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RESUMO

DEROGIS, P. B. M. C. Estudos dos produtos da oXidagdo enzimatica do acido
docosahexaenoico como possiveis biomarcadores qu@acas neurodegenerativas.
2014. 151 p. Tese (doutorado) - Instituto de Quandia Universidade de Séao Paulo, Sao
Paulo, 2014

Os n-3 e n-6 sao duas familias de acidos graxasngakturados. Os acidos graxos de
cadeia longa como o acido araquidénico (AA) e dakegaenoico (DHA) apresentam
importantes funcées no desenvolvimento e funciomémedo cérebro. Os produtos de
oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados estseptes ou aumentados ao longo do
desenvolvimento de doencas neurodegenerativasraktedazacao de tais produtos é
critica para o estudo que busca entender o selfapeatoldgico no desenvolvimento
de tais doencas. No presente trabalho, buscoudssemvolvimento de uma ferramenta
analitica sensivel e especifica para a deteccaoastificacdo dos hidroperéxidos e
hidroxidos do AA (HpETE e HETE), do seu precursmracido linoleico (HpODE e
HODE) e do DHA (HpDoHE e HDoHE). Estes hidroper@sdoram sintetizados por
fotooxidacdo e os hidroxidos correspondentes fashtidos através da reducdo com o
NaBHs. Os isdmeros isolados foram caracterizados poMSIMS. Os ions produto
especificos de cada isébmero foram escolhidos paorstrucdo do método de
monitoramento de reacao selecionadalgcted reaction monitoring SRM) para a
realizacdo da analise quantitativa dos analitostédeesse. Cabe salientar que os dados
obtidos poderéo ser utilizados em bibliotecas ddismlipiddmica e oxi-lipidémica pois
serdo essenciais para a identificacdo e quantificdgs analitos de interesse do presente
estudo em diversas doencas. Utilizando o métodoopa@ddo, buscamos investigar o
papel dos hidroperéxidos e hidréxidos do DHA, LAA& em um modelo animal para a
esclerose lateral amiotrofica (ELA), uma doencarodegenerativa que acomete
neurdnios motores. Foi observado um aumento nassnéle 13-HpODE, 9-HpODE e
12-HETE no cortex motor dos animais avaliados. iddiaimente, foram observadas
alteracdes nas taxas lipolica e lipogénica no teeidiposo para os animais ELA em
relacdo aos respectivos controles. Em conjuntodams apresentados no presente
trabalho corroboram com os trabalhos da literajueaassociam alteracédo dos niveis dos
produtos de oxidac&o dos acidos graxos poli-inadag em doencas neurodegenerativas
e 0 metabolismo energético alterado em ELA. Futerdeé necessaria uma investigacao
mais ampla dos niveis dos hidroperéxidos e hidaxigidicos em diferentes tecidos e
do metabolismo lipidico, e os conhecimentos gerpdoerdo ser uma importante fonte
de novas opcoes terapéuticas para os pacientesip@s de ELA.

Palavras-chave: acido docosahexaenoico, produto®xilacdo, espectrometria de
massas, metabolismo lipidico



ABSTRACT

DEROGIS, P. B. M. C. Study of Docosahexaenoic auih-enzymatic oxidation
products as biomarkers for neurodegenerative dised®14. 151 p. [Ph. D. thesis
(Biochemistry) - Instituto de Quimica da Universidade Sao Paulo, S&o Paulo, 2014

The n-3 and n-6 are two polyunsaturated fatty afadslies. The long chain fatty acids
such as arachidonic (AA) and docosahexaenoic &titA) have important roles in the
development and function of the brain. Polyunsaaardatty acids (PUFAS) oxidation
products are present or increased during the pssigne of neurodegenerative diseases.
The characterization of DHA oxidation productsnsical to understand their roles in the
development of such diseases. In the present siuglgpught to develop a sensitive and
specific analytical tool for the detection and qiifezation of AA hydroperoxides and
hydroxides (HPETE and HETE), its precursor linolagd (HPODE and HODE) and
DHA (HpDoHE and HDoHE). These hydroperoxides wergntlsesized by
photooxidation and the corresponding hydroxidesewebtained by reduction with
NaBH:. The isolated isomers were characterized by LCN¥S/and unique and specific
fragment ions were chosen to construct a seleetsttion monitoring (SRM) method for
the targeted quantitative analysis. It should beleasized that the data obtained - in the
form of lipidomics and oxy-lipidomics libraries -ay be used to assist in several diseases.
Using the standardized method, we investigated rtile of hydroperoxides and
hydroxides of DHA, LA and AA in an animal model amyotrophic lateral sclerosis
(ALS), a neurodegenerative disease that affect®mmaurons. Increased levels of 13-
HPODE, 9-HPODE and 12-HETE were observed in themals motor cortex.
Additionally, results show changes in lipogenic dpdlytic rates in adipose tissue for
ALS animals when compared to their respective atsmtAltogether, the data presented
herein corroborate with the literature by linkinleeed levels of PUFAs oxidation
products in neurodegenerative diseases with almedgetic metabolism in ALS. In the
future, a more extensive investigation of the hpéroxide and hydroxide level in
different tissues as well as the lipid metabolisestrbe done, which could lead to new
therapeutic options for ALS patients.

Keywords: docosahexaenoic acid, oxidation productgss spectrometry, lipid
metabolism
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1. INTRODUCAO

Os lipideos sdo uma classe de biomoléculas comsdivestruturas e fungées
bioldgicas. Eles sdo caracterizados pela alta giolatle em solventes organicos e baixa

solubilidade em agua-fhy, 2005Wenk, 200%.

A maioria dos lipideos é derivada ou possui acgtagos em sua estrutura. Os
acidos graxos sao acidos carboxilicos com cadethsedarbonadas contendo até 36

carbonos l{lelson e Cox, 20)1 Eles podem ser saturados (contendo apenas déigaco

simples), monoinsaturados (uma ligagcéo dupla) dinpaturados (PUFAS) (2 ou mais
ligacdes duplas)dhow, 2007.

Os acidos graxos saturados estdo envolvidos naigiioce armazenamento de
energia, transporte de lipideos, sintese de fosfiadis e esfingolipidios necessarios para
a sintese de membranas e modificacdo covalenteudasnproteinas regulatérias. Os
monoinsaturados apresentam um papel adicional obiaxe na manutencgao da fluidez
de membranas. Os PUFAs apresentam um papel imprtean manutencdo da
permeabilidade de membranas, estdo envolvidos adugiio de eicosanoides, na
transducédo de sinal, na ativacao de fatores dedtigéo nucleargpector, 199Pe na
regulacdo de pressdo arterial, coagulacdo sanguinea no  correto

desenvolvimento/funcionamento do sistema nervidsall(et al, 2010.

Os acidos graxos sao denominados de diferentea$atmacordo com o sistema
utilizado. Como pode ser observado na tabela gido &raxo saturado com 16 carbonos
€ conhecido como &cido palmitico (nomenclaturaidivou acido hexadecandico
(nomenclatura definida pela “International Union Ffire and Applied Chemists” -
IUPAC).

A nomenclatura IUPAC relaciona-se a estrutura quardbo composto e a trivial

se relaciona, geralmente, a fonte natural ou a eemacteristica quimica apresentada.
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Como no exemplo citado, o acido palmitico apresess& nome por ser obtido a partir
do oOleo de palma.

Os acidos graxos podem ser representados usahdevéagao estrutural que os
identifica Unica e exclusivamente através do nurderoarbonos e de ligacdes duplas (o
acido palmitico - 16:0, e o acido oleico - 18:1nMposicao das insaturacdes € indicada
contando-se a posi¢cao do carbono da ligacdo dupdata da carboxila, nomenclatura
adotada pela IUPAC, ou da metila terminal. Quandm@tagem é feita a partir da
carboxila utiliza-se a letra grega delt&),( enquanto que feita a partir da metila é
especificada pela letra grega 6megadu pela letra n. Assim, o acido oleico pode ser
representado como: 18AD ou 18:1-9 (Tabela 1) Calder, 200k

Os acidos graxos insaturados, de acordo com a rubah@ra “Omega”, sdo
divididos em familias: 6mega-3 (como, por exemp®,acidosa-linolénico (ALA),
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHAgga-6 (acido linoleico (LA) e
acido araquidonico (AA), 6mega-7 (acido palmita¢ie 6mega-9 (acido oleicd(sso,
2009.

Os n-6 sao encontrados principalmente em Oleostaisgeomo o de girassol,
soja, milho, cartamo e de sementes de algodac @eéBasdo encontrados nos 6leos de
linhaca e canola, azeite, em mexilhdes, ostrasada@n, nozes e sementes como gergelim

(Riediger et al, 2009 Russo, 2009Gogus e Smith, 20)0Os trés principaiso-3

constituintes da dieta sédo: aciddinolénico (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA) e

acido docosahexaenoico (DHAY&rtin et al, 2006.

Os n-3 e n-6 precisam ser obtidos através da dieser sintetizados a partir do
seu precursor essencial. Os seus precursores, oAb RA, sdo descritos como acidos

graxos “essenciais”Spector, 199p Estes sofrem uma sequéncia de reacbes onde
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ocorrem adicao de novos carbonos e insaturac@etesacoriginal (Figura 1XJiu, 2003

Martin et al, 2006 Nelson e Cox, 20%1.ands, 201p

Tabela 1: Nomenclatura dos acidos graxos

Nomes Representacao relativa ao grupo
Metila
Trivial IUPAC Carboxila
(n) Q)
Acido palmitico Acido hexadecanoico 16:0 16:0
Acido esteérico Acido octadecanoico 18:0 18:0
Acido oleico Acido 9-octadecenoico 189 18:1n-9 ou 18 -9
Acido linoleico Acido 9,12 - octadecadienoico 189212 18:2n-6 ou 18t2-6

Acido linolénico Acido 9,12,15-octadecatrienoico  8:3A9,12,15 18:3n-3 ou 18i3-3

ACIdO' - ACIdO ' 5,8,11,14-  20:4A5,8,11, 20-41-6 0U 20 -6
araquidonico eicosatetraenoico 14

Acido Acido docosa-4,7,10,13,16,19- 22:6A4,7,10, _ _
docosahexaenoico hexaendico 13,16,19 22:6n-3 0u 226 -3

Atualmente, € comum a discussdo sobre os efeitodieta em relacdo a
composicao de 4cidos graxos de membranas e o cmmgedmpacto na funcéo celular

(Surette, 2008

A literatura recomenda como ideal uma dieta cupp@rcéo de n-6:n-3 é de 4:1.
Contudo, na dieta ocidental hA um aumento da iagest n-6 em detrimento dos n-3,
fato este que tem sido relacionado ao aumento dacds em que estdo envolvidos
processos inflamatorios como: doencgas cardiovassjladoencas inflamatorias,
obesidade, cancer e algumas doencas psiquiatviense{isdo dé.ands (2012) Este
aumento de incidéncia de doencas inflamatériasasstéciado a producao excessiva dos

eicosanoides pro-inflamatorios, a prostaglanding BE2E2) e leucotrieno B4 (LTB4),
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que sédo derivados do acido araquidbnico (AA). Passpirem enzimas comuns a
biossintese e metabolizacdo, uma alternativa phpaablema é o incremento da ingestao
de fontes de n-3 na dieta. Os n-3 passam a sdrstraio para a sintese de eicosanoides
e, portanto, diminuem a producdo de eicosanodid@snfiamatérios derivados de n-6

(Karanianet al, 1988 Horrocks e Yeo, 199%€onnor, 2000Marai e Massalha, 2014

n-3
Dieta Dieta
Acido a-linolénico (18:3n-3) Acido linoleico (18:2n-6)
A6 dessaturase
Acido octanodecatetraenoico (18:4n-3) Acido y-linolenico(18:3n-6)
Elongase
Acido eicosatetraenoéico (20:4n-3) Acido diomo-y-linoleico (20:3n-6)
A5 dessaturase
Acido eicosapentaensico (20:5n-3) Acido araquidénico (20:4n-6)
Elongase
Acido docosapentaendico (22:5n-3) Acido docosatetraendico (22:4n-6)
Elongase

Acido tetracosapentaenoico (24:5n-3) Acido tetracosatetraen dico (24:4n-6)
A6 dessaturase

Acido tetracosahexaendico (24:6n-3) Acido tetracosapentaenéico (24:5n-6)
B-oxidacédo

Acido docosahexaenéico (22:6n-3) Acido docosapentaendico (22:5n-6)

Figura 1: Biossintese de PUFAs em mamiferos. O ALA é alongaéssaturado por uma série de reacdes
enzimaticas, levando a formacéo EPA e do DHA.Odlaidbleico obtido da dieta é dessaturado, formando
0 &cidoy-linolénico (n-6), que sofre um alongamento dacadeia carbbnica, originando o acido dihomo-
y-linolénico (n-6), o qual é dessaturado, formandéacido araquiddnico (n-6). Fonte: Wall et al 2010 e
Appolinario et al 2011.

O é&cido £,72,102,137,16Z,19Z- docosahexaenoico [DHA, 22:6n-3] é um n-3,
altamente enriquecido em 0leo de peixe e em mgasdbtossintéticas e heterotroficas

(Surette, 2008 Riediger et al, 2009. Estudos realizados nos anos 60 revelaram a

presenca de niveis elevados de DHA no cérebro hur(tabrien e Sampson, 1965

Svennerholm, 1968 Posteriormente, foram descritas altas concedgsagde DHA em

membranas dos sinaptossomos e nas vesiculas sasagtigerindo um papel importante
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deste acido graxo para o sistema nervoso ceficai(anet al, 1969 Neuringeret al,

1988.
Em condicdes normais, o DHA néo € encontrado nandolivre e sim

esterificado na posicé&mn2 dos fosfolipideos (Figura 2)élson e Cox, 20)1

H,C—O0 sn-1 === Acidos graxos saturados
HC——O sn-2 mmmd Acidos graxos insaturados
O
I
H,C——O0 1|> 0—R
o

Figura 2: Estrutura basica dos fosfolipideos. Os fosfoliplgmdem ter como base o glicerol ou a
esfingosina. Na presente figura estdo esquematizadoque sédo derivados do glicerol, os chamados
fosfoglicerideos. Estes apresentam a esterificaddialois acidos graxos nas posic@sl e sn-2 do
glicerol e na posicdsn3 ha um fosfato formando o composto conhecido aiawlglicerol 3-fosfato. O
grupamento R ligado ao fosfato pode ser a etanalam serina, a colina, o inositol, o glicerol ou o
fosfatidilglicerol.

Nas membranas neuronais o DHA é encontrado prinogrde em
fosfoglicerideos, cujo grupo R é a etanolamina @erna com o acido estearico na
posi¢do sn-1 e o DHA na posi¢éo sn-2. Em condigéesais, o perfil lipidico no cérebro
€ rigorosamente mantido e este € importante panateracdo da funcéo cerebral normal

(Kim, 2007).

Os é&cidos graxos séo liberados pela acdo dasdifiageial e pancreatica, no
momento da ingestdo de alimentos ricos em lipideos.

A absorcdo dos mesmos ocorre primariamente natimtedelgado através de
transportadores de acidos graxos, como FATP4 (FAT&ty acid transport protein
Nos enterdcitos os acidos graxos podem: ser capfamtoproteinas ligadoras de acidos

graxos; sofrer beta-oxidacéo nas mitocondriaseouexonvertidos em triacilglicerois e
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empacotados com o colesterol da dieta e proteispsciicas em agregados de

lipoproteinas, os quilomicron8&zanet al, 201% Nelson e Cox, 20)1 Estes séao as

principais formas de transporte de lipideos dcstirte até ao figado. No figado, o acido
a-linolénico (ALA) é convertido a DHA. O DHA é forrda a partir do ALA pela5 e

A6 dessaturase e elongase gerando o EPA e o addsag@ntaendico (DPA), no reticulo
endoplasmatico. O DPA é entédo convertido nos pssornos no DHA. O DHA volta
para o reticulo endoplasmatico onde € esterificadacipalmente na forma de
fosfatidiletanolamina. Estes podem ser entdo sedwst para o sangue na forma de
lipoproteinas e distribuidos para os demais tecidiestre eles, cérebro e retiixftt e

Bazan, 198p

A alta concentracdo de DHA no endotélio de capslawgere que o mesmo é
obtido através da dieta via transportadores plasasapara DHA, incluindo carreadores

especificos para acidos graxos ligados a lipopraseinnis e Dyer, 2002Lukiw e

Bazan, 2008 Os mecanismos celulares e/ou moleculares redpeisspela captacéo e

retencdo do DHA no sistema nervoso central ndadabmente conhecidos. O DHA
seria liberado de lipoproteinas ou da albuminalipases, transferido para os astrocitos

e depois transferido para os neurdoni®szanet al, 2017).

