrilicos totais por espectrofotometria, quantificacdo indireta através do
anion liberado, anion de Eliman ou acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) (Gergel
& Cerbaum, 1997). Em amostras contendo uma mistura de tidis, a reagdo com
DTNB ou derivagao permite a especiacao e quantificagdo de cada componente tiol
derivado através de técnicas cromatograficas que permitem a separagdo dos
diferentes componentes e a detecgdo seletiva por UV 330 nm (Katrusiak et al.,
2001).

% GSH + DTNB —ememememeev N GSH-TNB ¥ TNB
GSH derivada Anion de Ellman

4.2 Escolha da fase moével e condi¢goes de eluigao

A concentracao da solucao de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) ideal
deve ser a de menor concentragao possivel capaz de eluir a substancia de interesse
analitico da fase estacionaria no menor intervalo de tempo.

As concentragdoes de 100, 50 e 25 mM de solugao de fosfato de potassio
monobasico foram testadas. Verificou-se precipitacdo do sal e sobrecarga da
pressdo no sistema cromatografico com consequente desgaste dos pistdes quando
utilizadas as concentragcées de 100 e 50 mM. No entanto, concentracéo de 25 mM
associada a eluicdo por gradiente permitiu separagao cromatografica satisfatéria

com tempo 25 minutos e sem a desvantagem de dano ao sistema cromatografico.
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4.3 Eluicao por gradiente

A variagdo na constituicdo da fase mével em fungdo do tempo caracteriza a
eluicdo por gradiente. Em geral, utiliza-se uma mistura binaria e objetiva-se uma
separacao completa dos analitos de interesse no menor tempo de analise possivel.
Amostras complexas e analito com elevado tempo de retengcdo conduzem a
utilizacao de eluigdo por gradiente.

O gradiente foi programado com o objetivo de eluir a GSH derivada em
tempos de retencao diferentes das demais substancias; remover o excesso de
DTNB, e restabelecer o equilibrio da fase estacionaria. Os gradientes testados
resultaram em diferentes tempos de retencdo e consequentemente, os picos se
apresentaram mais proximos ou mais separados.

A Tabela 13 mostra a programagao do gradiente | e o cromatograma
correspondente esta na Figura 3. Nesta programacao, a polaridade da fase movel foi
menor entre os tempos de um a quinze minutos, o que promoveu a eluicdo do TNB e
GSH derivada em tempos de retengcdo muito préximos, prejudicando a separagao.

A partir do resultado observado na Figura 3, resolveu-se aumentar a
polaridade da fase movel a partir de zero até onze minutos e diminuir a vazao para
retardar a eluicdo dos compostos. A partir de onze minutos e um segundo até
dezesseis minutos, a polaridade foi diminuida para diminuir o tempo de retengao do
DTNB. A programacao esta demonstrada na Tabela 14, gradiente Il. O respectivo

cromatograma esta representado na Figura 4.
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TABELA 13 — Programa de eluigao, gradiente I.

Intervalo de tempo Vazao KH,PO4 MeOH
(minutos) (mL/minuto) (%) (%)
00:00 1,3 85 15
01:00 1,3 80 20
01:01 1,3 74 26
06:00 1,3 74 26
06:01 1,0 70 30
15:00 1,0 70 30
15:01 1,0 85 15
25:00 1,0 85 15
TNB GSH
mAU TNB  GSH iz
- Ny EDTA
200 DTNB SRERRRRERARED A
100
: EDTA
ST VY 11 W, V6 A N ‘
@] 5 10

Time (min)

FIGURA 3 — Cromatograma obtido a partir da analise de padrdo aquoso de GSH 1
mM utilizando o gradiente I. Tempos de retengao: TNB 2,91; GSH 3,13; EDTA 3,75 e
DTNB 7,66 minutos.
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TABELA 14 — Programa de elui¢do, gradiente Il.

Intervalo de tempo Vazao KH,PO, MeOH
(minutos) (mL/minuto) (%) (%)
11:01 0,8 50 50
16:00 0,8 50 50
25:00 0,8 88 12
TNB  GSH
mAb \ | |EDTA
TNB DTNB & N
\ GSH e
10 -
|
N
L]
g | [EDTA . \
O —‘_]\“ \T‘C\AVVTA‘—/\“/”J‘ W JL‘UL T \ T T T [
5 1 5
Time

FIGURA 4 — Cromatograma obtido a partir da analise de padrdo aquoso de GSH 1
mM utilizando o gradiente Il. Tempos de retencédo: TNB 5,56; GSH 7,46; EDTA 8,28

e DTNB 15,2 minutos.
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Observamos na Figura 4 que os picos do TNB e da GSH derivada estao
resolvidos, no entanto, o gradiente Il utilizado nao foi ideal para separar a GSH
derivada e EDTA. Entao, o gradiente Il (Tabela 06), foi programado, a polaridade foi
aumentada e a vazdo diminuida para 0,6 mL/minuto entre os tempos de trés minutos
e um segundo e quatro minutos e meio em relagdo ao gradiente Il. Com o objetivo
de restabelecer o equilibrio da fase estacionaria em menor tempo possivel, a
polaridade foi reduzida e a vazao foi mantida a 0,8 mL/minuto entre quatro minutos e
trinta e um segundos e dez minutos e meio, uma vez que o excesso de metanol que
se mantinha na coluna interferia na corrida seguinte. Deste modo, o excesso de
DTNB foi removido e o equilibrio quimico da coluna restabelecido para a proxima
corrida, a partir do tempo de dez minutos e trinta e um segundos até vinte e cinco
minutos, com a proporgao 88:12 (KH,PO,4 : MeOH). O cromatograma correspon-

dente obtido esta representado na Figura 5.