O cérebro, células da glia e do endotélio da masowulatura, apresentam uma
pequena capacidade de sintese do DHA por elong&sia.sintese ndo ocorre nos
neurbnios. Acredita-se que o DHA sintetizado noBo6emos seja transportado e
concentrado nos neurdnios, entretanto, esta caigéib ndo parece ser significativa

(Reichet al, 200J).

O DHA encontra-se em uma alta concentracdo no meE(ebincipalmente na
substancia negra do cortex cerebral), na reina, (2009 e, em menores concentracoes,

no coragdo e espermai¢q et al, 2010. No cérebro corresponde a 97% dos 6mega-3
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totais e, na retina, corresponde a 93%rétko e Salem, 20090 DHA alcanca sua

concentracdo mais elevada em sinapses do sistermasoecentral e em células
fotorreceptoras da retina; de fato, até 60% destampacidos graxos poliinsaturados
esterificados a fosfolipidios de membrana neuroo@isistem em DHASvennerholm,

1968 Lukiw e Bazan, 2008 Além disso, o DHA também esta envolvido no

funcionamento da memorieGémoh et al, 1999, funcdo excitdvel da membrana

(Mcgahonet al, 1999, biogénese e funcéo de células fotorrecept@sasdon e Bazan,

1990, sinalizacao neuronal e neuroprotecéon( et al, 200Q Rodriguez De Turcet

al., 2009.

Estudos demonstraram que suprimentos inadequadaxides graxos n-3
durante o desenvolvimento pré e pés-natal resudt@andecréscimo de DHA no cérebro
e, consequentemente, em uma variedade de def&$oggnitivas e comportamentais

em modelos animai$/origuchi et al, 2000. Na revisao délur et al.(2013)é descrito

que a reducao dos niveis de DHA em hipocampo @s edta amplamente ligada ao
processo de envelhecimento, provavelmente por nswas que envolvem a baixa
captacao de acidos graxos insaturados do sangai® garebro, peroxidacdo enzimatica
e ndo-enzimatica e niveis alterados de enzimasitueases.

Contrariamente, a suplementacdo de DHA na dietantleiia infancia mostrou-
se importante no desenvolvimento mental. Adiciomgita, uma literatura extensa tem
apontado para um efeito protetor do DHA em doeoga® a aterosclerose, asma, cancer
e doencas neurodegenerativaslfer, 200h

Acredita-se que os efeitos neurofisiolégicos beoéfido DHA ocorrem em
parte pela manutencéo da fluidez e integridadeudgdb de membranas plasmaticas

cerebrais, e em parte pela geragao de produtogdiezéo Lukiw e Bazan, 2008 Dentre

0S mecanismos no qual o DHA pode atuar como neotetpr, destaca-se a sua
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capacidade em atuar como precursor da sinteseudgpnetectina D1 (NPD1). A NPD1
pode ser induzida como resposta ao estresse axidetibindo a ativacdo de caspases e
proteinas pré-apoptéticas (BAD, BAX e Bid), alémalizar proteinas anti-apoptéticas
(Bcl-xL e Bfl-1), preservando assim, os neuréniesrbrte celular por apoptogedier e

Pillot, 2019 Changet al, 201). No entanto, pouco se sabe sobre 0os mecanismos

moleculares envolvidos nos efeitos benéficos medigdr DHA.

Acidos graxos insaturados sdo muito suscetiveer@xacao lipidica, devido
a presenca de duplas ligacbes, 0 que provoca urgeertimento da energia de ligacéo
CH no carbono vizinho a dupla (hidrogénio alilice3pecialmente se ha uma ligacao
dupla em ambos os lados da ligagcdo CH (hidrogémalilicos). O DHA é um acido
graxo altamente insaturado (possui 6 insaturac@esisequentemente, susceptivel a

oxidacao (Figura 3).

Figura 3Estrutura do acido docosahexaenoico. Em destagimdoggénios bis-alilicos que sdo altamente
suscetiveis a oxidacao.

A peroxidacdo lipidica pode ser definida como unsscata de reacdes
oxidativas resultante da agéo de radicais livrdsresms lipideos insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente raaligaila (L*), radical alcoxila (LO)

e radical peroxila (LOQ (Lima e Abdalla, 2001Yin et al, 2011J).

Nos sistemas bioldgicos, a lipoperoxidacdo poderecgrincipalmente por
duas vias: (i) a peroxidacdo ndo enzimatica, quelea a participacdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) ou nitrogénio (RNS) ¢amsale transicaddiheng e Li, 200)
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e, (i) uma via enzimatica envolvendo as cicloorages e lipoxigenasesifa e

Abdalla, 2001Yin et al, 201)).

A oxidacdo ndo-enzimatica ocorre via espéciesvaatie oxigénio tais como
oxigénio singlete(D,), hipoclorito, 0zonio ou via radicais inorganicosmo o radical
hidroxila.

A peroxidacao lipidica induzida pelos radicaisds(autoxidacdo) comeca com
a abstracdo de um atomo de hidrogénio por um ddoliea(X*®). No caso de PUFAs que
contenham mais de duas ligacbes duplas, a abstmeabidrogénio ocorre nos
hidrogénios bis-alilicos (Figura 3), resultandofoanacdo de um radical centrado em
carbono. Este radical sofre rearranjos produzindaadical pentadienila que combina
rapidamente com £para gerar um LOD e este propaga a reacdo em cadeia por abstrair
um atomo de hidrogénio de outra molécula lipidiGa.radical peroxila pode ser
estabilizado pela abstracdo de um hidrogénio alilie outro acido graxo com
concomitante geracao de outro radical centradartwooo, ou sofref cisdo e rearranjo

intramolecular Porteret al, 1981 Xu et al, 2009 Yin et al, 2011). O nUmero de

hidroperoxidos isémeros de posicao (2n-2) que gedéormada apds a autoxidagéo de

um PUFA depende do numero de ligacdes duplags@igibauer, 1993

Quando a oxidacdo é mediada pOs, 0 mecanismo é um pouco diferente. O
10, ¢ adicionado diretamente ao carbono da dupladmaatravés de uma adicao tipo
“ene”. Como resultado, sdo formados isbmeros deopé@téxidos em cada um dos C
insaturados do PUFA que estd sendo oxidado. E bamger notar que alguns
hidroperdéxidos séo formados especificamente emag&iol mediada pd0: e, portanto,
podem ser usados como uma impresséo digital@aram sistemas biolégicoSifatton

e Liebler, 199Y.
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O O, pode ser gerado endogenamente através de mecarmismosa ativacéo
de neutrdfilos, incluindo a reagéo entre peroxielbidrogénio e hipoclorito mediada pela

mieloperoxidase, durante o processo de fagocitBsdvfey e Karnovsky, 1980nos

eosinofilos através de mecanismos catalisados groxjplasesanofskyet al, 1989;

através da reacdo de fotossensibilizacdo mediadfofmssensibilizadores enddgenos,

como as porfirinasirotti e Kriska, 200% durante a peroxidacéo lipidica através do

mecanismo de RusseR(ssell, 1957 Miyamoto, Martinez, Medeirgset al, 2003;

durante a oxidacdo enzimatica de acidos graxos atadipelas lipogenases e

ciclooxigenasesanofsky, 198%

Hidroperoxidos de lipidos sdo produtpsmarios da peroxidacao lipidica,
instaveis, que podem sofrer reacfes de oxidacaemématica sucessivas formando
compostos como:aldeidos, neuroprostanos (oxidacdo do DHA) ou @sipnos
(oxidacao do AA), neurofuranos (oxidacdo do DHA)isofuranos (oxidacdo do AA),

alcanos e mono ou diidroxi-acidos graxgsnfth e Murphy, 2008

S&o ainda excelentes substratos para diversas as)ziais como glutationa
peroxidase e fosfolipases. A reducdo de hidropdodxde lipidos ndo € apenas uma
ferramenta para evitar a oxidacao ou outras read@eecomposicdo, com a formacéo
concomitante de radicais livres, mas também estéd\ada em eventos de sinalizacao.
As células tém um sistema de reducéo dos hidropE®xle lipidos, que € composto de
varias enzimas antioxidantes, com diferentes estsit especificidade de substrato , e

localizag&o celulan\iki et al, 20095.

Os niveis dos hidroperéxidos/hidroxidos podem audareem varias condi¢oes
patologicas. Por esta razdo, uma expressiva atéagasido direcionada para o estudo
da sua formacdo e seu papel patofisiologico. Pemelo, estudos recentes sobre os

hidroperéxidos/hidréxidos e outros derivados de DKpbdr exemplo, resolvinas e
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protectinas) tém contribuido para a melhoria dogheoimentos sobre a fase de resolucao
da inflamacgéo, bem como, compreender o papel dio @detil salicilico e dos n-3 neste

processoJiraet al, 1998 Sunet al, 2007 Dmitriev e Titov, 201). Neste contexto, a

identificacdo e caracterizacao estrutural de hiel@gdos/hidroxidos de PUFA formados
através de mecanismos enzimaticos e/ou ndo eneomvationtinua a revelar novas

enzimas, produtos e acdes biolégicg&shfeider, 2009

O AA e o DHA séao liberados da membrana plasmaticavés da acdo das
fosfolipases: fosfolipase citosolica (cP)Aseletiva para AA requer baixa concentracéo
de célcio e uma etapa de fosforilacdo para a stecab e se localiza proxima a COX-2;
fosfolipase secretdria (sPRAdepende de uma concentragéo de calcio maior (0mM
fosfolipase independente de célcio (iRLAeletiva para o DHA. Enzimaticamente, 0s
acidos graxos sao substratos para as ciclooxigen&eX), lipoxigenases (LOX) e
monooxigenases do citocromo P450 (CYP450) e d@®mria uma série de produtos

oxidados biologicamente ativoSi¢idiquiet al, 2009. A grande diferenca em relacéo a

oxidacdo ndo-enzimatica é a estereosseletividadeagéo (exemplo: formacao do 17R-
hidroperoxi-docosahexaenoico @HpDoHE) pela ciclooxigenase na presenca de acido
acetilsalisilico).

Pequenas quantidades de hidroperéxidos sao sudisipara iniciar a atividade
catalitica das COX. O grupo heme da enzima sofi@ag&o gerando um radical ferril-
0X0 que oxida um grupo tirosina a radical tirosaradical tirosila no sitio ativo da
enzima pode abstrair hidrogénio do grupo metilédiz@cido graxo, formando o radical
centrado no carbono que, ao se combinar cenfio@na um radical peroxila. O radical
peroxila pode sofrer ciclizagdo, formando um end@aido que rapidamente se adiciona
a mais uma molécula de oxigénio levando a formaegdom intermediario hidroperoxi-

endoperoxido, a partir do qual uma série de compasformadaN]arnett, 200
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Existem 3 isoformas da COX: COX-1, COX-2 e COX-3.rAais estudadas séo
a COX-1 e COX-2. Ambas sdo constitutivamente exa®310 cérebro. O substrato
preferencial € o AA, mas podem oxidar também o DHA,A, o EPA e o acidg-
linolénico. Durante a oxidacdo do AA mediada pe@@XCo acido 11(R)-hidroperoxi-
eicosatetraenoico (11(S)-HpETE) é formado como ytmahtermediario da reacédo que

termina com a formacéo de uma série de prostaglasdihillis et al, 2006 Schneider

et al, 20079.

Apos ser liberado das membranas pela acao daififetA2, o DHA é oxidado
em acido 17R-hidroperoxi-docosahexaenoico pelaakitjenase na presenca de acido
acetilsalicilico ou pelo citocromo P450. Este hpmxido sofre uma série de reacdes
enzimaticas mediadas tanto por LOX quanto por COMXginando uma série de

compostos anti-inflamatorios, as resolvinasSBrparet al, 2009.

Para as LOX, assim como as COX, a oxidacao do fersitio ativo é requerida

para a catalise da reac&vdsh, 1999Schneideet al, 2007). As LOX sdo denominadas

de acordo com a posicao que oxidam o AA: 5-LOXBXL.12-LOX e 15-LOX. A 12-
LOX encontra-se enriquecida no tecido cerebrala Regldo das LOX uma série de
leucotrienos séo formados. Sob a acdo da 15-lipoage, o DHA é oxidado em acido
17S-hidroperoxi-docosahexaenoico $HpDoHE) que apds sucessivas reacdes da

origem a docosatrienos, entre eles a neuroprotedh Kohli e Levy, 2009. A

neuroprotectina D1 apresenta diferentes a¢cfes pratietoras tais como: indugédo de
proteinas Bcl-2 anti-apoptéticas e modulacdo daessdo de genes envolvidos na

resposta inflamatéria_(ikiw e Bazan, 2008 O acido 13-hidroperoxi-octadecadienoico

(13-HpODE) é formado pela agédo da 12-LOX e da 1% I(Bujimotoet al, 2009. A 5-

LOX gera a formacédo do 9-hidroperoxi-octadecadiemo{9-HpODE) (Figura 4)

(Fujimotoet al, 2008.
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A cascata enzimatica de oxidacao do AA, LA e DHAk&m ocorre através das

enzimas do CYP450 que catalisam a formacdo de én@de compostos, tais como,

hidroxidos e epoxidosClapdevilaet al, 200Q Phillis et al, 2006 Fer et al, 2008

Mulugetaet al, 2010 (Figura 4).
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Figura 4: Produtos de oxidagéo enzimatica e ndnimeatica do DHA, LA e AA.

O aumento do dano oxidativo ocorre em todas asgaseneurodegenerativas

(Halliwell, 200§. Muitos dos produtos de oxidacdo do DHA estaocsemies ou
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aumentam com a progressdo de doencas neurodegasgrabmeadamente podem-se
citar os neuroprostanos que estéo presentes esmalteis no cérebro de pacientes com
a doenca de Alzheimer, sendo que estes niveisrteadmimentar com a progressao da
doencaldalliwell, 2006.

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma doemgarodegenerativa fatal
caracterizada pela degeneracdo progressiva dosOonmesir motores do trato

corticoespinhal, tronco cerebral e medWan(triev e Titov, 201). Por este motivo, a

maioria dos pacientes portadores desta doenca \idgem fraqueza muscular,
inicialmente, que avanca rapidamente para a atmofiscular e paralisia generalizada

(Thonhoff et al, 2007). Assim que comecam a apresentar 0s sintomas asnpes

passam a ter uma expectativa de vida de no maxiam2ra 3 anoslra et al., 1998

A maior parte dos casos de ELA ndo tem uma causiaecala e, portanto, sao
descritos como esporadicos, contudo 10% dos catis relacionados a causas genéticas

e, por isso, sao descritos como familiar&salet al, 1999. 20% dos casos familiares

estdo envolvidos com a mutacao da proteina coho®-auperdxido dismutase (SODL1).

Almer et al.(2001) descreveram um aumento significativo na expredadoOX-

2 na ELA. Os dados obtidos corroboraram com oslnals descritos poiMahoneyet
al., 2009 eKiaei et al. (2005)que descreveram aumento do estresse oxidativagao

de enzimas antioxidantes e da cBLA

O trans-4-hidroxi-2-hexenal é descrito na literatura comprincipal produto de
peroxidacaan vitro do DHA. Apesar da possibilidade de ser produto uwteos &cidos
graxos n-3, no cerebro o DHA esta presente em wopoao superior a 30x em relacéo
aos demais e por issotmns4-hidroxi-2-hexenal é utilizado como biomarcador da

oxidacdo do DHAl(ong et al, 2009. Este aldeido é neurotoxico, é um potente indutor

da permeabilidade de transicdo em mitocondriasticagaelevados niveis de aductos de
trans-4-hidroxi-2-hexenal-histidina foram encontrados eacientes com esclerose
lateral amiotréfica$hibataet al, 2004 Long et al, 2009.

Por estes motivos, a caracterizagcdo e quantificaigdoprodutos oxidacdo em
sistemas biolégicos sdo necessarias para compreengapel dessas espécies no
desenvolvimento da doenca. Considerando que exifbeies evidéncias de que a
producdo de espécies reativas de oxigénio e/oog@itio esta envolvida em doencas
neurodegenerativas, € muito provavel que o DHAtmsUWPUFAS, sejam oxidados nao-
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enzimaticamente e também enziméaticamente gerandwm quodutos primarios 0s
hidroperéxidos/hidréxidos, os quais podem serving@recursores de outros produtos

oxidados biologicamente ativos com importante papdtLA.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Em face do exposto, o objetivo do presente trabialin@alizar a caracterizagao
dos produtos de oxidacdo ndo-enzimatica do DHA, éARA, através de técnicas de
analise lipiddmica, visando identificar produtosidaxios que pudessem servir como
biomarcadores de doencgas neurodegenerativas.