DTNB

maA 7
mAU e

DTNB 20

- 10

20a3a 0

10 é TNB GSH
I
‘! L T T T T T ( " I T \’J/\ T L T L ‘ T ‘!
O 5 10

Time (min)

FIGURA 5 — Cromatograma obtido a partir da analise de padrao aquoso de GSH 1
mM utilizando gradiente Ill. Tempos de retencdo: TNB 4,7; GSH 6,34; EDTA 7,55 e
DTNB 9,87 minutos.
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A otimizagao das condi¢des cromatograficas, utilizando gradiente Ill e padrées
aquosos de GSH, foi considerada satisfatoria, para o inicio do trabalho com a

amostra bioldgica.

4.4 Amostra biolégica

Cuidados com a coleta da amostra sdo necessarios para prevenir a oxidagao
da GSH resultando em GSSG devido a presenca do ferro em eritrocitos. Em 1994,
Asensi et al. verificaram que a hemoglobina esta associada a oxidagdo da GSH na
amostra. Em 1996, Yoshida demonstrou que a oxidacdo da GSH pode ser
minimizada através do uso de agentes quelantes de metais como EDTA e 1,10-
fenantrolina.

A presenca de Fe* ou Fe?* na amostra resulta em oxidagdo da GSH (Minotti
& Aust, 1987; Kehrer, 2000). Assim, a presencga de agentes quelantes como o EDTA
ou a 1, 10-fenantrolina promovem a remocao do ferro e outros metais da amostra,

prevenindo a oxidagao da GSH e falsos resultados analiticos.

4.4.1 Coleta e processamento da amostra

O EDTA foi utilizado como anticoagulante devido a possibilidade de prevenir a
oxidacdo da GSH apds coleta da amostra. O processamento da amostra € uma
etapa critica na analise de GSH devido a suscetibilidade a reacdo de oxidagao. Para
minimizar estas reacodes, utilizou-se banho de gelo (0 a 4°C) durante coleta e

processamento.



Resultados e Discussé&o 46

4.4.2 Hemodlise e desproteinizacao

O procedimento de hemdlise é necessario, uma vez que 99,5% da GSH se
encontra no interior dos eritrocitos. Apdés a variacdo do tempo e frequéncia de
agitacdo no voértex, a solugdo de Triton X-100 20% foi escolhida por ser a
concentracdo minima ideal capaz de causar hemdlise total observada visualmente
como hemolisado limpido.

A desproteinizagcdo € importante para remover as enzimas envolvidas no
metabolismo da GSH e prevenir reagdes de oxi-redugao provenientes da interagao
quimica destes componentes. Além disso, em analises realizadas por CLAE, as
proteinas da amostra podem precipitar quando em contato com solventes ou
tampdes salinos utilizados na fase moével, o que bloqueia as canalizagdes, causando
aumento na presséao e deterioragao da eficiéncia da coluna (Bohrer et al., 2001).

A desproteinizagdo das amostras biologicas de interesse clinico € comumente
realizada com substancias acidas ou solventes orgénicos que desnaturam as
proteinas levando-as a precipitagdo. O processo mecanico de centrifugagao permite
que ocorra a separacgao. O analito que nao estiver ligado as proteinas apresentar-se-
a livre no sobrenadante.

O eritrocito representa uma amostra biolégica complexa para a despro-
teinizacédo devido a grande concentragao de proteinas. Somente de hemoglobina, a
concentragcdo meédia é de 12 g/dL. A instabilidade quimica e suscetibilidade a
reacbes da GSH também sao fatores determinantes na escolha do agente
desproteinizante. Portanto, o mesmo n&o deve reagir com a GSH, tampouco
interferir no equilibrio das reacdes pré-coluna. O acido percldrico, por exemplo, age

como pré-oxidante (Stempak et al., 2001).

Escolha do acido desproteinizante.
A escolha do acido desproteinizante deve respeitar alguns critérios, como por
exemplo, ndo causar interferéncia durante todo o procedimento analitico nem causar

dano ao sistema cromatografico.
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A concentracdo de acido para desproteinizacdo adequada é a menor possivel
para remover as proteinas resultando em sobrenadante limpido, com baixa

concentracao de proteinas residuais e sem perda do analito no precipitado.

Avaliagdo do aspecto do sobrenadante.

O MPA, concentragédo 5%, tem sido utilizado para desproteinizagdo de
eritrocitos (Mills & Lang, 1996) e de sangue total (Mills et al., 1994; Lang et al.,
2001). Porém, outro trabalho demonstra que concentragcbes de 5 a 15% de MPA
foram insuficientes para remover as proteinas da amostra de sangue total (Stempak,
2001).

De acordo com os resultados observados na Tabela 15, concentragcdes de 5 a
50% de MPA resultaram em desproteinizacdo do hemolisado nao satisfatéria,
caracterizada pelo aspecto turvo do sobrenadante. Por este motivo, os testes

seguintes foram realizados com SSA e TCA.

TABELA 15 — Aspecto do precipitado e sobrenadante observado com o uso de
diferentes concentracbes de MPA na desproteinizacdo do hemolisado com diluicdo
1:2,42.

MPA Aspecto
Concentragao (%) Precipitado Sobrenadante
5,10, 15, 20 Homogéneo Turvo

30, 50 Heterogéneo Turvo
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De acordo com os resultados observados nas Tabelas 16 e 17,
respectivamente; concentragdes de 5 a 10% de SSA e TCA resultaram em

desproteinizacdo nao satisfatéria caracterizada pelo aspecto turvo do sobrenadante.