Assim, para atingir este objetivo o presente tltadbéém como principais metas:

* sintetizar, purificar e caracterizar os produtos @eadacdo néo-
enzimatica do DHA, AA e LA utilizando técnicas cratograficas
acopladas a espectrometria de massas;

* estudar mecanismos de formacao dos produtos odamdHA em
sistemas quimicos e biologicos;

» estabelecer métodos analiticos para quantificagéo;

* detectar e quantificar os produtos de oxidacédo H&,DAA e LA no
modelo de esclerose lateral amiotrofica;

» avaliar o perfil de acidos graxos e do metabolidipialico no tecido

adiposo dos animais modelo de esclerose laterataifica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

Acido 4z,7Z,107,137,16Z,9Z-docosahexaenoico (DHARido 5S-hidroxi-
6E,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoico 8-5,6,8,9,11,125:d8 (5(S)-HETE-d8) (padrao
interno) e &cido 12S-hidroxi-5Z,8Z,10E,14Zeicosagnoico-5,6,8,9,11,12,14,15-d8
(12(S)-HETE-d8) (padréo externo) foram obtidos dev¥@ AN CHEMICALS CORP.
(Ann Arbor, MI). Metanol, acetonitrila, isopropantiexano e cloroférmio, todos grau
HPLC, assim como o hidréxido de aménio, acido féore éter etilico grau PA foram
adquiridos da JT Baker (Avantor Performance Malteriexico). Hidroxido de potassio
(KOH), hidréxido de sédio (NaOH), acido cloridri¢blCl), 2,6-di-tert-butil-p-cresol
(BHT), mesilato de deferoxamina, resina Chelex 1004Acido
dietilenetriaminopentaacetico (DTPA), borohidretoe dsédio (NaBH), &acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), proteinase k§(hidroximetil)aminometano (Tris),
dodecilssulfato de sddio (SDS), cloreto de sodaCI) cloreto de potassio (KCI) fosfato
de potassio monobasico (KIPIQy), fosfato de sédio dibasico (PHPQ1.H20), agarose,
triton X-100, albumina de soro bovino (BSA) forabtidos da SIGMA-ALDRICH INC.
(St. Louis, MO). Cloridrato de cetamina e de xitezforam adquiridos da Vet Brands
(Sespo Ind. Com., Brazil). Mix para reacéo de PR fampao azul (6x DNA Loading
Dye) foram obtidos da Fermentas Molecular Biolampid (THERMO SCIENTIFIC). Os
primers sodi3-f (GTG GCA TCA GCC CTA ATC CA) e satE(CAC CAG TGT GCG
GCC AAT GA) foram adquiridos da LIFE TECH BRASIL 1@&sil). O reagente de
Bradford foi adquirido da BIO-RAD (Hercules, CA, BY Todas as solu¢gbes aquosas

foram preparadas com agua ultrapura purificadavégrdo Sistema Direct-Q3 system
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(MERCK MILLIPORE, Alemanha) tratada com a resinafelx 100 e filtrada com filtros

0.22 um da MERCK MILIPORE,Alemanha.

3.2 - METODOS

3.2.1 - Sintese e purificacao dos hidroperdxiduisliicos

A sintese de hidroperoxidos do acido docosahexeer{bipDoHE), do acido

araquidénico (HpETE) e do &acido linoleico (HpODIg) fealizada por fotooxidac&o

(Miyamoto, Martinez, Martinset al, 2003 acrescentando-se 100 pL de uma solucao de
azul de metileno (0,1 M em metanol) a 1 g de agdxo dissolvido em 50 mL de
cloroférmio. A reacao foi conduzida em um baldor¢gy 100 mL) imerso em banho de
gelo. A mistura foi irradiada com duas lampadasudgsténio (500 W) distantes cerca

de 10 cm do balédo de vidro por aproximadamenter@sh@igura 5).

Figura 5. Esquema da fotooxidacdo de PUFA..
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A formacéo de hidroperoxidos foi monitorada porncatografia em camada
delgada (TLC, do inglékin layer chromatographyem placas de silica eluidas com uma
mistura de cloroférmio:metanol (90:6, v/v) e medirgk a absorbancia da solu¢cédo no UV
a 234 nm. A visualizacdo dos hidroperoxidos naxgslafoi realizada através da
nebulizacdo das placas com uma solugcdo acido is0lf%0% em agua seguida de
aguecimento.

Os hidroperoxidos foram analisados e purificados BBLC utilizando um
equipamento da SHIMADZU (Toquio, Japéo) equipada doas bombas LC20AD, um
auto injetor SLL20AC, um detector de arranjo deldoSPDM20A, forno para a coluna
CTO20A e uma interface controladora SLL20AC. O deiePDA foi programado para
varrer de 200 a 500nm, os hidroperoxidos foram tocados em 205 e 235 nm. Para a
analise foi utilizada a coluna kinetex 24n C18 106 dimensdes 100 x 4,6 mm
(Phenomenex Inc., Torrance, CA), eluida com faseeingonstituida por fase A (acido
férmico 0,005 % em agua) e fase B (acetonitrila éido formico 0,005 %). A eluicdo
foi realizada em modo gradiente: de 0 a 20 min 35,%e 20 a 21 min de 55 a 95 %B,
de 21 a 28 min 95 % B, de 28 a 29 min de 95 a 3 é&we 29 a 35 min 55 % B; com
fluxo de 0,6 mL/min. Para a purificagdo, inicialrteens hidroperdxidos foram separados
em fase reversa utilizando uma coluna C18 semiagpa¢ipa — Luna 5 um C18 (2) 100
A, 250 x 10 mm, (Phenomenex Inc., Torrance, CAjdallcom fase mével constituida
por acetonitrila: agua: acido férmico (70:30:0,006i/v) com fluxo de 4,7 mL/min,

adaptado de.yberg e Adlercreutz (2006¢ Vanrollins e Murphy (1984)As fracGes

obtidas foram secas com o auxilio de rotoevaporadaitrogénio. O residuo foi
solubilizado em metanol e estocado a — 80 °C. @ewlados 5 grupos obtidos foi
repurificado por HPLC em fase normal utilizando cotuna de silica semi-preparativa—

Luna 5 pm silica 100 A, 250 x 10mm, (Phenomenex Trarrance, CA) eluida com fase
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movel constituida por hexano: isopropanol: acidgiec (99:1;0,1; v/v/iv) com fluxo de

10 mL/min, adaptado deeynaucdet al.(1993)

A quantificacdo dos hidroperoxidos foi realizadaaats da medida da
absorbancia dos dienos conjugados a 235spd¥h= 23000 ~ 25200 M.cnl) (Gibian

e Vandenberg, 198Mulliez et al, 1987 Wu e Rao, 1999Browne e Armstrong, 2000

Butovichet al, 2009 e por reacao iodométricBifege e Aust, 1978

3.2.2 - Obtencao dos hidroxidos

A reducédo de HpDoHE a HDoHE, HpETE a HETE e HpODHQ@DE foi

realizada de acordo conerao e Matsushita (1977 uma aliquota de 1ml de HpDoHE

em metanol¥3 mM) foram adicionados0,0001 g de borohidreto de sédio (NafBH\
mistura reacional foi deixada em repouso em baehgetb por 2 horas. Acrescentou-se
1 ml de HO, 20pL HCI (10N) e 4 mL hexano: éter (50:50). Agise, vigorosamente, a
solugdo com vortex. Coletou-se a fase organicaoiBejpram acrescentados 2ml de
cloroférmio. Agitou-se, vigorosamente, a solucdmncvortex. Coletou-se a fase
organica. As duas fases coletadas foram combireadasas sob fluxo de nitrogénio. A
reducao foi realizada tanto com a mistura de high@ddos quanto com os isémeros
isolados.

A eficiéncia de reducgéo e a concentracdo dos hitlséxoram determinadas por
HPLC-PDA através da comparacdo das é&reas dos agraatas monitorando
comprimento de onda igual a 205 nm (isdmeros qagoasuem dienos conjugados) e a
235 nm (isdmeros que possuem dienos conjugados)re@mpdo aos hidroperoxidos

previamente quantificados.
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3.2.3 - Analise dos produtos de oxidacdo dos agdmsos

3.2.3.1 - Analise por espectrometria de massagaitio o espectrometro de massas
triplo-quadrupolo apenas para os produtos de oxétado DHA

3.2.3.1.1 - Padronizagéo cromatogréfica

O método cromatogréfico foi desenvolvido em umesigt deUltra High
Performande Chromatography UHPLC (Acquity UPLC HClass, WATERS
CORPORATION, Milford, MA) equipado com bomba quatitia, detector de PDA,
termoestato para coluna e autoinjetor de amosidastUPLE ACQUITY (Waters,
Manchester, UK). O desenvolvimento do método falizado com o auxilio do software
Fusion (S- Matrix Corp , Eureka, CA). Os dadosriobtidos e processados através do

software Empore 3 (Waters, Manchester, UK).

3.2.3.1.2 - Padronizagédo do método LC-MS/MS

O método cromatografico padronizado foi transfepaoa o sistema Acquity
UPLC (Waters, Manchester, UK) acoplado ao espe@&n@nade massas triplo quadrupolo
XEVO™ TQ-S (Waters, Manchester, UK), para a obtenciméi®do quantitativo de
analise dos HpDoHE e HDoHE em amostras biologi@esdados foram adquiridos e
processados utilizando o software MassLynx 4.1.

As andlises de MS e MS/MS foram realizadas pdrospray (ESI) em modo
negativo. A temperatura da fonte foi fixada par@ 945, a temperatura de dessolvatacao
foi 550 ° C, e a voltagem do capilar foi fixada &\8. O “dwell time” foi definido
automaticamente em 9 ms. A energia de colisdotagerh do cone foram otimizados
para cada composto com o auxilio da ferramentdlistéet de software MassLynx

(Waters Corporation, Milford, MA). Pequenos ajustes energias de colisdo, também
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foram realizadas manualmente para alguns dos @halitjos ions alvo apresentavam
baixa intensidade. Em ambos 0s casos, a otimiZacéfetuada através de infusao direta
dos padrdes isolados. A voltagem do cone e daiendggolisdo foram escolhidas como
as energias que geram o sinal mais forte e o npaewursor de intensidade para o
fragmento escolhido, respectivamente. Dois métadi®@smonitoramento de reacéo
selecionada selected reaction monitoring (SRM)m para HpDoHE e outro para
HDoHE, foram criados separadamente para asseguraxana sensibilidade para a
deteccao e quantificacdo dos isdmeros. A identifioze quantificacdo de analitos foram

realizadas com o software TargetLynx (Waters Céddford, MA).

3.2.3.1.3 - Validacdo do método

A validacdo do método foi realizada em 3 dias difézs no intuito de determinar
a linearidade, o limite de deteccéo (LD) e de gtieat&o (LQ), variacdo inter- e intradia,
e a recuperagdo para todos os compostos. Solugbegue dos analitos (padrbes
sintetizados e purificados de acordo com os itéh4 3 e 3.2.2 - ) foram preparadas em
acetonitrila: metanol: ¥D (52:18:30, v/v/v) e armazenadas em frascos amkso ° C.
Estas solu¢bes foram diluidas para a construcdowtaas de calibracdo, nas seguintes
concentragdes. 10, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.@2%0e 0.01 ng/uL os HpDoHE; e 4, 2, 1,
0.1, 0.05, 0.025, 0.01, 0.0050, 0.0025, 0.0012)@BE 0.0003 ng/pL para os HDoHE .
Para a andlise quantitativa, 10 pL de 5(S)- HETHHB5 ng/mL em acetonitrila:
metanol: HO (52:18:30, v/v/v) e 12(S)-HETE-d8 (12,5 ng/mL eaetonitrila: metanol:
H-0 (52:18:30, v/v/v) foram adicionados as amostagolume de injecéo foi de 10 pL.
As curvas de calibracdo foram construidas atragéepresentacdo grafica da relacédo

entre as areas dos picos do analito e do padr@minem fungdo da concentracdo de
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analito por meio de uma regressao linear. A limzale do método foi de avaliada da
analise das curvas de calibracao contendo 8 camacéest diferentes, em quintuplicata.
Para o célculo de recuperacéo uma solucéo de taiogfato-salinoghosphate

buffered saline PBS) foi enriquecida quer antes quer apés agidr(3.2.5.1.1 - Método
1) com 1 ng/mL de cada analito. A relacdo entr@raas dos cromatogramas antes e
depois foi utilizada no céalculo da recuperacao.&€3mmo procedimento foi realizado com
o plasma e homogenato de cérebro. A exatiddo esficedo ensaio foram avaliadas
através da analise de solucdes dos analitos emmohgieeparadas em trés diferentes
concentracdes, em trés réplicas no mesmo dia diajr& em 3 dias consecutivos
(interdia). A preciséo foi calculada como o desyadrao relativo, ou seja, coeficiente
de variacdo (CV %) e a exatiddo foi determinadaadirpda relacdo percentual da

concentracdo medida pela concentracdo esperada.

3.2.3.2 - Analise por espectrometria de massagzaiitlo o espectrdbmetro de massas
triplo quadrupolo — armadilha de ions (Qtrap — ehgiés triple-quadrupole — ion trap)

A analise dos produtos de oxidacdo do &acido doessamoico, do acido
linoleico e do acido araquidonico foi realizada h@-ESI/MS/MS. Foi utilizado um
HPLC série 1200 da Agilent constituido por trés bam(G1312B, G1312A e 1200
Isocratic Pump), uma valvula de troca automética,forno de coluna (G1316B), um
detector de arranjos de diodo (DAD) (G1315C) e iajgtor (G1367C) acoplado ao
espectrémetro de masas 4000-Qtrap constituidorpdriplo quadrupolo acoplado a um
“ion trap” (armadilha de ions) (AB SCIEX, ConcofdA). Os dados foram obtidos e
processados através do software Analyst 1.6 (AEEZCConcord, CA).

Os analitos foram separados cromatograficamentevéstrde uma coluna
Kinetex C18 2.6 um 100A, 100 x 2.1 mm (PHENOMENHXrrance, CA) eluida com

a fase A (acido formico 0,005 % em agua) e B (ad&ilma com 0,005 % de acido
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férmico), em um fluxo igual a 0.200 mL/min. O grawlie de eluicdo consistiu em: 55%
B de 0 a 9 min, no minuto seguinte o gradientewslibearmente de 55 para 99% B,
permaneceu por mais 5 min a 99% B, no minuto ség@irporcentagem de B baixou
novamente para 55% e por fim ficou por 9 minutostan&ondicdo, para garantir o
equilibrio da coluna. Totalizando um tempo de darde 25 minutos.

A bomba isocrética foi mantida durante os 25 migute analise com fluxo de
0.2 mL/min.

Foi utilizado um sistema de valvula no intuito dieecionar o fluxo do detector
de DAD para o espectrometro de massas de 0 a IRawirNos demais minutos da
analise o eluente proveniente das bombas binarapassou pela coluna e pelo detector
de DAD foi descartado e o espectrometro de massabeu apenas o eluente que vinha
diretamente da bomba isocratica. O volume de injégéde 5 puL. A temperatura do
forno de coluna e do autoinjetor foi mantida a 40°€, respectivamente.

O método de aquisicéo foi dividido em dois periodds primeiro periodo os
parametros do espectrédmetro de massas foram otioszta seguinte forma: modo de
monitoramento SRM, fluxo de gas que impede a eattadyoticulas de solvente na parte
interna do espectrometro (CURurtain gag 30 psi, voltagem aplicada na fonte de ions
onde se forma o spray (I9on spray -4000 V, temperatura da fonte (TEM) = 550 °C,
gas de nebulizacdo (GS1) = 40 psi, gas auxilia2fG60 psi, gas de colisdo (CAD) =
baixo (LOW), aquecimento da interface (iinéerface heater= ligada (ON), potencial
de entrada na cela de coliséo (EP) -10 V. Os depa#&metros foram padronizados
individualmente conforme Tabela A 1. Neste periadinteresse era apenas uma analise
qualitativa de produtos de oxidagdo secundariaadmos graxos de interesse.

No segundo periodo os parametros do espectrometranassas foram

otimizados automaticamente da seguinte forma: C3BR psi, IS =-4000 V, TEM = 550
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°C, GS1 =40 psi, GS2 =60 psi, CAD = LOW, ihe =,@R = -10. Os demais parametros
foram padronizados individualmente conforme Tal#ela, Tabela A 3, Tabela A 4 e
Tabela A 5. Neste periodo, o interesse era quawitdos hidroperoxidos e hidroxidos

dos acidos graxos de interesse.

3.2.3.2.1 - Validacdo do método

A validag&o do método foi realizada em 3 dias difézs no intuito de determinar
a linearidade, o limite de deteccao (LD) e de qgtieatédo (LOQ), variacéo inter- e
intradia, e a recuperacao para todos os comp@&hsg;des estoque dos analitos (padroes
sintetizados e purificados de acordo com o itekdd 3.e 3.2.2 - ) foram preparadas em
metanol e armazenadas em frascos ambar a -80s $0lé¢des estoques eram compostas
por: 40, 15, 11, 15, 11, 11, 9, 9, 9, 12, 3 e 4i1hglos isdbmeros 20-, 19-, 17-, 16-, 14-,
13-, 11-, 10-, 8-, 7-, 5- e 4-HpDoHE, respetivareeb, 11, 6, 6, 6, 6, 10,9, 4,6, 0.8 e
3 ng/uL dos isbmeros 20-, 19-, 17-, 16-, 14-, 13-, 10-, 8-, 7-, 5- e 4-HDoHE,
respetivamente; 0,6 ng/uL dos isbmeros 15-, 12-, 81e 5-HETE; 30 ng/pL dos
iIsbmeros 13-, 12-, 10- e 9-HpODE e 2 ng/uL de 12-, 10- e 9-HODE. Estas solucdes
foram diluidas para a construcdo das curvas deraefio (2x, 4x, 16x, 32x e 125x). Para
a andlise quantitativa, 10 pL de 5(S)- HETE-d8 (@adhterno) (12,5 ng/mL em metanol
com 100 uM de BHT e no final as amostras foramusggensas em 100 pL de metanol
contendo 12(S)-HETE-d8 250 ng/mL (padréo exter@ojolume de injecao foi de 5 pL.
As curvas de calibracdo foram construidas atragéepresentacdo grafica da relacdo
entre as areas dos picos do analito e do padr@minem fungdo da concentracdo de
analito por meio de uma regressao linear. A limeale do método foi de avaliada da

andlise das curvas de calibracdo contendo 6 caacgées diferentes, em quintuplicata.
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Para o calculo da taxa de recuperacéo, uma sotle&mmpao fosfato solucao
salina phosphate buffered salind®BS) foi enriquecida quer antes quer apos ag&dr
(3.2.5.1.2 - Método 2) com cada analito. A relagaitre as quantidades obtidas dos
analitos antes e depois da contaminacao foi ufilizao calculo da recuperacdo. A
exatiddo e precisdo do ensaio foram avaliadaséstrda analise nas solucdes de PBS,
contaminadas com cada analito em uma dada conc&@oteasubmetidas a extracdo. Estas
foram preparadas em trés réplicas no mesmo dieadia) e em 3 dias consecutivos
(interdia). A precisao foi calculada como o deguamhao relativo, ou seja o coeficiente
de variacdo (CV - %) e a exatidao foi determinadaadir da relacdo percentual da

concentracdo medida pela concentracdo esperada.

3.2.3.3 - Analise por espectrometria de massaszaiitlo o espectrometro de massas
quadrupolo — tempo de voo (QTOF — do inglés quaaleip time of flight)

Uma analise mais ampla dos acidos graxos araguainidlimoleico, linolénico,
eicosapentaenoico, docosahexaenico e seus prattitogdacédo foi conduzida por LC-
MS/MS utilizando HPLC Shimadzu constituido por unmadade controladora (modelo
CBM20A) uma bomba (modelo LC20AB), um forno de oau(CTO20AC), e
autoinjetor (SIL20AC) acoplado ao espectrometrardessas hibrido TripleTOF 5600
gue consiste em um quadrupolo acoplado a um “TORing of flight” sigla em inglés
para tempo de voo) (AB SCIEX, Concord, ON). Os daftmam obtidos através do
software Analyst TF 1.6 (AB SCIEX, Framingham, US&)processados através dos
softwares MultiQuant 2.1.1 e Peak View 2.0 (AB SK|Eramingham, USA).

Para a separacdo cromatogréfica foi utilizada aneoKinetex C18 2.6 um 100
A, 100 x 2.1 mm (Phenomenex Inc., Torrance, CA)dalcom a fase A (4cido férmico

0,005% em agua) e B (acetonitrila com 0,005% deoai@irmico), em um fluxo igual a



MATERIAIS E METODOS 48

0.200 mL/min. O gradiente de eluicéo foi realizadoforme o seguinte esquema: 55 %B
de 0 a 9 min, no minuto seguinte o gradiente slibearmente de 55 para 99 %B,
permaneceu por mais 5min a 99 %B, no minuto seguwrporcentagem de B baixou
novamente para 55% e por fim ficou por 6 minutostan&ondicdo, para garantir o
equilibrio da coluna. Foram injetados 20 L. As atras foram mantidas no autoinjetor
a 15 °C e a coluna a 40 °C.

No espectrédmetro de massas, os analitos foram anadds em modo negativo
atraves de dois tipos de monitoramento: varredued full scanTof Mg e varredura do
ion produto groduct ion scan

No monitoramento do tipo varredura total foram maalos todos os ions com
m/z de 100 a 1000. Os diferentes parametros do eépestio foram acertados da
seguinte forma: CUR = 30 psi, voltagem aplicadaapmlar que ioniza a amostra na fonte
de ions (ISVFonSpray Voltage Floating= -4500 V, TEM =450 °C, GS1 =45 psi, GS2
=50 psi, DP =-80.00, CE =-10.00 e parametraweélia na focalizacdo da massa XAl
= 136.62.

No monitoramento do ion produto foram selecionamoprecursores relativos
aos hidroperéxidos e hidroxidos do acido linoleao.acido docosaexaenoico, do acido
araquidonico, do acido linolénico e do acido doegaanoico deuterado, bem como aos
préprios acidos graxos nao oxidados e os isoprostBiiso-PGF2 alfa e 8.12-iso-iPF2
alfa-VI, na forma n&o deuterada e deuterada),viges D1 e D2 e a neuroprotectina D1
(Tabela 2). Foram monitorados todos os ions preddds precursores selecionados na
faixa de 50-1000 Da. Os diferentes parametros gect®metro foram acertados da
seguinte forma: CUR = 30 psi, ISVF =-4500 V, TENSGO °C, GS1 =45 psi, GS2 =50

psi, IRD - tempo em milissegundos antes do pulsiouie (on Release Delgy= 67 ms,
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IRW — duracdo em milissegundos do pulso de itois Release Widjh= 24,92. As

demais energias estéo listadas na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros do espectrdmetro de massampaados para a analise dos ions produto seleclosa

Abreviacao MS DP CE CES* XAl
DHA 327.7 -70 -22 5 122.35
HpDoHE 359.2 -80 -50 30 127.44
HODE 343.2 -80 -50 30 124.91
Resolvinas 375.2 -80 -50 30 130.03
Neuroprotectina D1 359.2 -80 -50 30 127.44
DHA-d5 332.2 -80 -50 30 123.15
HpDoHE-d5 364.2 -80 -50 30 128.27
HDoHE-d5 348.2 -80 -50 30 125.71
LA 279.2 -90 -110 25 114.67
HpODE 311.1 -60 -20 3 119.78
KODE 293.1 -170 -27 3 116.9
HODE 295.1 -60 -25 3 117.22
AA 303.2 -80 -50 30 118.51
HpETE 335.2 -80 -50 30 123.63
HETE 319.2 -80 -50 30 121.67
HETE-d8 327.7 -70 -22 5 122.35
EPA 301.2 -80 -50 30 118.19
HpEPE 333.2 -80 -50 30 123.31
HEPE 317.2 -80 -50 30 120.75
LNA 277.2 -80 -50 30 114.35
HpOTrE 309.2 -80 -50 30 119.47
HOTrE 293.2 -80 -50 30 116.91
OA 281.2 -80 -50 30 114.99
HpOME 313.2 -80 -50 30 120.11
HOME 297.2 -80 -50 30 117.55
Isoprostanos 353.2 -80 -50 30 126.51
Isoprostanos-d4 364.2 -80 -50 30 128.27

* CES Collision energy spread (é o valor da faieavériacdo da energia de colisdo)

Abreviagdes: Acido linoleico (LA), hidroperoxidos dcido linoleico (HpODE), hidréxidos do acido
linoleico (HODE), &cido docosaexaenoico (DHA),rbigeréxidos do acido docosaexaenoico (HpDoHE),
cetonas resultantes da desidratacédo do hidropegiol &cido docosaexaenoico (KODE), hidroxidos do
acido docosaexaenoico (HDoHE), acido docosaexaerdgtiterado (DHA-d5), hidroperdxidos do &cido
docosaexaenoico com 5 deuterios (HpDoHE-d5), hidasxdo acido docosaexaenoico com 5 deutérios
(HDoHE-d5), acido araquiddnico (AA), hidroperéxidde acido araquiddnico (HpETE), hidréxidos do
acido araquidonico (HETE), acido eicosapentaendEBA), hidroperoxidos do acido eicosapentaenoico
(HpEPE), hidréxidos do &cido eicosapentaenoico (BEPacido linolénico (LNA), hidroperoxidos do
acido linolénico (HpOTTrE), hidréxidos do acido lidaico (HOTrE),acido oleico (OA), hidroperdxidos do
acido oleico (HpOME), hidroxidos do acido oleicoQMIE), isoprostanos (8-iso-PGF2 alfa e 8.12-iso-
iPF2 alfa-VI, na forma n&o deuterada e deuterade3olvinas D1 e D2 e a neuroprotectina D1.
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3.2.4 - Animais utilizados

O modelo animal utilizado para o estudo do DHA, 1A% e se seus produtos
de oxidagao foram os ratos da raga Sprague Dawdagénicos que superexpressao a
proteina cobre-zinco-superéxido dismutase (SOD1ptermlo a mutacdo G93A
(SODI®%3A), eles sdo portadores de oito copias do gene humanproteina citada,
modelo este desenvolvido pela empresa Taconic pasclerose lateral amiotrofica
(ELA).

Os animais foram mantidos em condi¢cfes controldddsmperatura e ciclo de
claro-escuro, alimentacédo e agua foram ofere@dalbitum. Todos os procedimentos
experimentais estdo de acordo com o0s principia®®tna experimentacdo animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagémnal e foram aprovados pela
comissao de ética em cuidados e Uso animal (CEQJAQ-USP no dia 22 de dezembro
de 2009, vide anexos. O mesmo foi renovado em ptHrlificado nimero 15/2011) e
em 2013 (certificado namero 15/2011).

O acompanhamento dos animais bem como o estudoiviis de produtos de
oxidacdo dos acidos graxos nos animais ELA foraathizadlos em colaboracdo com o
aluno de doutorado Floréncio Porto Freitas, do @mg Profa. Marisa Helena Gennari

de Medeiros, do Instituto de Quimica da Universaddd Sao Paulo.

3.2.4.1 - Genotipagem dos animais

A distingédo entre os animais ELA e os animais aesrso é possivel através da

técnica de genotipagem. Para isso um pequeno pddagelha dos animais foi coletado
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pelo biotério FCF-IQ-USP. A este foram adiciona@68 pL de tampao de digestao
(tampéo 50mM tris-HCI, pH 8,0 contendo 50mM de EDIA,5 % SDS) e incubados a
65 °C por 15 min. Em seguida, foram adicionadog208e tamp&o de digestdo contendo
proteinase K (10 mg/mL). A mistura reacional foid&nincubada durante a noite a 55 °C,
sob agitacdo. Apos a digestédo, as amostras foratrifagadas a 14000 rpm por 5 min.
10 pL da amostra digerida foram diluidos em 19@glagua autoclavada e aquecidos a
95 °C por 15 min para a inativacao da proteinas2 pA de amostra foram adicionados
25 puL de PCR master mix 2x constituido paig DNA Polimerase 0,05 U/uL, tampéo
PCR, MgCt 4 mM e 0,4 mM de cada desoxiribonucleotideo (dA@€TP, dGTP,
dTTP); 2 uL de cada oligonucleotideo iniciador e$fi (primer): sodi3-f primer (GTG
GCA TCA GCC CTA ATC CA) e sodE4-r primer (CAC CAGST GCG GCC AAT
GA); e 22,6 pL de agua.

As amostras foram entdo submetidas a reacdo emacdde polimerase
(“Polymerase chain reaction” - PCR) para a amglféo do gene da SOD1 humana e
assim identificar os animais positivos para a daesglerose lateral amiotréfica (ELA).
O ciclo de PCR utilizado foi 95 °C por 5 min (185 °C por 1 min, 60 °C por 1 min, 72
°C por 2 min (35x) e 72 °C por 5 min. Ao final dag¢édo, foram adicionados 8 puL de
tampéo azul a cada amostra. Por fim, os produttdasbforam entdo analisados por

eletroforese em gel de agarose.

3.2.4.2 - Acompanhamento dos sintomas

O desenvolvimento dos sintomas caracteristicosogagh foi acompanhado
pela avaliacdo do peso corporal dos animais e ddapgde movimentos das patas

(Thonhoff et al., 200)7 A escala descrita pdihonhoffet al. (2007)classifica o estado

geral do animal nos seguintes niveis: 5 — todoa@dgmentos normais; 4 —ligeira perda
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de peso acompanhada de perda de forca ou ligaioiaatlos membros sem o
comprometimento do movimento; 3 — perda acentuadaedo, atrofia dos membros e
perda de capacidade de levantar na caixa; 2 - penagleta de forca nos membros
posteriores acompanhados por fraqueza dos memitegees, incapacidade de arrastar
a parte inferior do corpo, ainda apresentam oxeftke quando colocados de barriga para
cima conseguem voltar a posi¢cao normal para ambtedos; 1 — apresentam o reflexo
de virar para apenas um lado; e 0 — auséncia l#xogfara ambos os lados dentro de um
espaco de tempo de 30 segundos.

Os animais foram considerados sintomaticos quapidsantaram uma perda de
~ 20 % do peso corporal maximo acompanhada de @&fafalisia dos membros, ponto

3 da escala dehonhoffet al.(2007)

3.2.4.3 - Eutanasia dos animais

Para a eutanasia, os animais foram anestesiadosimantlose intraperitoneal
de 90 mg/kg de animal de cloridrato de cetamin@ md/kg de animal de cloridrato de
xilazina. Apoés ser verificada a auséncia de reflexaentidos, foi realizada a coleta de
sangue por pulsdo cardiaca. Os tecidos adiposdxcudmeo, retroperitoneal e
epididimal) e o cérebro foram coletados, lavadossetucéo salina 0,9 %. Os tecidos
foram devidamente aliquotados.

Para os ensaios de perfil de acidos graxos e depsedutos de oxidacédo, as
aliquotas correspondentes ao cortex motor foramolgeneizadas na proporcdo 1:5 em
tampéo PBS 10mM contendo 100 uM de DTPA e 100 ukilate de deferoxamina em

pH 7.4.
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Para os ensaios com os adipdécitos, os tecidos smipepididimal (EPI),
subcutaneo (SC) e retroperitoneal (RP) foram digsrpela colagenase como descrito

por Rodbell (1964,)

3.2.4.4 - Dosagem de proteinas

O método de quantificacdo de proteinas utilizado foétodo de Bradford. Este
classico método € baseado na interagdo entre atedi@oomassie brilliant blue” e
proteinas que contém aminoacidos de cadeias Rt#sicas ou aromaticas. A interacéo
entre a proteina de alto peso molecular e o copntaca o deslocamento do equilibrio

do corante para a forma anibnica, que absorvenierée em 595 nnBfadford, 1976

Zaiaet al, 1998.

A dosagem de proteinas foi feita utilizando kitddsagem de proteina da Bio-
Rad (Protein Assay). A 10 pL de homogenatos, osnpda, foram adicionados 395 L
de tampéao de lise (composto por 500 pL tampaadidibpH 7.4 1 M, 1 mL NaCl 1.5 M,
1 mL triton X-100 e 7.5 mL de agua). Depois as @magdisadas foram sujeitas a diluicdo
em uma proporcédo igual a 5x em agua. Para a af@iasa utilizadas placas de 96 pocos.
Em cada poco foram adicionados, 10 pL de amosifapuL agua e 200 pL de reagente
de Bradford.

A curva de calibracdo foi construida utilizando lumina bovina nas
concentracdes de 0, 2, 4, 8, 10, 12,15 e 20 pgémliriplicata.

As amostras foram analisadas em duplicata. As bésoias foram lidas no
leitor de placas SpectraMax M5 Multi-Mode (Moleaulzevice Sunnyvale, CA), a 595

nm.
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3.2.5 - Extracdo dos produtos de oxidacdo dos a@jchixos

Os cortex motores coletados e homogeneizados feugitos a dois métodos

de extragao.