TABELA 16 — Aspecto do precipitado e sobrenadante observado com o uso de
diferentes concentragdes de SSA na desproteinizacdo do hemolisado com diluicao
1:2,42.

SSA Aspecto

Concentragao (%) Precipitado Sobrenadante
5,10 Homogéneo Turvo
15, 20 Heterogéneo Limpido

TABELA 17 — Aspecto do precipitado e sobrenadante observado com o uso de
diferentes concentragdes de TCA na desproteinizacdo do hemolisado com diluicdo
1:2,42.

TCA Aspecto

Concentragao (%) Precipitado Sobrenadante
5,10 Homogéneo Turvo
15, 20 Homogéneo Limpido

A concentragdo minima dos acidos sulfossalicilico e tricloroacético que
resultou em aspecto limpido do sobrenadante foi de 15%. Diante destes resultados,
realizou-se a quantificacdo de proteinas residuais, que poderiam interferir nas
reagdes pré-coluna ou causar dano ao sistema cromatografico, e a avaliagdo da

possivel perda de GSH no precipitado apds desproteinizagao.
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Quantificagdo das proteinas residuais por espectrofotometria.

A determinacdo da concentracido de proteinas residuais foi realizada nos
sobrenadantes considerados limpidos, obtidos com SSA 15% e TCA 15%, através
do método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina bovina como padrao de

acordo com a Tabela 5. Os resultados da analise estdo na Tabela 18.

TABELA 18 — Concentracdo de proteinas residuais, método de Bradford, apds
desproteinizagdo do hemolisado (diluigao 1:2,42) com SSA 15% ou TCA 15%.

Sobrenadante SSA <4 mg.L”

Sobrenadante TCA <4 mg.L"

Considerando-se somente a concentragdo média de hemoglobina no eritrocito
120 g.L'1 e desconsiderando demais proteinas, o procedimento de desproteinizacao
realizado de acordo com a Tabela 4, utilizando SSA 15% ou TCA 15% mostra
efetividade na desproteinizacdo do hemolisado com dilui¢cao final 1:2,42; uma vez
que pequena quantidade de proteina residual permaneceu no sobrenadante. Em
analises de amostras de sangue realizadas por CLAE, a remogao das proteinas é o

passo mais importante no tratamento da amostra (Bohrer et al., 2001).

Avaliagdo da interferéncia cromatografica causada pelos acidos.

O SSA 15% e o TCA 15% né&o causaram interferéncia no mesmo tempo de
retengcdo da GSH. Os cromatogramas correspondentes aos tratamentos do eritrocito
com SSA e TCA estéo representados nas Figuras 6 e 7, respectivamente. A Tabela
7 mostra como foram preparadas as solugdes para injegao.

O TCA, assim como o SSA né&o apresentou sinal cromatografico no tempo de
retencao correspondente ao da GSH. Portanto, foi avaliada a possivel perda de GSH

no procedimento da desproteinizacdo com estes acidos na concentragao de 15%.
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FIGURA 6 — Avaliagdo da interferéncia do SSA na determinagdo de GSH através da
sobreposi¢cao dos cromatogramas relativos a solugéo de branco aquoso e amostra
eritrocitaria basal apés tratamento com SSA 15%.

mAU
GSH

- Amostra eritrocitaria basal

: - Solugao de branco aquoso

Time (min)

FIGURA 7 — Avaliacao da interferéncia do TCA na determinagao de GSH através da
sobreposi¢cao dos cromatogramas relativos a solugdo de branco aquoso e amostra
eritrocitaria basal apos tratamento com TCA 15%.
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Avaliacédo da perda de GSH durante a desproteinizagéo.

As condi¢gdes cromatograficas foram as mesmas utilizadas na avaliagdo das
interferéncias cromatograficas.

Testes foram realizados com SSA 15% e TCA 15%; adicdo de 0; 0,5; 1,0 e
1,5 mM de GSH no eritrécito foi realizada de acordo com a Tabela 8.

As areas dos picos cromatograficos resultantes da injecdo de amostras do
eritrocito processado foram comparadas com as areas obtidas a partir de injecéo
direta de padrao aquoso de GSH nas mesmas concentracdes que as adicionadas ao
eritrocito.

Na desproteinizacdo com SSA 15%, verificou-se perda de 36, 59 e 63%
correspondentes as concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mM de GSH adicionadas aos
eritrocitos (Figura 8). A desproteinizagdo se mostrou drastica de forma que o analito,

provavelmente, tenha ficado preso ao precipitado.

50
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O GSH padrao aquoso 0 GSH duplicata 1 00 GSH duplicata 2

FIGURA 8 — Desproteinizagdgo com SSA 15%, avaliagdo da perda de GSH
adicionada aos eritrécitos comparando-se com as correspondentes areas dos

padrées aquosos.
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Assim, o SSA foi descartado no procedimento da desproteinizacdo do
hemolisado, diluicdo 1:2,42, para a determinacao da GSH.

Na desproteinizagdo com TCA 15%, foi verificada muito pequena, de 0,5% de
GSH adicionada aos eritrocitos, (Figura 9). Além disto, observou-se linearidade entre

os trés pontos testados (Figura 10).
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FIGURA 9 - Desproteinizagdo com TCA 15%, avaliagdo da perda de GSH
adicionada aos eritrécitos comparando-se com as correspondentes areas dos

padrées aquosos.
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FIGURA 10 — Desproteinizagdo com TCA 15%, GSH adicionada aos eritrécitos e
avaliacao da linearidade comparando-se com as correspondentes areas dos padroes

aquosos.