3.2.5.1.1 - Método 1

A 500 pL de tampao PBS, homogenato de cértex mmioplasma, foram
adicionados 500 pL metanol arrefecido em gelo catttd 00 uM BHT e 5(S)-HETHES
(0.25 ng/mL) e 500 pL KOH (1 M) em solucédo metaraliAs misturas reacionais foram
incubadas durante 30 minutos no escuro a 37 °Gs Ap@mpo de incubacédo, as amostras
foram arrefecidas em gelo e acidificadas com 6@ BAcido cloridrico. Em seguida, as
solucdes foram extraidas com cloroférmio / metahb, tal como descrito pdiligh e

Dyer (1959) com modificagdes como descrito pooshidaet al. (2008) As amostras

foram homogeneizadas usando um misturador tipcexdlurante 1min, seguida de
centrifugacdo a 1500 g durante 5 min a 4 °C. A danoaiganica foi recolhida e seca com
nitrogénio, e o residuo foi ressuspendido em 100 dgLacetonitrila:metanol4®
(52:18:30), acrescidos de 10 pL de 12(S)-HEBH12.5 ngil) na mesma mistura de
solventes. A solucéo resultante foi filtrada méihdo filtro Millex ® de 0,22 um de

PTFE.

3.2.5.1.2 - Método 2

A 500 pL de PBS ou homogenato de cérebro, foranmiadidos 50 uL metanol
contendo 100 uM de BHT e 2.5 pg/mL de 5(S)-HEIEEmM seguida, 1 mL da solucéo
de extracdo composta por hexano: isopropanol: &iético 1 M (30:20:2). As amostras

foram homogeneizadas por 1 minuto. Adicionou-sesniaimL hexano, seguido de
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agitacao por 1 minuto e centrifugacao a 1500 @, g&* 1 min e coleta da fase organica.
Este passo foi realizado duas vezes. As duas ¢asetadas foram reunidas, secas com
nitrogénio e ressuspensas em 1 mL isopropanol. leag@o de saponificacdo 1 ml de
NaOH 1M foi adicionado. Apés a agitacdo por 30 s€gs, as misturas reacionais foram
incubadas a 37 °C por 30 min. Apoés este periodamastras foram resfriadas. Em banho
de gelo, foram adicionados 60 pL de HCI. Por fimml ie hexano foi adicionado, seguido

de agitacdo por 1 minuto, centrifugacdo a 1500 ¢, 4$or 1 minuto e coleta da fase

organica. Este passo foi repetido mais uma vez.fadss coletadas foram secas,
solubilizadas em 1QQ do 12(S)-HETE-d8 250 ng/mL em metanol contend0 (10

BHT e filtradas em filtros Millex ® de 0,22 um deéFE.

3.2.6 - Isolamento e analise dos adipocitos

Os adipdcitos dos tecidos adiposos epididimal (EBlibcutaneo (SC) e
retroperitoneal (RP) foram isolados mediante aitécule digestdo de tecido pela

colagenase, descrita p&odbell (1964) com algumas modificacbes para adaptar o

meétodo as nossas condi¢des laboratoriais. Em resasrgorduras EPI, SC e RP foram
incubadas em 4,0 mL de tampé&o digestivo (DMEM, HEPE mM, BSA 4 %,
colagenase tipo Il 1,25 mg/mL, pH 7,45) por cere&6d minutos, a 37 °C, em banho-
maria, com agitacdo orbital (150 rpm). Em seguaamostra foi filtrada em peneira
plastica com malha fina (que retém restos tecideiaiasos nao digeridos) e lavada por
trés vezes com 25 mL de tampéo EHB (sais de EARIERES 25 mM, BSA 1%,
piruvato de sodio 1 mM, sem glicose, pH 7,45) ntiné 37 °C. Para a determinacéo do
lipécrito  (porcentagem de adipocitos contidos naspsasdo celular total),

aproximadamente 4L da suspensao celular em tampédo EHB foram colecado
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capilar de vidro e submetidos a rapida centrifugg22000 rpm por 1 minuto). O volume
total da suspensdo corresponde a 100 % e o volumadighdcitos obtido apos a
centrifugacao nos fornece o lipécrito da amostasaRnalise morfométrica, aliquotas de
suspensao celular foram avaliadas em microscopicodf@aumento de 100x) acoplado a
camera digital 1.3 MP (Moticam 1000 - MOTIC). Utiu-se o programa Motic-Images
Plus 2.0 para medida da area transversal celdagudl se obteve o raio celular médio.
Em cada preparacao foram medidas 50 células. A& gaste valor, assumindo-se que o
adipdcito isolado € esférico foram calculados aina, a area de superficie celular média

e 0 numero de células, conforme as formulas prapgxir-ine e Digirolamo (1997)

3.2.6.1 - Lipdlise

A lipdlise foi avaliada em condi¢des basais (n&ovagdada) e maximamente
estimulada com isoproterenol. Adipdcitos isoladasarmh incubados em tampéo
Earle/Hepes contendo 20 mM/BSA 1 % de glicose (5)pW 7,4 na presenca ou na
auséncia de isoproterenollil (agente lipolitico). As células foram previamemgtadas
por 15 minutos com adenosina (0,0§/mL), a 37°C. Em seguida, acrescentou-se
adenosina desaminase nos tubos basais (ADA, S[@dd)/mL em tampao EHB, pH
7,45) e incubou-se por mais 5 minutos, a°87 (para possibilitar a degradacdo da
adenosina). Em seguida, adicionamos acido asconibisdubos destinados para ensaio
basal e isoproterenol (2 x"$®1) nos pocos destinados para ensaio de lipdlisa@ada.

O tempo de incubacédo foi de 30 minutos a°B7e, ao final, a mistura de incubacéao
(volume total de 20@l) foi centrifugada em microcentrifuga refrigeraa® °C por 5
minutos a 7.000 rpm. Aliquotas (12Q.) do infranadante foram coletadas para a

determinacao da concentracao de glicerol liberatisprélulas, pelo método enzimatico-
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colorimétrico. Utilizou-se kit de determinacéo dieeyol livre (Sigma-Aldrich, St. Louis,

Estados Unidos).

3.2.6.2 - Teste de incorporacéo de D-[U-14C]-glieasn lipidios

Os adipocitos (concentracdo final 30-40%) foramul@@os em tampéao
Krebs/Ringer/Fosfato /BSA/glicose 1 mM, pH 7,4 a°@7 saturado de uma mistura
gasosa de carbogénio 5%, foram pipetados em tubesshio de polipropileno 17x100
mm contendo D-[UC]-glicose (0,05uCi/tubo), na auséncia ou presenca insulina (10
nM). Estes tubos foram vedados com tampas de Wara seguir, os tubos foram
enriquecidos com uma atmosfera com 95 % dé @o de CQ e incubados por 120
minutos em banho-maria, a 8€. Em seguida, foi realizada a extracdo dos ligidio
mediante a adicdo de 2,5 mL de reativo de DOLBEpfmmanol:n-heptano#$Q: 8N,
4:1:0.25 v:viv) no meio de incubacao. Agitou-seistuna por 4 a 5 vezes (sessdes de 10
segundos) em vortex durante 30 minutos. Ao fingdeldodo, foram adicionados 1,5 mL
de n-heptano e 1,5 mL de agua deionizada. Apodstacag em vortex, deixou-se a
mistura decantar e aliquotas de 0,5 mL da faserisugeontendo os lipidios extraidos
no n-heptano) foram transferidas para flaconetegenodo 2,5 mL de coquetel de
cintilacdo biodegradavel (EcoLuf¥e ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA)
para contagem da radioatividade beta incorporadare@ultados foram expressos em

nmol.10° células. H.

3.2.6.3 - Teste de incorporacdo de D-}tG]-glicose em acidos graxos

Na mistura composta por triacilglicerideos (TAG)eywamente obtida no
experimento de incorporacéo de D-H{G]-glicose em lipidios foram adicionados 1 mL

de etanol (95 %) e 250 pL de KOH (40 %). Os tubessdsaio foram frouxamente
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tampados e colocados em banho-maria a 60 °C poral Em seguida o material foi
resfriado a temperatura ambiente por aproximadamd@t minutos e logo apoés
adicionou-se 2 mL de HCI (3 N) e 2 mL de n-heptdfsia mistura foi homogeneizada
em vortex e deixada em repouso por 10 minutos. &mastra de 1 mL da fase superior
desta mistura foi retirada e transferida para uat @ontendo 2,5 mL de liquido de

cintilacdo que foi levado ao contador beta por Butas.

3.2.6.4 - Teste de incorporacéo de D-EG]-Glicose em glicerol

A incorporacdo de D-[U#C]-Glicose em glicerol foi obtida através do delta

entre a incorporagdo de D-[U-14C]-Glicose em lipéde &cidos graxog\onso-Valeet

al., 2008.

3.2.7 - Analise dos acidos graxos nos animais menatoqgrafia gasosa

A anélise dos acidos graxos por cromatografia gassgier a sua derivatizacao

na forma metiladaviasoodet al. (2005)descrevem um método simplificado de analise

destes compostos que associa a saponificacdoafdoerdos acidos graxos) e sua
metilacdo em um Unico método através de uma radgfansesterificacao.

Os acidos graxos foram determinados nas amostiagegenato de adipdcitos
(adipocitos homogeneizados 1:4 em tampéao fosfataNIQOpH 7,4).

A 50 uL de amostra foram adicionados 1.75 ml de metab®lL de uma
solucdo do padrdo interno o acido margarico (atidptadecanoico, 1 mg/mL em
metanol) e por fim 10QL de cloreto de acetila. Ap6s um minuto de homog&gao
através de um vortex, as misturas foram incubadags@min a 100 °C. ApdGs o periodo
de incubacdo, as amostras foram deixadas a temgerainbiente, até o total

resfriamento. Foram entédo adicionados gb@e hexano, os tubos foram misturados por
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1 min e a fase superior foi coletada. Este procedimfoi repetido mais uma vez. As
duas fases coletadas foram combinadas, secas togénio e ressuspensas em {00
de hexano.

O perfil de acidos graxos na forma metilada foliaado utilizando a técnica de
cromatografia gasosa (CG) com deteccao por iomzdgdchama (ou em ingl&mas
chromatography using flame ionization detectionG-ED). A analise foi conduzida em
um CG modelo Trace 1310 (Thermo Scientific) utiida uma coluna DB-FFAP (15 m
x 0.1 mm ID x 0.1 um espessura do filme. Program&ethperatura: inicial 150°C por
0.25min; rampa 35°C/min até 200°C; rampa 8°C/mér2ab°C; mantém em 225°C por
3.2min; rampa 80°C/min até 245°C e mantém por 4iV.56és de arraste (hidrogénio -
H>) em modo de pressao constante (345 kPa). O if@t@certado para as seguintes
condicOes: temperatura 250 °C, em modo Split caroftle 60 mL/min, razao 30:1, fluxo
da purgaigual a 5 mL/min e volume de injecao deQuletector foi acertado da seguinte
forma: temperatura igual a 250 °C, fluxo do ar&ind 350 mL/min, do hidrogénio igual
a 35 mL/min, e do nitrogénio de 40mL/min.

Os acidos graxos foram identificados pelo tempaedencdo usando como
padréo o reagente Supelco 37 Component FAME Mpni&tAldrich). Com este mesmo
reagente foram construidas curvas de calibracda.dada pico identificado, a area sob
a curva foi integrada e a mesma foi normalizada @gka do padrdo interno. A
percentagem de cada um foi calculada em relac&maale acidos graxos identificados

e integrados para cada amostra.

3.2.8 - Tratamento estatistico

Para a analise dos produtos de oxidac&o dos gpidess foi utilizado o método

de andlise Kruskal-Wallis chi-squared que comparaediana dos dados, considerando
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nivel de significancia valor de p menor que 0,05andlise estatistica foi realizada em
colaboracdo com as professoras doutoras Eliset®uihtaneiro Aubin e Viviana
Giampaoli, do Instituto de Matematica e EstatistisdJniversidade de Sao Paulo.

Para os dados do metabolismo lipidico foi utilizadanalise de variancia
(ANOVA) com o pos-teste Bonferroni através do panga GraphPad Instat 3.01. Foi

considerado significativo valor de p menor que 0,05
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 -SINTESE, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOSPRODUTOS DE

OXIDACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Os métodos de andlise de hidroperdxidos e hidréxlgwdicos incluem as
técnicas de cromatografia gasosa e cromatogrgfiedd acopladas a espectrometria de

massas (GC-MS e LC-MS\\ilson et al, 1997 Browne e Armstrong, 2000/asoodi e

Nicolaou, 200%.

Apesar de ter sido muito utilizada, a analise pGrM&S nao € indicada para a
analise dos hidroperoxidos lipidicos, visto queadsgtnica necessita da reducdo dos
hidroperéxidos a hidroxidos, seguida de derivatiagos mesmos. Por esse motivo,
muitos trabalhos descrevem o calculo da concemtragéhidroperoxidos através da
concentracdo dos hidroxidos. Fazendo uma dosages amoutra apos a reducdo da
amostra, a diferenca entre os niveis encontrado®spmnde a concentracdo dos

hidroperéxidos Jiraet al, 1996.

A analise por LC-MS apresenta como vantagem a lpbdade da analise
qualitativa e quantitativa desses compostos seme@essidade do processo de

derivatizacao Erowne e Armstrong, 2000Esta técnica permite o monitoramento da

absorbancia no UV em236 nm e o monitoramento do espectro de massas.
Os hidroperoxidos e hidroxidos lipidicos que possudienos conjugados
absorvem fortemente nos comprimentos de onda de2384nm §=23000-27000 M

Lentd) (Browne e Armstrong, 20000 monitoramento de tais compostos por UV €, por

si sO6, um método simples, contudo ndo especifico Bensivel o suficiente para a

deteccédo destes produtos em amostras biolodiasH{ardant e Lagarde, 2009
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A técnica de HPLC-MS/MS utilizada para a andlise thdroperdxidos e
hidroxidos lipidicos oferece um grande ganho desibdilade e eficiéncia na
identificacdo e quantificacdo dos produtos. Utiid@atécnicas de ionizagao suaves, como
o electrospray € possivel gerar o ion molecular o qual pode ssdecionado e
fragmentado na camara de colisdo. O espectro deséseultantes da fragmentacao desse
ion molecular permite entdo a identificacdo do oomstp que esta sendo analisado

(Murphy et al, 200% Lu et al, 20085.

Com base nos ions filhos € possivel montar o métiedselected reaction
monitoring” (SRM), o qual se baseia no monitoramento dos cotop@draves de uma
transicdo den/z

A maioria das analises lipiddmicas descritas rexditira utiliza o modo de
monitoramento SRM para a identificacdo e quanticados produtos de interesse. Sao
parametros utilizados neste tipo de analise: o tedepretencéo e a transicdord&a A
“desvantagem” deste método € que este necessitan @®@nhecimento prévio da massa
molecular e do perfil de fragmentacdo dos compaséosondicdo de analise utilizada

(Taguchiet al, 2005.

Por todos os motivos expostos, uma descricao @elalda padronizacdo do
método de analise quali e quantitativa por HPLCHESIMS dos diferentes isbmeros

dos hidroperéxidos e hidréxidos lipidicos é apréesean neste trabalho.

4.1.1 - Sintese dos hidroperéxidos e hidroxiddslilios

A sintese dos produtos de oxidacdo do DHA, LA eféiiealizada de através

da reacéo de fotooxidacéo (oxidagdo mediada'@®jodos mesmos (Figura 6).



RESULTADOS E DISCUSSAO 63

(A) Acido docosahexaenoico

11=10 8=7_5=4 2 O
VAN PERALS

2 % B ANy

NN N A O

13=14 '16=17 19=20 22

| o
= /=\ /A0 = //=\ //\AQ = /= /= AO = /AL
DAl RS SO AR
o HO-O o
HO HO

HO-O
20-HpDoHE 19-HpDoHE 17-HpDoHE 16-HpDOHE
OH
ol 0-OH
— /= /= A O — /= /A0 — — A O — /A0
. ! \ / }
\ AN o NN\ o o _ o o
o HO-0O
HO
14-HpDOHE 13-HpDOHE 11-HpDOHE 10-HpDOHE
on o
o O-OH o 0O-OH
— — (o) — — (o) —\ /— (o] —_\ /= o
AN [e) AN () AL A o o o o
8-HpDOHE 7-HpDoHE 5-HpDoHE 4-HpDoHE

(B) Acido araquidénico

[e]
9 86 5 Il
OH

T 1214 15
Acido araquidénico

HO, OH ¢102 OH
o ‘c‘, I \C\) 0-OH ﬁ o ?
5-HpETE 6-HpETE 8-HpETE 9-HpETE
i i T i
- on [ vV OH SV OH v OH
N \ A N A
HO-O  11-HpETE 0 4, HO-O 14. o
p ngC 12-HPETE 14-HpETE Lo 15-HPETE
(C) Acido linoléico
Q,
13712 1079 \ OH
Acido linoleico
OH o) HO,
/ ‘ \
o 0, o [o}
13-HpODE 12-HpODE
HO.
/ \
o [0} o) Q,
10-HpODE 9-HpODE

Figura 6: O 'O, se adiciona diretamente aos carbonos das ligaddetas (A) (4, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16,
17, 19 e 20) e consequentemente sao formadosm2iied de hidroperéxidos do acido docosahexaenoico
(HpDoHE); (B) (5, 6, 8,9, 11, 12, 14 e 15) e caumntemente sdo formados 8 isdmeros de hidropersxid
do &cido araquidénico (HpETE) e (C) (9, 10, 12 ¢ é3onsequentemente sdo formados 4 isdbmeros de
hidroperoxidos do &cido linoleico (HpODE).