Diante dos resultados obtidos, observou-se que nao houve interferéncia
cromatografica ou perda de GSH adicionada nos eritrocitos quando desproteinizados

15%. Desta forma, o TCA 15% foi utilizado para a validagao com TCA do método.

4.5 Validacao

A validagcdo de um método assegura a credibilidade deste durante a rotina
laboratorial, sendo algumas vezes mencionado como o “processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual € indicado para
fazer” (ICH, 1994).
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O objetivo da validagao foi demonstrar que o método otimizado apresentou-se
apropriado para a determinacao quantitativa da GSH em eritrocitos humanos através
da avaliacdo dos parametros de desempenho analiticos: linearidade, seletividade,
precisdo, exatidao, recuperacgao, limite de deteccgao, limite de quantificacédo, robustez
e estabilidade.

As condi¢des cromatograficas adotadas foram: coluna cromatografica de fase
reversa Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x 4 mm integrada a pré-coluna Eurospher-
100 C18, 5 um, 5mm x 4 mm, temperatura 39°C; alca de amostragem de 20 pnl; fase
movel constituida por KH,PO4 25 mM, pH 3,83: metanol; eluicdo por gradiente

(Tabela 6) e comprimento de onda 330 nm.

4.5.1 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (ANVISA, 2003).

Avaliou-se a linearidade através da curva de adicdo de GSH em eritrocitos
humanos. Uma vez que a GSH se encontra normalmente nos eritrdcitos, nivel basal,
a area referente a injegdo da amostra foi considerada concentracdo zero e as
concentragcdes adicionadas correspondentes a area do nivel basal mais a area
correspondente ao adicionado.

A Figura 11 mostra os sinais de cromatogramas sobrepostos correspondentes
aos sinais da amostra basal e com adicdo de GSH 0,5 e 1,5 mM. Observou-se o
aumento da resposta em fung¢ao da quantidade de GSH adicionada ao eritrécito. A
Figura 12 mostra o coeficiente de correlagao r* = 0,9998, muito préximo de 1,

caracterizando a linearidade deste método.
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FIGURA 11 — Cromatogramas sobrepostos correspondentes a curva analitica com

adicdo de padrao de GSH nos eritrocitos; nivel basal, adicdo de 0,5 e 1,5 mM.
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FIGURA 12 — Demonstragédo grafica da curva analitica com adi¢do de padrao de
GSH nos eritrocitos (n=5); nivel basal e adi¢ao de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM de
GSH.
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A curva aquosa, representada na Figura 13, foi obtida através de injegéo
direta de padrdo aquoso de GSH apds derivagao, como mostra a Tabela 1. A média
das areas das curvas analiticas (n=5) foram correlacionadas com suas respectivas
concentragdes. As concentragdes foram iguais aquelas adicionadas ao eritrécito na
curva analitica com adi¢gao de padrao 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM. Observou-se
linearidade representada por r* = 0,9986. Esta curva foi utilizada para determinacéo
dos parametros da curva com adicdo de GSH na matriz, onde as respostas entre

ambas foram comparadas e associadas a respectiva concentracdo adicionada ao

eritrocito.
y = 28,9x + 0,8037
R? = 0,9989
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<
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FIGURA 13 — Demonstragdo grafica da curva aquosa de GSH (n=5); branco e
concentracgodes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM de GSH.
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4.5.2 Seletividade

E a capacidade em um método instrumental de separacdo de avaliar as
substancias em analise na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinagdo numa amostra. Para demonstrar isto, foram identificados os
tempos de retengéo de outros tidis que também reagem com o DTNB e comparou-se
com o tempo de retencao da GSH.

Os outros tidis foram derivados separadamente e cada solugéo foi injetada
para estabelecimento prévio dos tempos de retengdo e posteriormente todos
contidos na mesma solugao, inclusive a GSH, foram derivatizados e injetados, o

cromatograma obtido esta na Figura 14.

TNB

cysaLy °° NAc DTNB
40 HCY
307
mASo: ED
mAU jers
TNB GsH NAC DTNB 10

150 ] Time (min)

1001cyYysGaLyY
] HCY

20 s EDTM

n T T T T T T T T T

Time (min)

FIGURA 14 — Demonstracao da seletividade utilizando solugado de padrées aquosos
com outros tidis que reagem com o DTNB. Tempos de retencéo: CYS 3,08; CYSGLY
3,98; TNB 4,73; GSH 6,46; HCYS 7,16; EDTA 7,58; NAC 8,89 e DTNB 9,98 minutos.
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A Cisteina (CYS), a cisteinilglicina (CYSGLY), a homocisteina (HCYS) e a n-
acetilcisteina (NAC) apresentaram tempos de retengdo diferentes da GSH,
demonstrando a seletividade do método para a quantificacdo deste analito. Estes
tidis se encontram em concentracbes muito baixas no eritrocito e sao
essencialmente plasmaticos (Yoshida, 1996; Andersson et al., 1993); no entanto, a
demonstragao grafica da separagédo destes € importante caso estejam na amostra

como contaminantes.

4.5.3 Precisao

A precisao € a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas, calculada como o coeficiente de variagéo (CV%) entre as medidas.

A precisao foi calculada como o coeficiente de variagao (CV%) de uma série
de medidas dentro de um dia (intra-dia) e entre diferentes dias (inter-dia) de

procedimento e analise.

Repetibilidade ou preciséo intra-dia.

A coleta, processamento do sangue e a quantificacdo da GSH adicionada ao
eritrocito, concentragdes 0,5; 1,5 e 3,0 mM, foram realizadas em duplicata (n=6) nas
mesmas condi¢des e no mesmo dia. Os dados expressos na Tabelas 19 sao

referentes a todas as medidas de cada amostra preparada.
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TABELA 19 — Precisdo intra-dia, concentracbes de GSH em mM recuperadas da

amostra através do método de adi¢gao de padrao (n=6).

Adicdao (mM) Duplicata 1 (mM) Duplicata 2 (mM) MédialmM)+S CV%

0,5 054 046 048 045 049 045 0,48 £ 0,03 6,90
1,5 1,52 1,46 158 1,44 137 1,65 1,50 £ 0,10 6,64
3,0 3,11 299 3,12 3,34 358 3,82 3,33 +0,32 9,65

A precisao intra-dia apresentou um CV% entre 6,64 e 9,65%, mostrando que
o0 método é preciso para a analise de GSH em eritrocitos, pois considera-se preciséo
metodoldgica satisfatoria a obtencdo de CV% + 15 em validagao cromatografica para

a analise de amostras biologicas (Causon, 1997).

Preciséo intermediaria ou precisdo inter-dia.

As amostras sanguineas foram obtidas de cinco diferentes voluntarios pois o
analito ndo é estavel, caso contrario deveria ser a mesma amostra. As preparacgoes,
GSH adicionada ao eritrécito nas concentragdes 0,5; 1,5 e 3,0 mM, foram realizadas
em duplicata em cinco dias por diferentes analistas e injetadas em triplicata. A
precisao inter-dia considerando todas as medidas, mostrou um CV% 7,67; 4,60 e
6,73%, respectivamente. O método se apresentou preciso para quantificagdo de
GSH em eritrécitos em diferentes dias e por diferentes analistas com CV% * 15
(Causon, 1997).
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4.5.4 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordéancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncia, comparagao de métodos, adigdo de padréo, ensaios de
recuperagao e porcentagem bias (% bias).

O calculo da exatiddo do método, dado em bias%, foi realizado a partir dos
resultados obtidos em cinco diferentes dias de preparagcéo da amostra. Curvas com
adicdo de GSH no eritrécito (n=5), concentragdes 0,5; 1,5 e 3,0 mM de GSH
resultaram em bias% de -6,38; 1,32 e 4,05%, respectivamente. Considera-se
exatiddo metodoldgica satisfatoria a obtencédo de bias% + 15 em validacéo
cromatografica para a analise de amostras biolégicas (Causon, 1997). O método
otimizado, portanto, apresentou exatiddo para quantificacdo de GSH em eritrocitos

com bias% < 10%.

4.5.5 Recuperacao

A recuperagéo (R%) realizada a partir de cinco preparagdées em duplicata com
adicao de GSH no eritrécito em cinco diferentes dias, foi 94,1; 102,4 e 104,5% para
as concentracgodes 0,5; 1,5 e 3,0 mM. Em validagdo cromatografica para a analise de
amostras bioldgicas, considera-se recuperagao metodologica satisfatoria a obtencéo
de R% dentro de + 15% da concentragao esperada para o analito (Causon, 1997). A
recuperacao acima de 90% demonstra que a GSH adicionada se mantém estavel
durante o processamento da amostra, demonstrando, juntamente com os outros
parametros, que o método pode ser utilizado para quantificagdo de GSH no

eritrécito.



Resultados e Discussé&o 61

4.5.6 Limite de deteccao e limite de quantificacao

A solucgao de branco aquoso isenta de GSH foi preparada a partir do procedi-
mento de derivagdo segundo mostra a Tabela 1, no lugar da solugédo de GSH usou-
se solugcao de EDTA 0,3 mM.

As areas obtidas a partir das inje¢cdes da solugdo de branco aquoso (n=10)
foram: 0,1; 0,09; 0,15; 0,12; 0,11; 0,12; 0,08; 0,09; 0,15; 0,14. O desvio padrao
absoluto foi de (S) 0,03.

Andlise direta de solugdo aquosa de GSH derivada com DTNB,
concentragdes 0,015; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 mM foi realizada. A equacao da reta obtida
foiy = 31,3 x — 0,34, em que o coeficiente angular, IC, é 31,3 e o coeficiente de
correlagao 0,999.

O limite de deteccédo (LD) foi calculado segundo a equagao: LD = S, x 3/ IC.
Desta forma, 0,03 x 3/ 31,326, obteve-se 0,0024 mM de GSH.

O limite de quantificacédo (LQ) foi calculado segundo a equacgao: LQ = S; x 10
/ IC. Desta forma, 0,03 x 10 / 31,326, obteve-se 0,0081 mM de GSH.

A partir da determinacio destes valores observamos que o método € sensivel

para concentragdes muito baixas de GSH, na ordem de 0,01 mM.

4.5.7 Robustez

Durante a validagdo do método ocorreram variagdes das condi¢des analiticas:
foram utilizados diferentes lotes de colunas cromatograficas, diferentes marcas de
reagentes, fase movel com pequenas variagdes no pH de 3,83 a 3,78; amostras
provenientes de diferentes individuos e diferentes analistas. Diante dos resultados
encontrados durante a validagdo, o método se mostrou confiavel para a

quantificacdo da GSH sob diferentes condi¢cdes analiticas.
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4.5.8 Estabilidade

Avaliou-se a estabilidade da GSH:

¢ derivada nas solugdes aquosas de 1 mM,;

7

* nas solugdes estoque de padrao aquoso de 20 mM;

*,

Y

* Nno sangue total;

o
A5

no sobrenadante acido;

X3

» derivada no sobrenadante acido.

L)

Solugbes de padréo aquoso.