A fotooxidacdo do DHA gera um conjunto de 12 isGselo HpDoHE, uma

vez que o DHA possui 6 ligagcfes duplas. Assim &rpgda fotoxidacao sdo formados os
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isémeros contendo hidroperédxidos na posicao 4,8, 10, 11, 13, 14, 16, 17,19 e 20 da
cadeia do acido graxo (Figura 6 - A).

Analogamente, a fotooxidacdo do acido araquidégeE@ um conjunto de 8
isdmeros contendo hidroperoxidos nas posicoes 8, 8, 11, 12, 14 e 15 e do acido

linoleico gera os isbmeros 9, 10, 12 e 13-HpODEYfE 6 — B e C).
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Figura 7: Formacgao dos hidroperodxidos lipidicos eecorréncia da reagdo de fotooxidacdo dos acidesas ao
longo do tempo. (A) Os isdbmeros foram analisadasLpb através da leitura em modo scan de 200 a 400ama
quantificagdo foi utilizada a leitura em 235 nm)) (8s aliquotas de HpDoHE foram analisadas por TL@dzl com
cloroférmico: metanol (90:6); (C) espectros de aftdmcia das aliquotas da reacdo de fotoxidacdo dal@&
araquidonico e (F) respectivo perfil cromatografigaando analisados por TLC. (E) espectros de alfswia das
aliquotas da reacao de fotooxidagao do &cido limaes (F) respectivo perfil cromatografica quanduadisados por
TLC.
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A reacéo de fotooxidacéo foi acompanhada pela fggimede hidroperdxidos por
espectrofotometria de UV (varredura de 200 a 40penpor cromatografia em camada
delgada (em ingléghin layer chromatography- TLC). Aliquotas de 100uL foram
colhidas a cada 30 min de reacdo e 5uL destes famitados na placa de silica,
enquanto o restante foi seco sob fluxo desNlubilizado em metanol e analisado por UV
(Figura 7).

A andlise por HPLC da reacao de fotooxidacao do [2His isbmeros isolados
mostrou a formacao de 10 isbmeros que podem sataramos pelos dienos conjugados
em 235 nm. Em contraste a estes, dois isbmerosar@ém dienos conjugados e foram
detectados apenas em comprimentos de onda magsk{aBs nm). Séo eles 0 19- e 0 5-

HpDoHE, produtos exclusivamente formados na oxiolagédiada potO; (Figura 8).

e«:m:c-i \ \} HpDOHE —205nm
wo] L M A HpDoHE — 235nm
19-HpDoHE — 205nm
10 19-HpDoHE - 235nm
- A 5-HpDoHE — 205nm

: l A - 5-HpDoHE - 235mm

Figura 8: Andlise cromatogréfica da mistura de HpDoHE resuoiés da fotooxidacéo, do 19-HpDHA e do
5-HpDoHE. As trés amostras foram analisadas por BRitilizando a coluna kinetex C18, 100x 2,1mm,
2.6 um, eluida com um gradiente composto por agaetonitrila: acido férmico (45:55:0,05), com fluxo
0,2mL/min e deteccdo por arranjos de diodos em RdBmatogramas em preto, azul e verde,
respectivamente) e 235nm (cromatogramas em rosapma azul escuro, respectivamente). O 19 e 05-
HpDoHe ndo possuem dienos conjugados por isso hdoreem no comprimento de onda 235nm (vide
circulos vermelhos).

No caso do acido araquiddnico e do acido linolessasémeros especificos para

a oxidacdo mediada p4D, séo os 6- e 14-HpPETE, e 10- e 12-HpODE, respeutvie.
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A reducédo dos hidroperoxidos lipidicos a hidroxiflmsrealizada com sucesso

utilizando o agente amplamente descrito na litesadUNaBH (Yoshidaet al, 2008 Liu

et al, 2010. Ap6s a redugédo com NaBldos hidroxidos correspondentes, 0S compostos

foram analisados por HPLC utilizando as mesmasicoas cromatograficas da analise
dos hidroperoxidos. A Figura 9 mostra o cromatograim 8-HpDoHE e seu hidroxido

correspondente.

uv.
“Datal:3-HpDHA-2.Icd PDA Ch2:235nm,4nm(1,00)
Data2:HDHA 3-2.Icd PDA Ch2:235nm,4nm(1,00)

150000

8-HpDOHE
8-HDOHE

125000

100000

75000 -

00 25 50 75 min

Figura 9 Andlise cromatografica do 8-HpDoHE e seu corraspente hidroxido. Em azul, é possivel
verificar que apés a reducdo do 8-HpDoHE pelo NaBtd um consumo total do hidroperdxido
acompanhado da formacao do 8-HDoHE.

Para a realizacdo de uma analise quali e quawditdtis produtos de oxidagéo
de acidos graxos, ou mesmo, de uma forma mais ampla analise lipidémica/oxi-
lipiddmica em amostras biolégicas, os métodos descna literatura se baseiam
majoritariamente no monitoramento dos analitosvégade técnicas cromatograficas

acopladas a espectrometria de massas (LC-MS/M8)uchiet al, 2005. No entanto, a

literatura existente ndo permite adequadamente a&isancompleta dos analitos
sintetizados. Por este motivo, a padronizagdo dodoé&e andlise quali- e quantativo

para os isdbmeros alvo do presente trabalho seefazsparia.
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4.1.2 - Analise dos hidroperoxidos e hidroxidogdigos por LC-MS/MS

4.1.2.1 - Andlise dos HpDoHE e HDoHE utilizandoigiesna Acquity UPLC (Waters,
Manchester, UK) acoplado ao espectrometro de masigds quadrupolo XEVAY TQ-
S (Waters, Manchester, UK)

O desenvolvimento da analise quantitativa dos dlifis isbmeros dos
HpDoHE, HpETE, HpODE e respectivos hidroxidos ndore tarefa trivial. Fato este
justificado pelas semelhancas estrutural e de padeé fragmentacdo. Entre tais
compostos a andlise dos produtos de oxidacdo do ®ldAjue possui menor nimero

relatos na literaturaHonget al, 2003 Seal e Porter, 2004 yberg e Adlercreutz, 2006

Honget al, 2007 Gomolkaet al, 2017).

Em uma parceria firmada com a empresa WATERS TECHNGIES
iniciamos a padronizacdo do método cromatogréfiaa @ andlise dos HpDoHE e
HDoHE. O primeiro passo da padronizacéo foi a éscdh coluna cromatogréfica
WATERS TECHNOLOGIES dispde de um diagrama que iefacdiferentes colunas
(marcas e tipos de recheios variados) segundo setel@vidade e hidrofobicidade, que
auxilia na escolha das colunas cromatograficasuf&idl0). Através do uso deste
diagrama, foram selecionadas 4 colunas (ACQUITY OPigh Strength SilicdHSS)
T3 (grupamento de modificacdo da superficie dassdomposto por 3 cadeias de C18),
HSS PFRcoluna de silicafkthylene Bridged Hybri@EH) C8 (coluna C18) €Eharged
surface hybrid (CSH) phenyl hexyl (coluna com grupamento fenil hexil), com
caracteristicas bem distintas. As 4 colunas estadhestdo destacadas em vermelho na

Figura 10.
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Uma separacdo cromatografica € influenciada nagedo tipo de coluna
cromatografica, mas por um conjunto de fatorextaiso pH da fase mével e composicéo
da fase movel e temperatura, 0os quais precisavaravaados. Em uma abordagem
tradicional cada um destes fatores € testado shaitinente e, por esta razéo, o tempo
empregado € muito extenso. Utilizando o softwansion Method Developmer(s-
Matrix Corp., Eureka,CA), o desenvolvimento do ndéttevou em conta o papel de cada
um dos parametros, de uma forma simultanea resloltaa escolha da melhor condicao
cromatografica no menor espaco de tempo. Foraroigesslos 0s seguintes parametros,
ou efetores: tipo de coluna, pH da fase movel, teng gradiente, proporcédo de fase
movel, solvente/modificador orgéanico, temperatwwadalise, fluxo e volume de injecéo

(ver Tabela 3).

Find column by:

Find Similar Waters Columns

Chemistry Type USP Classification Compare Method Development Kits

Clear all column selections Waters ®
ACQUITY UPLC BEH C18 5 )
7 . o
4.0 ACQUITY UPLC BEH Phenyl d
ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 d
i~ 35
H ACQUITY UPLC CSH C18 )
580 ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl )
£ - PFP : o
g ° ACQUITY UPLC HSS C18 9
> 20
'i:x ACQUITY UPLC HSS C18 SB J
E S ACQUITY UPLC HSS Cyano (i ]
)
g HSS, T3 - Q
£ - C8- : g o
% ° Atlantis dC18 (i )
o oo Atlantis T3 (i)
o 0.5 Phenyl heXyl Nova-Pak C18 (i ]
-1.0 °
15 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 26 3.0 35 4.0
Reversed-Phase Column Selectivity Chart @ waters Comoration. Al other trademarks are scknowled THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

Figura 10: Diagrama de selecéo de coluna (Watershhelogies do Brasil). Foram selecionadas 4 coluta$)PLC
(50 x 2.1 mm) marcadas em vermelho.
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O desenvolvimento foi realizado em duas fasesagetm e a otimizacdo. Na
primeira os efetores principais da separacdo cumraica (tipo de coluna, pH,
gradiente, modificador orgéanico, tempo de gradiertemperatura) foram avaliados e 0s
efetores secundarios (proporcdo de fase movelp fieixvolume de injecdo) foram
mantidos constantes. A otimizacdo é uma parte itap@& do processo, uma vez que,
nesta etapa os efetores sdo ajustados a condigdioAinbas as etapas foram planejadas
utilizando o softwareFusion Method Developmer(S-Matrix Corp., Eureka,CA),
transferidas para o softwarempower 3 chromatographylata software (Waters
Corp.,Milford, MA) e testadas em um sistema de URACquity UPLC HClassWaters
Corp., Milford, MA). As diferentes condicfes testadoram avaliadas levando em conta
0 numero de picos obtidos, a resolucdo dos picag(mque 0.8) e assimetria (menor que

2.0).

Tabela 3: Pardmetros selecionados para o estudded@nvolvimento cromatografico.

Efetores Triagem Otimizacao
Colunas Acquity UPLC® HSS T3, HSS PFP, BEH
_ BEH C8
(50 x 2.1 mm, 1.7 um) C8 e CSH Phenyl hexil
pHs 2.5,35e10.0 7.9,9.0e10.0
Tempo de gradient (min) 5-10 5.0
Proporc¢éo da fase organica inicial
30 30
(%)
Proporgéo da fase organica final
95 80-95
(%)
N _ o Acetonitrila/Metanol
Modificador organico Acetonitrila e Metanol
(82:18)
Temperatura(°C) 25,35e 40 40, 45 e 50
Fluxo (mL/min) 0.5 0.4,05,06e0.7

Volume de injecao (uL) 1.0 1.0
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A condicdo cromatografica otimizada consistiu deawonluna C8 BEH (100 x
2,1 mm, 1,7 mm) eluida com uma fase movel em gnéelieomposta por hidroxido de
amonio a 0,1 % em agua, a pH 10 (fase A), e 18 #heatanol em acetonitrila (fase B) a
0,5 mL/min. A eluicéo foi iniciada com 30 % de BrAgs5 min, seguida por um gradiente
linear até 69% B durante 15 min, depois a percemtade B foi elevada rapidamente a
95 % e mantida por 2 min, por fim a porcentagerB & restabelecida para 30% e assim
mantida por quatro min, para permitir o equilibtde analise. A temperatura da coluna
foi estabelecida a 40 ° C. O desenvolvimento falizado com colunas de 50 x 2.1 mm,
1.7 um para aperfeicoar o tempo e consumo de solventendigéo final foi transferida
para uma coluna maior (100 x 2.1 mm, 1.7 um) jestiel pela alta complexidade das
amostras.

De posse do método cromatografico o seguinte plaésd padronizacdo da
analise por espectrometria de massas dos HpDoHBo#H. Esta foi desenvolvida no
espectrometro de massas tipo triplo-quadrupolo o@®S. As anélises de MS e
MS/MS foram conduzidas em modo negativo. Foranizatlas as seguintes condicdes
iniciais: temperatura da fonte = 150 °C, tempeeatierdessolvatacéo = 550 °C e voltagem
do capilar = 3 kV. Os parametros como voltagemat®cenergia de colisdo e dwell time
foram padronizados automaticamente utilizando earfeenta Intellistart do software
MassLynx. Nestas condi¢cdes as moléculas de HpDoHEGHE sofrem desprotonacéo
gerando um ion representado por [M-Edm m/z 359 e 343, respectivamente (Figura
11).

Estes ions foram entdo selecionados e fragmentaodissociacao induzida
por colisdo. A fragmentacdo dos HpDoHE e dos HDgdEa uma série de fragmentos

que podem ser distinguidos em dois grupos: os g@ecéicos (ions comuns a mais de
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um isémero) e os especificos (indicativos da posdgi grupamento hidroperdxido ou

hidroxido) (Macmillan e Murphy, 199%Kerwin e Torvik, 1996Lu et al, 20095.

1007 1

(A)
HpDoHE - nmv/z 359

P

o
l
T

(B)
HDOoHE - vz 343

Intensidade relativa(%o)
S

400 500 600 700 800 900 1000 11.00

Tempo (min)

Figura 11: Analise de uma mistura de HpDoHE e HDoptiE UPLC-MS. Os HpDoHE foram detectados através do
monitoramento do precursor com m/z 359 (A) e ostHBoom m/z 343 (B). Cada pico cromatografico detdztoi
numerado e posteriormente identificado pela atraleéanalise dos fragmentos.

Séo fragmentos ndo especificos os ions formadas petdas de agua, €€ou
ambos, e especificos os fragmentos resultantesielara) de ligacdes carbono-carbono
proximas ao grupamento hidroperoxido/hidréxido. Monitoramento dos HpDoHE
foram observados os ions nao especificosroérBB41 [M-H-H0], m/z315 [M-H-CQ]

e m/z297 [M-H-H,O-CQy]; e para os HDoHE, foram detectados os ions edn825
[M-H-H20], m/z299 [M-H-CQ] e m/z281 [M-H-H.O-C(,]". Os ions especificos sao
derivados de quebras das ligacbes carbono-carbotme e carbono que possui 0
grupamento hidroperéxido/hidroxido e o carbono @ljeem relacdo ao mesmo (quebra
a), Ou entre o carbono e o carbono bet#) (quebrap). Os dois tipos de quebra podem
ocorrer nas por¢des carboxi- ou metil terminalue gesulta em 4 pontos da molécula
suscetiveis a fragmentacdes especificas. Cada astasd4 resulta em dois fragmentos
distintos. No intuito de identificar sistematicarteenada fragmento formado adotamos

uma nomenclatura previamente proposta pelo grupprdfiessor Charles Serhan da
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Universidade de Harvard, com pequenas modifica¢beset al, 2005 Hong et al,

2007). O esquema de identificacdo € composto por ujuctmnde 3 letras:

- primeira letra¢ oup) representa a posicao da ligacdo C-C quebrada;

- segunda letra (c ou m) indica se a quebra ocomeuado carboxi- ou
metilterminal;

- terceira letra (c ou m) indica o segmento restdtda quebra, por exemplo uma
quebra alfa na porgéo carboxitermina) @era dois fragmentos um carboxitermireak(
e um metil terminaldcm).

Assim, atraves do presente sistema sao identifcddi@agmentos resultantes de

quebras do tipo alfaoc, 0cm, Ome, Omm) € 4 fragmentos resultantes de quebras do tipo

beta Bcc, ch, Bmc, Bmm) (Figura 12)-
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Nomenclatura adotada para a identificacdo dos fragmentos especificos

Primeira letra

~
2
N = = H bra O
VEVEV VTV VWS e
(o] quebra
Segunda letra
HO
% N
=\ /= —\ /=\ A OH = /= 4=\ /= /= A OH
M VY V' ‘Y Ve %t
“m o] B 0
m
Metil-terminal Carboxi-terminal Metil-terminal Carboxi-terminal

Terceira letra

o
cm

HO

\/=\/ﬁ>*:;/=\/ﬂ/=\/\f’”
(6]

~0)

mc ﬁmc
Figura 12: Esquema de identificacdo dos fragmeegyecificos da analise por MS/MS dos HpDoHE e HDoOHE

Cada um dos isébmeros foi analisado isoladament&@aviS/MS. O espectro

de fragmentacéo obtido foi comparado a fragmenteegitaca (Figura 13, Figura 14,

Tabela 4 e Tabela 5). A partir desta analise faatlacionadas duas transicoes
de massa para serem utilizadas no monitoramenteag@o selecionada (SRM), para a
identificacdo e quantificacéo especifica de cadiaéso.

A perda de agua é tdo comum aos hidroperéxidosdguente o desenho do
presente estudo para a montagem das transicéeasssasrem Q1 foram selecionados os
ions [M-HJ (m/z359) e do ion [M-H-EO] (m/z341) e em Q3 os ions resultantes das

fragmentacdes especificas (quebra das ligagbes f, em relacdo ao grupo
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hidroperéxido).Macmillan e Murphy (19950 analisarem hidroperéxidos do acido
araquidonico verificaram que quando analisadaslemtrospray as cetonas resultantes
da desidratacdo do hidroperoxido produziam espediedragmentacdo com diferencas
infimas. Adicionalmente, os autores descreveramnauieos dos fragmentos envolvem
efetivamente a formacdo de um intermediario cetdssim € possivel analisar os
hidroperéxidos através da fragmentacdo do préprdroperoxido ou da cetona

correspondentéf{acmillan e Murphy, 1996

Nas condi¢des utilizadas, aparentemente, as pedtaespecificas (perda de
agua, CQou os dois) ndo sao tao favorecidas para os hitséxPara estes compostos
se observou a perda de agua,.@D os dois quando associadas as fragmentagdes
especificas (Figura 14).

Consistentemente com dados descritos na literéitlaamillan e Murphy, 1995

Murphyet al, 2007, Lyberg e Adlercreutz, 20Q0&longet al, 2007, foi possivel detectar

nos espetros de fragmentacéo dos HpDoHE e HDoHiihesesultantes das quebras alfa

e beta associadas a migracao de um ou dois hidosgén

Tabela 4 e Tabela 5).

Tabela 4: Fragmentacéo tedrica dos HpDoHE. Os iemsnegrito foram selecionados para o método por SRM

Tebricos Detectados
Isbmero Perdade Bcc Bem Occ Ocm Omc omm Pmc Pmm  Fragmentos especificosi(9
271 88 284 75 330 29 344 15 g5 [cciH] ou pme-H-CQY,
20- -Co; 227 240 286 300 239 [ucc-H-CQJ, 273 Bec+2H],
HpDoOoHE  -CO;-H-0O 268 282 229 Bce+2H-CQY, 71 [pem-
-H20 71 57 312 326 H20]
258 101 272 87 318 41 331 28 573 fcc+H] ou pme-H-CQY,
19- -CO2 214 228 274 287 229 fucc+H-CQ), 255 jomc-H-
HpDoOoHE  -CO;-H-0O 256 269 H20-CQ], 215 [Bcc+2H-CQY],
-H-0 83 69 300 313 83 [pcm-H:0]
231 128 244 115 290 69 304 55 43 ce-H], 201 ficc+H-CQY,
17- -COp 187 200 246 260 227 [omc-H-H:0-CQy], 189
HpDoHE -CO;-H-0O 228 242 [Bcc+2H-CQ), 111 pem+H-

-H20 110 97 272 286 H20]
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218 141 232 127 278 81 291 68 33 cceH], 189 ec+H-CQY,

16- co. 174 188 234 247 217 [amc+H-HO-CO], 189
HpDOHE  -CO,-H.0 216 229 [Bcc+2H-CQ), 123 Bem+H-
-H0 123 109 260 273 H20], 107 prem-2H-HO]

Continuagéo tabela 4.

Tedricos Detectados
Isbmero Perdade fcc PBem OGcc Ocm ome omm Pme Pmm  Fragmentos especificosi(9

191 168 204 155 250 109 264 95 505 pcciH] 161 fec+H-CQY,

14- -CO 147 160 206 220 189 [amc+H-H0-CQy], 193
HpDoHE  -COx-H.0O 188 202 [Bcc+2H], 149 Bee+2H-CQY,
-H,0 150 137 232 246 151 pem+H-H20]
178 181 192 167 238 121 251 108
193 [acc+H], 149 pcc+H-CQY,
13- -COz 134 148 194 207
121 jamm], 177 jomc+H-H20-
HpDOHE  -CO»-H:0 176 189 CO2], 163 pem+H-HO]
-H20 163 149 220 233
151 208 164 195 210 149 224 135 163 Pmc+H-CQ-H20], 121
11- -Co; 107 120 166 180 [[0t<:<>+|:|-f|2<(1)b],C 151; [g;nsm[] ou
amc+H- - , acm-
HpDOHE  -COx-H20 148 162 2H-H:0], 163 Pem+H-HO],
-H20 190 177 192 206 243*
138 221 152 207 198 161 211 148
HODOHE CQ), 161 jomm], 188 jucm-H-
P -COH0 136 149 H20], 203 Bcm+H-HO]
-H20 203 189 180 193
111 248 124 235 170 189 184 175 179 pymc+H], 108 famc-H:O-
8-HoDoHE  C°2 67 80 126 140 CO3], 81 [ucc+H-HO], 189
b -COz-H20 108 122 [amm], 123 Bmc+H-H0], 215
-H20 230 217 152 166 [acm-2H-HO]
98 261 112 249 158 201 171 188 261 [Bcm], 243 Bcm-H0], 171
-CO 54 68 114 127 [FmC], 95 Em]lC-H-F[bO-C]Oz], 68
7-HpDoHE ) occ+H-CQJ, 201 jomm], 155
CO-H0 96 109 [Bmc-+2H-HO], 109 Pmc-HO-
-H20 243 231 140 153 COy], 228 jocm-2H-HO0]
71 288 84 275 130 229 144 215 123 [ocm-H-HO], 171 pmc+H],
CO 27 40 86 100 69 [amc+H-H0-CQy], 227
5-HpDOHE .~ [amm-2H], 83 Bmc+H-HO-
CO-H0 68 82 COy), 257 focm-2H-O], 281
-H20 270 257 112 126 [ycm-2H-H20], 147*
58 301 72 287 118 241 131 229
4-HpDoHE 241 jomm], 115 Bmc+2H-H20],
-COz-H20 56 69 69 [BmC-HZO'COZ]
-H20 283 269 100 113

* fragmentagdo desconhecida
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Figura 13: Espectro de fragmentagao dos 12 isomelpBoHE injetados isolamente para a anélise porMSMS —
espectro MS/MS dos ions produto do precursor com388. As setas em vermelho indicam o ion prec@snifon
decorrente da desidratagcdo do precursor. Os cirsufalicam os ions produto selecionados para o neétledSRM.
Os numeros em vermelho estéo relacionados aos picosrados no cromatograma da Figura 11.
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Tabela 5: Fragmentacao tedrica dos HDoHE. Os iansnegrito foram selecionados para o método por SRM.

Tedricos Detectados
Isbmero Perdade Pec Bem Occ Oem Omc omm  Pme  Pmm Fragmentos especificosi)
271 72 284 59 314 29 328 15
-CO, 227 240 270 284 285 [ucc+H], 271 mc+H],
20-HDOHE 1 10 252 266 241 fucc+H-CQY
-H20 41 296 310
258 85 272 71 301 41 315 28 260 Bme+2H-CGl, 273
19-HDOHE C;)Cz_%zz o 214 228 225379 2275; [acc+H], 256 kmc-H-CQy,
229 [occ+H-CQY
-H0 53 283 297
231 112 244 99 274 69 288 55 273[umc-H], 245 cc+H] or
17-HDOHE -CO 187 200 230 244 [Bmc+H-CQ] , 227 famc-H-
-COz-H20 212 226 H20-CQy], 201 [occ+H-
-H0 94 81 256 270 CQ], 189 Bect+2H-CQ]
218 125 232111 262 81 275 68 261 [umc-H], 233cc+H]
16-HDOHE -CO 174 188 218 231 or [Bmc+2H-CQ], 215
-COz-H20 200 213 [Bmc+2H-H0-CO;], 189
-H20 107 93 244 257 [acc+H-CQY, 125 [Bem]
191 153 204 139 234 109 248 95 205 [ycc+H], 189 kme-H-
-CO, 147 160 190 204 H20-CQy], 161 fucc+H-
14-HDOHE - 1,0 172 186 CO2], 153 [pem], 149
-H0 135 121 216 230 [Bcc+2H-CQJ
178 165 192 151 222 121 235 108 221 [amc-H], 193 ficc+H]
-CO 134 148 178 191 or [Bmc+2H-CQ], 177
13-HDoHE -COx-H20 160 173 [(XmC'H-HZO-COZ], 149
[acc+H-CQ), 135 Bem+H-
-H20 147 133 204 217 H20], 121 pmm]
151 192 164 179 194 149 208 135 177 jucm+H-H:0], 165
-CO 107 120 150 164 [acc+H] or Bmc+H-CQY,
11-HDoHE -COz-H20 132 146 149 IBCC-ZH] or Elmm], 121
[Bcc+H-CQ), 163 Bem-H-
-H20 174 161 176 190 H20]
138 205 152 191 182 161 195 148 188 Bem+H-HO],
10-HDOHE -CO 94 108 138 151 181[amc-H], 161pmm], 153
-COz-H20 120 133 [acc+H] or pmc+2H-CQ],
-H0 187 173 164 177 135 [Bmc+2H-H0-COy
111 232 124 219 154 189 168 175 189 jumm], 149 Bmc-H-
8-HDOHE -CO 67 80 110 124 H20], 135 umc-H-H:0],
-COz-H20 92 106 113 [Bec+eH], 109 fucc-H-
-H20 214 201 136 150 H20]
97 245 112 231 142 201 155 188 245 Bem], 227 pem-H20),
7 HDOHE -CO 53 68 98 111 201 [omm], 141 pme-H],
-COx-H20 80 93 109 Bmc-2H-CQ], 97[amc-
-H20 227 213 124 137 H-CO
71 273 84 259 114 229 128 215 220 i, 85 pmeH
5-HDoHE _ngjzo gg gg H20] ,93*, 85 ucc+H] or
[Bmc+H-CQ]
-H0 255 241 96 110
58 285 72 271 102 241 115 228
-CO» 14 28 58 71 115 Bmc], 101pmc-H], 83
4-HDoHE [emc-H-H0], 71[ucc-H] or
-COz-H20 40 53 [Bcc-HO]
-H0 267 253 84 97

* fragmentacéo desconhecida



RESULTADOS E DISCUSSAO 78

12 v‘\/‘vy
1
” > m"w"_{l
- 187 . 288099 o
1 B y0el07 121 1.:.}135139 © 17 i. A7 25 ‘i ;5 71 m s -'rf 241 fa. .~ H-00,) : 20-HDOHE
0l T T T T T L T T T U * U T T I | L T T T L T T T T T T T T L) |'“z
&0 80 100 12 140 180 180 zm 20 240 280 280 300 R0 340 80 3% 400
M AVEVEWNE
ALY N °
100 et o
m u3 D% HCO)  1HDOE
S 107 121 133135 149 183 | 091952‘- ey v |
OtrrerpreriyrrrepfrrrrrrerrtT l T T | T T LA LAl BAbA AL LA LAAE | TrTTTTYITT M2
-1} 80 100 120 140 103 180 "03 2 2@ 23) 300 R0 340
w3
A W |
T T T T T |
300 R0 340
1004
189
; - - -
109 12518 1611 17 a7 a3 @D B 29 s 38
0 & T T L § L} | T T T T L} J T T T T T T T T T T T T L}
100 120 140 180 180 280

Intensidade relativa(%)

121 1
i 19 eI | e @?: 9 = 3 am
T T T T T T T j | ] } e T T T T T T T T T T T T T T T |”‘z
@ 80 10 120 140 160 180 = 200 20 | 20 280 X0 K0 340 %0 30 400

&1 .
121138137 | 183 I 27 g =
G' T T T T T T T L} i | L i | T i) T i ) T T T T T T T j ) L) T
®0 80 100 120 140 160 180 200 20 200 200 20 300 X0 340 30
- 19
. e
% 107 | e 243 221
cl T T T T T T T T T T T | T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 20 260 200 280 M0 X0 340 30
0 mn aa
81
[Pzt 1ssliazrsies 175 s 27 248 | 2w ose
cl T T T T T T T T T T T T T T T T T L} T T T T T T T T T T T T T T
@ 80 100 12 140 160 180 20 20 240 260 20 300 R0 340 B0
. €,
. 7 121 181E 175 5 -
4 A LA O O 2 21
cl T T ¥ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T E T T T T T T T |’"z
@ 80 100 12 140 160 180 200 20 240 200 280 30 X0 340 B0 3% 400
0 . 2 FVEng
21138436 147 21 ke
7 g 93 | YA IT 0 173 189 25 27 2203 T = @ ow 4+DoHE
c' T T Ll T iy T T T T T T M T T T L} T U T T T T T j T T T L} T | 3 T L} |"“vz
® 80 100 12 40 160 180 20 20 240 200 20 300 X0 340 B0 30 400

Figura 14: Espectro de fragmentacéo dos 12 isdméetidsHE,

injetados isolamente para a andlise por MSMS —

espectro MS/MS dos ions produto do precursor canB48. Os circulos e setas indicam os ions proskitecionados
para o método de SRM. Os niumeros em vermelhoresa&mnados aos picos numerados no cromatogranfaigiara

11.
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Nos espectros de fragmentacdo dos isbmeros 20-,179- 16-, 14- e 13-
HpDoHE os ions mais intensos correspondem aosrgegtiiagmentosifctH] ™, [occtH-
CO]™ e [BemtH-H20]". Para os demais isémeros (11-, 10-, 8-, 7-, 5HpBAoOHE), os
ions produto apresentaram intensidades relativaslsantes, tanto para os fragmentos
resultantes das quebrase B quanto para fragmentacdes de cadeia ndo exploradas
presente trabalho.

As transi¢cdes de massa selecionadas para 0 monéota dos analitos por LC-
MS/MS-SRM foram escolhidas buscando-se a melhaluedo, seletividade e relacdo
sinal/ruido.

Foram construidos dois métodos de analise um parelése dos HpDoHE e
outro para os HDoHE. As condi¢cGes padronizada® escritas nas Tabela 6 e Tabela
7. Duas transi¢cdes de massas foram selecionadagjuantitativa e uma de confirmacgéao
(qualitativa). Cada isdmero foi Unica e exclusivateequantificado quando o mesmo
apresentou sinal em ambas as transicoes (Figura 15)

Os primeiros parametros de validacdo determinadmsmf a linearidade do
método bem como o LD (concentracdo na qual a relsig@l/ruido € de 3:1). O LD foi
determinado através da construcdo de curva quelacionava a relacao sinal/ruida com
a concentracado de amostra. Os valores de LD varideal a 670 pg para os HpDoHE
(Tabela 6) e 0,5-8,5 pg para HDoHE (Tabela 7) adlis na coluna. O método é cerca
de 10-100 vezes mais sensivel para a deteccéo idaxitios em comparacdo aos
hidroperéxidos. O método se mostrou linedr>(0,99) nas faixas de concentracdo de
12,5-1.000 pg/mL para HpDoHE e de 0,3-100 pg/mla p¢DoHE.

A recuperacdo foi determinada através do calculm#@o da concentragdo do
analito na amostra contaminada (PBS, homogenatoédebro ou plasma) antes da

extracdo em relagdo a sua concentragdo na amasitaninada ap0s a extracdo. A
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recuperacao dos compostos em PBS se mostrou &iei@mando entre 80 e 120 %, com

a excecdo do 20-HpDoHE (60 %), ver Tabela 8.

1003 ¥ 1003 ]
1 19-HpDoHE 3 19-HDoHE
. B 10 Bt YO I 0 343.15229.1
100 3 100 3
] 20.HpDoHE | 20-HDoHE
2 359.1571.1 12 343.1-241.1
“00 - ik 1000 1
] 16-HpDoHE 16-HDoHE
o 3 34122332 13 34312332
1003 100 3
] 17-HpDoHE 17-HDoHE
4 34131112 14 343.1-201.1
gt ' 13-Hp DoHE o
. _HpDo : 13-HDoHE
éﬁ, o 5 341.1-121.1 ] 15 JL 34311932
z 100 5 1 100 3
& 14-HpDoHE 14-HDoHE
2 6 34111511 3 16 34311612
o 1«2 1o: 3
! _ 11-Hp DoHE - 10-HDoHE
3 7 312432 3 17 343.1-153.1
g 107 1093
) _ 10-HpDoHE 11-HDoHE
341151882 18 343.1->1492
100 i 1003
7-HpDoHE 7-HDoHE
8 3a11-2012 3 19 343151411
0 0
100 3 1003
] 8-HpDoHE ' ; 8-HDoHE
8 350251083 19 343151892
10:' 10:'
5S-HpDoHE 5.HDoHE
9 ¥ 359252813 20 34325851
0 A 0 M
100 4HpDoHE 4 HDoHE
% 10 341351151 % 21 343.1-101.1
04— — T T T —r — T 0= —r T S T T —r —
"800 1000  15.00 " 500 1000 1500
Termpo (min) Tempo (min)

Figura 15: Cromatograma representativo do monitoratoepor LC-MS/MS SRM dos HpDoHE e HDoHE. Os anaitos
foram injetados na forma de mistura. Em detalhéceestpresentadas as transicbes de massa seleciorwas
quantitativas.
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Tabela 6: Condic¢des otimizadas para a analise doBdHE por LC-MS/MS.