Nas determinag¢des (n=5) da GSH 1 mM a partir da 20 mM, em solugdo aquosa
de EDTA 0,3 mM, mantida a —20°C por 24 horas observou-se perda de 26% de area
em relagdo aquela GSH derivada e injetada imediatamente. Os resultados mostram
que a GSH em solugao aquosa de 1mM é instavel mesmo apds derivagao.

A GSH na solugéo estoque de 20 mM mantido a —20°C, mostrou-se estavel por

um periodo de 2 meses apds o preparo em solugao de EDTA 0,3 mM.

Sangue total.

O sangue total, mantido de 0 a 4°C, apresentou 15% de perda de area de
GSH, quatro horas apds a coleta quando comparada aquela processada
imediatamente. Este resultado demonstrou, juntamente com outros trabalhos
(Roberts & Agar, 1971; kleinman & Richie, 2000) que o tratamento da amostra € um

ponto critico na analise da GSH.

Sobrenadante acido.

Nas amostras de eritrocitos preparados em duplicata, onde foi adicionado 1
mM de GSH e desproteinizadas com TCA 15% (dissolvidos ou ndo em solugéo de
EDTA 0,3 mM), a GSH foi derivada. As solugbes foram injetadas no primeiro e
segundo dia apds obtengdo do sobrenadante acido, sendo mantidas a —20°C.
Observou-se diferenga entre a média das areas dos picos cromatograficos de cada

duplicata, como mostra a Tabela 20.
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TABELA 20 — Estabilidade da GSH no sobrenadante acido e influéncia do EDTA,

resultado dado em area do pico cromatografico.

Area média (mUA)

Sobrenadante acido Derivagao no dia 1 Derivagéo no dia 2 Perda (%)
Sem EDTA (n=2) 26,38 12,75 52
Com EDTA (n=2) 26,54 18,80 29

O EDTA melhorou a estabilidade da GSH na matriz desproteinizada, mas seu
efeito ndo foi efetivo, uma vez que houve perda de 29% da area da GSH em 24
horas a —20°C.

GSH derivada no sobrenadante acido.

As areas correspondentes a GSH derivada com DTNB, proveniente das
amostras de eritrocitos processadas imediatamente, desproteinizadas com TCA 15%
(dissolvido em solugcdo de EDTA 0,3 mM), foram determinadas. Os valores obtidos
em area média + desvio padrao foram de 11,93+ 0,60; 23,21+ 1,33 e 31,84+ 1,15,
para o nivel basal, adicao de 1 e 2 mM, respectivamente. Obteve-se média de 103%
de area relacionando-se os demais dias com o primeiro, considerado 100%.
Observou-se, assim, que a GSH derivada se manteve estavel por um periodo de

trinta dias a —20°C, como mostra a Figura 15.
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FIGURA 15 — Estabilidade da GSH derivada com DTNB no sobrenadante acido,
mantida a —20°C (areas médiastdesvio padrao: nivel basal 11,93+0,60; adigdo de 1
mM 23,21+1,33 e adigdo de 2 mM 31,84+1,15).

Diante dos resultados obtidos, observou-se que a GSH nao é estavel no
sangue total (0 a 4°C/4horas), nem no sobrenadante acido (a —20°C/24 horas) ,
exigindo entdo a derivagdo com DTNB, forma que se manteve estavel por um
periodo de trinta dias.

O estudo da estabilidade de um analito € importante para maior seguranca dos
resultados obtidos na analise. Diminuicdes da concentracdo de até 10% sé&o
comumente aceitas como se a amostra mantivesse a integridade do analito.

Além disso, sendo a GSH estavel quando derivada com o DTNB, analise pode
ser realizada, com segurancga, dentro de trinta dias apos a coleta e derivagdo da
amostra.

De acordo com o que se observou no trabalho realizado, um método analitico
para quantificagdo de GSH requer cuidados especiais. O tipo de amostra bioldgica

utilizada e a forma de seu processamento sao pontos criticos na analise.
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A instabilidade quimica da GSH apds coleta péde ser minimizada com a
separacdo, em baixa temperatura, dos eritrocitos do plasma. A oxidagao foi
diminuida, provavelmente, por que a troca metabdlica entre eritrocito, enzimas e
outras proteinas plasmaticas foi prevenida, estando de acordo com estudo prévio o
qual demonstrou diminui¢gao no nivel da GSH em funcédo do tempo devido a ativida-
de enzimatica no plasma (Andersson et al., 1999). A recuperacao satisfatoria da
GSH adicionada aos eritrocitos, de 94%, representou que o processamento da
amostra foi adequado, pois a GSH se manteve estavel apos a coleta até derivagao
com DTNB.

O DTNB, que foi utilizado por Kleinman & Richie(2000) como estabilizante da
GSH, nao permitiu a sua deteccao eletroquimica. A vantagem do método otimizado
esta na possibilidade de determinar a GSH por CLAE-UV derivada com DTNB que
também age como agente estabilizante do analito. Através dos testes de
estabilidade realizados de forma sistematica, a derivagdo pré-coluna com DTNB,
imediatamente apds o processamento da amostra, manteve a estabilidade da GSH
por um periodo de um més a —20°C o que torna o método seguro, sem o risco de
perda do analito até a injegdo no cromatoégrafo.

A solugao salina de KH,PO4 da fase movel teve sua concentragdo diminuida
para 25 mM quando comparada com trabalho prévio que utilizou 100 mM (Katrusiak
et al., 2001), desta forma, nao foi observado dano nos pistdées do cromatégrafo.

Katrusiak et al. (2001) utilizaram temperatura de 35°C na coluna cromato-
grafica e eluicdo isocratica realizada em duas fases, através de um complexo
sistema que permitisse a eluicdo do analito e reequilibrio da coluna. No trabalho
otimizado e validado, a temperatura foi modificada para 37°C e a eluigdo foi
realizada por gradiente, através de uma bomba quaternaria de solventes, o que

simplificou o trabalho com um tempo de corrida de 25 minutos.



Resultados e Discussé&o 66

4.6 Aplicagcao do método e analise estatistica

Sabe-se que em algumas patologias ou em situacéo de estresse oxidativo ha
alteracao dos niveis de GSH sanguinea. Procurou-se aplicar o método otimizado e
validado para a analise de amostras de individuos com insuficiéncia renal crénica e
submetidos ao tratamento regular de hemodialise, grupo | (n=20), comparando com
um grupo controle, grupo Il (n=10), individuos que n&o apresentavam problemas
renais.

Os resultados foram expressos em mmol de GSH/L de eritrocitos e umol
GSH no sangue total/gHb, quando considerados os indices hematimétricos:
hematocrito e hemoglobina. A multiplicagdo da quantidade de GSH em mM no
eritrocito pelo valor absoluto do hematdcrito avalia a hemodiluicdo e a divisdo pela
concentragcdo de hemoglobina no sangue total considera o equilibrio dos niveis
fisioldgicos da hemoglobina no estado reduzido, que é realizada pela GSH. Esta
forma de apresentar os resultados considera a variabilidade interindividual, como por
exemplo, a presenca de anemia nos pacientes para posterior comparagao entre
estes e os individuos do grupo controle.

Os resultados obtidos foram analisados através de teste T de Student para
amostras independentes. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa

quando p<0,05. Os resultados encontram-se na Tabela 21.

TABELA 21 — Concentragdes de GSH, Hb e Ht em pacientes sob tratamento de

hemodialise e individuos pertencentes ao grupo controle.

Hb GSH GSH
(g/dL) Ht% (mM Ert?) (umol/gHb)
Controle
(n=10) Média = S 13,50+0,94 42 40+2,41 1,96+0,45 6,17+1,48
Pacientes
(n=20) Médiax S 11,33+1,65* 36,75+5,08* 2,30+0,29* 7,52 +1,15*

@ eritrocito; *p<0,05. Resultados dados em média + desvio padréo.
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A média dos valores de GSH encontrados no grupo controle (n=10) neste
estudo, 6,17 + 1,48 umol/gHb, esta de acordo com a literatura em estudo
randomizado de individuos (n=396) onde a média e desvio encontrados foram 6,93 +
0,98 umol/gHb (Inal et al., 1996)

A Tabela 21 apresenta os valores de p de todos os parametros analisados.
Observou-se diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos em todos os
parametros. No grupo dos pacientes, a hemoglobina e o hematdcrito foram
significativamente menores que no grupo controle, no entanto, a concentragdo de
GSH em mM no eritrécito foi significativamente maior . Da mesma forma,
independente dos indices hematimétricos, o resultado em umol de GSH/gHb foi
significativamente maior no grupo dos pacientes sob tratamento regular de
hemodialise.

Estudos prévios, sobre o aspecto da suplementacdo com multinutriente
contendo vitaminas, mostraram aumento significativo dos niveis de GSH eritrocitaria
e da atividade da glutationa peroxidase e da catalase (Cheng et al., 2001), e que
algumas vitaminas B podem ter um importante papel nos sistemas antioxidantes
celulares (Hu et al., 1995; Cabrini et al., 1998; Suliman et al., 1999). Através do
questionario realizado, observou-se que 70% dos pacientes estavam sob uso de
vitaminas do complexo B.

Quanto a administragcdo de eritropoietina, estudo prévio mostrou que a
diferenca entre a concentragdo da GSH sanglinea em upumol/gHb nao foi
estatisticamente significativa em pacientes submetidos ao tratamento de
hemodialise, tratados ou nao tratados com eritropoietina, quando comparados com
grupo controle (Cristol et al., 1997). No nosso estudo, a média dos valores de GSH
em umol/g Hb do grupo dos pacientes foi significativamente maior (p<0,05) que a
média do grupo controle. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Turi et
al. (1992), que encontraram uma pequena, embora constante, elevagdo nos niveis
de GSH em pumol/gHb durante a terapia com eritropoietina. A partir dos dados
obtidos pelo questionario realizado, observou-se que em 75% dos pacientes se

administrava este medicamento.
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Os resultados mostram que os pacientes analisados apresentam niveis de
GSH significativamente maiores que os individuos do grupo controle e que 70% e
75% destes pacientes estavam sob administragao de vitaminas do complexo B e de

eritropoietina, respectivamente.
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5 CONCLUSAO

Um método para a quantificacdo de GSH por CLAE-UV em eritrocitos
humanos foi otimizado. Condi¢des para o tratamento da amostra biolégica como
hemolise e desproteinizacdo eficientes, bem como as cromatograficas foram
estabelecidas. Um tempo de analise considerado curto para cromatografia liquida de
alta eficiéncia, de 25 minutos, foi obtido. Estabeleceu-se que no sobrenadante des-
proteinizado com TCA 15% seguido de derivagdo com DTNB, mantido a —20°C, a
GSH se manteve estavel por um més. A complexidade da matriz ndo demonstrou
problemas na analise com o tratamento da amostra bioldgica realizado, além disso,
a instabilidade quimica da GSH foi adequadamente minimizada. O sistema
cromatografico consistiu de uma coluna em fase reversa C18 e deteccdo por
ultravioleta. O derivatizante, DTNB, é de baixo custo quando comparado aos
fluorescentes. Permitiu-se, desta forma, otimizar uma metodologia, com sistema
cromatografico, viavel para a implantagdo na maioria dos laboratorios.

Os parametros avaliados como linearidade, seletividade, precisao, exatidao,
recuperacao, limite de detecgao, limite de quantificacdo e estabilidade da GSH,
mostraram através dos seus resultados que o método foi validado e permite a
analise da GSH em amostras sanguineas em rotina laboratorial de forma exequivel e
confiavel.

A aplicagcdo do método foi realizada em amostras sanguineas de individuos
sadios e de pacientes com insuficiéncia renal crbnica submetidos ao tratamento
regular de hemodialise. Os resultados obtidos mostraram que os valores de GSH
nos eritrocitos dos individuos sadios foram concordantes com os previamente
estabelecidos na literatura. Os pacientes apresentaram niveis de GSH signi-
ficativamente elevados, porém a maioria recebia suplementagao vitaminica e eritro-
poietina.

A metodologia otimizada e validada permite a quantificagdo de GSH em
amostras sanglineas de diferentes individuos com variagdo de idade e condi¢des
fisiopatolégicas, mostrando-se util para posteriores estudos experimentais e ambu-

latoriais envolvidos no estresse oxidativo.
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6 APENDICES
APENDICE 1
QUESTIONARIO
DATA.......... /R [ieaann.
N O ..
PRONTUARIO (N°):...ooe et enns
Grupo: () Controle ( ) Estudo
Sexo: ( )F ()M
Idade: ............

Precedentes familiares para doengas vasculares: () sim () n&o
Tempo de hemodialiSe: .........cooeveiiiiiiii e
Tabagismo: ( ) fumante ( ) naofumante ( ) ex-fumante
Uso de alcool Diariamente: ( ) sim ( ) nao

Esporadicamente: ( ) sim ( )nao
Diabetes: ( ) sim ( )nao

Pressédo alta: ( )sim ( )nao

Dislipidemia: ( ) sim ( )nao

Creatinina sérica niveis encontrados: ...........cccovvvvieiiiiiiiiiiiiiiiieeenennee.
Hemoglobina niveis encontrados: ..........ccooovviiiiiiiiiii e
Eritropoietina: ( ) sim () n&o. Posologia:............ccoevviiiiiiiiiiieenennnn.
Exercicios fisicos: () sim ( ) nao. Frequéncia:.........c.cccccceeveeenn..

Multivitaminas: ( ) sim () ndo. Qual?.......cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
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Acido félico: ( )sim ( )ndo
VitB12: ( )sim ( )nao

Vitamina E: ( )sim ( )nao
Vitamina C: ( )sim ( )néo

Outros medicamentos: () uso continuo ( ) uso esporadico

Ass. responsavel pela coleta de dados.
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APENDICE 2
Determinagdo da hemoglobina por espectrofotometria.
Baseado em método reconhecido pelo ICSH-International Committee for

Standartization in Haematology (ICSH, 1977).

Preparo do Reativo de Drabkin:

Cianureto de potassio (1OXICO)........ccoeeveviiiiiiii. 0,059
Ferricianeto de potassio.........cccceevviieiiiiiiiiiicee e, 0,209
Bicarbonato de sédio (NazCO3).......ccoovvvviviieiiiieeeieien, 19
Agua destilada gsp..........covevieeeiiieeeee e 1000mL

Caracteristicas da solucdo e conservacgao:

«+ Cor amarela palida e de aspecto limpido.

+ Conservagao em frasco escuro (evitar a luz).

« Conservagao em local fresco (preferéncia na geladeira).
%+ Conservagao em temperatura ndo maior do que 30°C.

++ Estabilidade de 1 més

Meétodo da Cianometemoglobina.

Mediu-se exatamente SmL do Reativo de Drabkin e colocou-se num tubo de
hemdlise;

Acrescentou-se 20 uL de sangue com EDTA, medindo em pipeta. O excesso
de sangue no exterior da pipeta foi removido com papel absorvente;

Lavou-se trés vezes a pipeta com diluente e misturou-se o sangue no liquido;

Deixou-se em repouso esta mistura por 5 a 10 minutos para desenvolvimento
da cor (transformagao da hemoglobina em cianometemoglobina);

Realizou-se leitura em filtro verde ou 540 nm;

A transmitancia foi ajustada a 100% com reativo de Drabkin.
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Calculo da concentracédo em g.dL™:

Utilizou-se a equacgao da reta de calibracdo construida com as concentragdes
conhecidas de hemoglobina total 9,7; 11,8; 16 g.dL™". As respectivas absorvancias
médias obtidas foram 0,201; 0,229; 0,297.

O coeficiente de correlagdo linear r* = 0,998, e equacdo da reta de calibracéo
y = 0,0154x + 0,0502.

APENDICE 3

Determinagdo do hematocrito (micro-hematdcrito).
Baseado no método reconhecido pelo ICSH-International Committee for

Standartization in Haematology (ICSH, 1982).

Aspirou-se, por capilaridade, um pequeno volume de sangue total em EDTA
em tubo capilar ndo graduado, com 75 mm de comprimento e 1,2mm de didmetro
interno, deixando vazios cerca de 15 mm;

Selou-se a extremidade, distante da coluna de sangue, pelo calor;

Centrifugou-se por 5 minutos a 7000 RPM em uma centrifuga pequena,
especialmente projetada para esse fim;

Separou-se a coluna de sangue em eritrocitos e plasma, com uma pequena
camada de leucdcitos e plaquetas na interface.

O hematdcrito foi lido em escala apropriada, excluindo-se da leitura a camada

de leucdcitos e plaquetas.
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