CvV CE RT LD 2 Faixa linear
(V) (V) (min) (pg)* (ng/ul)
359.10— 71.10 Quantitativa33 14 6,79 471 0,998 0.25-10

Isbmero SRM1f/2)

20-HpDoHE(2)
341.10— 71.10 Qualitativa 33 14

19-HpDoHE(1) 341.30— 83.10 Quantitativa4dl 19 6,66 23 0,992 0.01-1

359.30— 83.10 Qualitativa 41 19

17-HpDoHE(4) 341.30— 111.20 Quantitativa 30 12 7,03 1 0,991 0.01-1

359.30— 111.20 Qualitativa 30 12

16-HpDoHE(3) 341.20— 233.20 Quantitativa 31 11 7,11 49 0,99 0.01-1

359.20— 233.20 Qualitativa 31 11

14-HpDOHE(6) 341.10—-151.10 Quantitativa29 11 7,28 29 0,991 0.01-1

359.10—-151.10 Qualitativa 29 11

13-HpDoHE(5) 341.10— 121.10 Quantitativa 32 16 7,22 1 0,996 0.01-1

359.10— 121.10 Qualitativa 32 16

11-HpDoHE(7) 341.10— 243.20 Quantitativa 29 11 7,39 76 0,998 0.01-1

359.10— 243.20 Qualitativa 29 11

10-HpDoHE(7) 341.10— 188.20 Quantitativa 31 12 7,39 671 0,983 0.01-1

359.10— 188.20 Qualitativa 31 12

8-HpDoHE(8) 359.30— 108.30 Quantitativa 30 16 7,83 116 0,995 0.01-1

341.30— 113.10 Qualitativa 31 9

7-HpDoHE(8) 341.10— 201.20 Quantitativa 25 13 7,80 96 0,997 0.01-1

359.10—-201.20 Qualitativa 25 12

5-HpDoHE(9) 359.20— 281.30 Quantitativa 32 10 8,73 162 0,981 0.01-1

359.20— 147.20 Qualitativa 32 8

4-HpDoHE(10) 341.30— 115.10 Quantitativa 22 15 8,84 502 0,999 0.01-1

359.20— 115.10 Qualitativa 22 15
5(S)-HETE-d8 327.26» 116.10 22 14 7,25

12(S)-HETE-d8 327.20— 184.20 30 14 6,13

Abreviagdes: voltagem do cone (em ingt&me voltage- CV), energia de colisdo (em inglés|lision energy- CE),
tempo de retencdo (em ingléstention time — RJT
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Tabela 7: Condic¢des otimizadas para a analise dosHP por LC-MS/MS.

Isbmero

SRM1f1/2)

cVv
(V)

CE RT
(V) (min) (pgy*

LD

Faixa linear
(ng/pL)

20-HDOHE(12)

19-HDOHE(11)

17-HDOHE(14)

16-HDOHE(13)

14-HDOHE(16)

13-HDOHE(15)

11-HDOHE(18)

10-HDOHE(17)

8-HDOHE (19)

7-HDOHE (19)

5-HDOHE (20)

4-HDoHE (21)

5(S)-HETE-d8

343.10-241.10 Quantitativa
343.10—285.10 Qualitativa

343.10-229.10 Quantitativa
343.10-273.30 Qualitativa
343.10-201.10 Quantitativa
343.10-245.30 Qualitativa
343.10-233.20 Quantitativa
343.10-261.10 Qualitativa
343.10-161.20 Quantitativa
343.10-205.10 Qualitativa
343.10-193.20 Quantitativa
343.10-221.10 Qualitativa
343.10-149.20 Quantitativa
343.10-165.10 Qualitativa
343.10-153.10 Quantitativa
343.10-181.10 Qualitativa
343.10-189.20 Quantitativa
343.10-113.10 Qualitativa
343.10-141.10 Quantitativa

343.10-109.10 Qualitativa

36
36
32
32
27
27
26
26
30
30
30
30
28
28
28
28
32
32
31

31

343.20-85.10 Quantitativa 26

343.20-93.10 Qualitativa
343.160-101.10 Quantitativa
343.10-115.10 Qualitativa

327.26-116.10

12(S)-HETE-d8 327.20184.20

26

29
29

22

30

15 595 2,71
13
15 6,1 5,02
14
14 6,46 3,89
14
13 6,36 1,27
13
12 6,71 2,6
15
12 6,58 1,16
13
13 6,95 53
13
13 6,84 2,07
15
12 7,35 1,63
13
15 7,36 0,46
13
10 8,07 8,48
10
13 84 05
16
14 7,25

14 6,13

0,998 0.62-100

0,999 0.62-100

0,997 1.25-100

0,996 0.62-100

0,996 0.25-100

0,997 0.25-100

0,993 0.25-100

0,998 0.62-100

0,997 0.25-100

0,994 0.25-100

0,994 1.25-100

0,994 0.25-100
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Nas matrizes bioldgicas, a recuperacdo meédia parBlpboHE foi menos
eficiente (16 £ 22 % no cérebro e 22 + 14 % nompisque a dos HDoHE (84 + 20% no
cérebro e 90 £ 13% no plasma).

Tabela 8: Recuperagdo dos HpDoHE e HDoHE em PBfohenato de cérebro e plasma, quando contaminados
antes e em paralelo depois da extracdo com 1 ndéutada isdmero.

RECUPERACAO (%)

Isdbmeros PBS Cérebro Plasma
20 60.9 nd nd
19 123.0 33.4 31.3
17 91.4 2.1 11.3
16 115.0 18.6 33.7
14 83.8 2.5 15.6

HpDoHE 13 83.4 6.3 17.9
11 94.5 3.0 10.9
10 80.2 69.5 40.3
8 112.7 nd 43.4
7 85.6 3.3 325
5 90.4 19.3 1.9
4 84.5 1.9 8.3
20 84.7 45.9 96.6
19 99.5 60.5 120.1
17 88.8 78.2 90.2
16 82.8 67.5 80.4
14 111.6 92.4 107.9

HDoHE 13 88.4 125.2 87.8
11 89.3 85.2 86.0
10 87.7 89.3 90.1
8 89.3 86.5 86.7
7 89.7 82.1 79.7
5 101.0 101.1 80.9
4 95.8 89.8 72.2

Abreviacdo: nao detectado (nd).

A perda significativa da recuperacao dos HpDoHEamasstras biolégicas pode
ser justificada por: uma possivel reducdo dos mespelo maquindrio celular
antioxidante; ou mesmo, uma degradacdo mediadacpoponentes da amostra

biolégica. Em contraste, a recuperacdo para os HDsél mostrou eficiente e muito
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semelhante ao obtido em PBS. Este fenébmeno reflee maior estabilidade destes
compostos.

Por fim, foram determinadas a precisdo e exatiddonétodo. Preciséo se refere
a disperséao entre os dados de concentracao obtid@xatiddo mostra o quéo préoxima
ficou a concentracédo determinada da esperada ¢svada como sendo 100%). Apos o
teste de todo os isbmeros, os valores de preces#usgelo desvio padrao relativo foram
de 12,1 £ 6,6 para HpDoHE e 5,7 £ 2,0 para HDoHEadha e 17,0 + 5,2 para HpDoHE
e 5,1 £ 6,5 para HDoHE interdia. A exatidao par&asfoi superior a 90 % (Tabela 9 e

Tabela 10).

Tabela 9: Exatiddo e precisdo do método de anatisadia and interdia dos HpDoHE em metanol.

A Concentracac Ir_1tradia (n=3) _ Ir_lterdia (n:3)_
Isbmero (ng/ul) Precisao Exatidao Precisao Exatidao
(CV %) (%) (CV %) (%)
20 2 6.7 105.0 11.5 114.2
4 10.8 103.3 16.9 109.6
19 2 5.7 101.1 20.4 124.7
4 9.3 101.0 8.6 114.8
17 2 15.9 94.8 24.4 116.1
4 8.0 98.2 15.0 104.7
16 2 11.2 102.2 17.7 123.8
4 10.0 100.4 15.1 109.8
14 2 16.9 101.6 22.1 129.2
4 7.9 100.7 15.8 114.8
13 2 14.5 104.0 18.4 118.2
4 9.8 99.1 13.8 103.5
HpDoHE 4 2 24.3 103.1 27.2 97.1
4 11.2 102.8 19.0 121.6
10 2 7.5 104.9 14.7 119.6
4 11.8 100.2 13.5 106.8
8 2 7.2 95.8 15.6 110.3
4 115 98.6 13.0 108.6
7 2 10.3 97.4 26.9 128.5
4 8.6 100.4 13.3 108.2
5 2 13.3 86.9 17.0 46.5
4 36.8 174.9 8.4 132.0
4 2 11.7 103.7 25.6 134.5
4 9.3 99.7 14.3 113.5
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Tabela 10: Exatidao e precisdo do método de analisadia and interdia dos HDoHE em metanol.

Isbmero Concentracéo Intradia (n=3) Interdia (n=3)
(ng/pl) Precisdo  Exatid&o (%) Precisdo Exatid&o (%)
(CV %) (CV %)

20 2 5.0 97.8 2.7 101.4
4 5.6 100.7 1.9 99.1

19 2 5.9 98.0 2.7 103.1
4 7.0 101.2 2.1 99.2

17 2 5.9 93.0 4.9 100.9
4 4.3 100.3 4.4 104.7

16 2 6.0 95.2 4.1 104.4
4 5.3 100.5 2.0 99.7

14 2 5.0 95.2 6.0 105.4
4 4.4 100.3 2.2 100.7

13 2 5.9 94.6 4.8 105.3
4 5.8 100.3 2.9 101.0

HDoHE 11 2 3.2 96.9 54 104.9
4 5.3 101.1 4.6 98.9

10 2 25 98.0 51 104.3
4 6.2 98.3 2.3 99.1

8 2 6.2 93.0 3.5 103.1
4 51 99.6 2.1 98.4

7 2 6.7 93.0 6.1 107.0
4 6.1 98.4 1.6 99.9

5 2 13.2 101.1 34.4 66.1
4 4.5 103.6 25 97.6

4 2 7.7 92.7 9.7 109.6
4 5.0 101.3 4.8 103.6

Para demonstrar a aplicabilidade do método desedwoforam utilizadas
amostras de plasma e cérebro de 3 animais Spragwkycom 4 meses de vida. O
objetivo era determinar os niveis basais de caddasisdmeros, cuja analise havia sido
padronizada e validada. Todas as medidas necesgar@aevitar oxidacdes-vivoforam
tomadas, tais como: manter as amostras a baixgsetaturas, usar antioxidantes e

agentes quelantes durante o preparo das amostras.
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Como seria de se esperar, com base nos estudoscdperacdo, 0s
HpDoHE né&o foram detectadas nas amostras testBdas12 HDoHE, 11 isdmeros
foram detectados no plasma. Entre eles, o] mais  dabtem
foi 0 14-HDoHE (51,55 £ 9,45 ng/mL), descrito coproduto da 12 — LOX. Este isbmero
estava presente numa concentracao 6-10 vezes lexasl@ do que 0s outros isomeros
(Figura 16 A, P < 0,001). Dados semelhantes forbserwvados pofGomolkaet al.

(2011)
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Figura 16: Perfil de HDoHE detectados em plasmambgenato de cérebro de ratos Sprague-dawley. Q#tadss
foram expressos em média +desvio padrédo de trébsas realizadas independentemente.
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Nos cérebros foram detectados todos os doze isériDOHE (Figura 16 B).
Até 0o momento, 0S Unicos estudos descrevendo a codete
de HDoOHE no cérebro haviam sido realizados em rmesdeem que
os homogenatos de cérebro foram incubados com DHA fwram

induzidos a produzir os produtos oxidaddsi( et al, 1990 Serharet al, 2002 Hong

et al, 2003 Honget al, 2005.

Sugere-se que devido a presenca de altas conderdrde DHA no tecido
nervoso seja esperado niveis, relativamente, nevados de HDoHE no cérebro em
relacdo ao plasma. Entre os doze isdmeros, 20-, 114 e 4-HDoHE foram encontrados
em niveis semelhantes e predominantes em relagateatais (Figura 16 B).

A 12-LOX é a principal LOX no cérebro, e pode seesponsavel pelos altos

niveis de 14-HDoHE e 11-HDoHE encontrados nestieldegtiambrechtet al, 1987

Bendaniet al, 1995. A predominancia dos isébmero 20 - e 4-HDoHE neloé® foi

também relatado anteriormente goim et al. (1990) Estes isbmeros parecem ser

preferencialmente gerados através da oxidacdo méAowética do DHA I(yberg e

Adlercreutz, 200p Entre os HDoHE menos abundantes, vale destadategdo dos

isdmeros 19- e 5-HDoHE, os quais sao formados d&ecente pela oxidagcdo mediada
pelo 10,. Apesar da necessidade de maiores
investigacoes, a detecdo destes isomeros pode sembd uma impressao digital da

oxidacdo mediada pel®, em amostras biol6gicas\iki et al, 2005 luliano, 201)

Todos dados descritos no presente item foram @dudgna revista PLOS ONE
sob o titulo:The Development of a Specific and Sensitive LC-kt&d@ Method for the
Detection and Quantification of Hydroperoxy- anddryxydocosahexaenoic Acids as a

Tool for Lipidomic Analysigferoaqis et al., 201)3(vide arquivo em anexo).
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4.1.2.2 - Andlise dos produtos de oxidacédo do DdtAAA e do LA utilizando o sistema
HPLC da série 1200 (AGILENT) acoplado ao especttéonele massas hibrido
4000Qtrap (AB SCIEX, Concord, CA)

Impulsionados pelos conhecimentos gerados atrae&endolvimento da
metodologia descrita no item anterior prosseguirnosy o0 desenvolvimento que
agregasse a analise dos produtos de oxidagdo do(Pf3Ae a analise dos produtos de
oxidacdo do AA e do LA (n-6). Assim foram padrowiaa as condi¢cdes de andlise por
LC-MS/MS para: HpDoHE, HDoHE, HpETE, HETE, HpODH@DE, resolvinas D1 e
D2, neuroprotectina D1 e isoprostanos. Esta fe@meslvida no espectrometro de massas
4000Qtrap. O Qtrap é constituido por um triplo qupdlo cujo terceiro quadrupolo atua
também como um “ion trap” (armadilha de ions). Aalises de MS e MS/MS foram
conduzidas utilizando a ionizagéo por electrospEsSi) em modo negativo.

O ion precursor relativo a cada analito foi selegto e entdo foram
monitorados todos os ions produtos na faixa de0BOEza. Para o monitoramento dos
HpDoHE, HDoHe, HpETE, HETE, HpODE, HODE, resolvimaseuroprotectina foram
selecionados os precursores conz igual a 359, 343, 335, 319, 311, 295, 375, 359,
respectivamente. Para os diferentes isoprostanas feelecionados os precursores com
m/z353, 357 e 364 respectivamente.

Os espectros de fragmentacdo dos HpDoHE e HDoHimf@momparados ao
obtidos no primeiro estudo utilizando o equipamefadNVaters. As transices de massa
selecionadas para o monitoramento por SRM de ¢ampastos foram as mesmas, com a
excecao dos isdomeros 11-HpDoHE (35P49[omm]), 10-HpDoHE (359-161[0mm]), 8-
HpDoHE (359-171,1pmcH20]) e 5-HpDoHE (359+68,6 jumd € 359-99,0 Bmd).

O estudo dos produtos de oxidacédo do acido linmle&n sendo realizado no
Nosso grupo de pesquisa ha ja alguns anos. A faonde tais produtos é amplamente

descrita na literatura, assim sabe-se que os is8ntere 13-hidroperéxidos do acido



RESULTADOS E DISCUSSAO 89

linoleico (acido hidroperoxi-octadecanoico - HpODd&go formados enzimaticamente

(Hamberget al, 1999 e ndo enzimaticamente. Os isdbmeros 10- e 12-HpG&

formados exclusivamente pela acdo'@, assim como os isdmeros 19- e 5-HpDoHE

(Frankel, 1984

Assim como descrito para os produtos de oxidaca®ldé, o espectro de
fragmentacao dos hidroperoxidos do LA é constitpigalominantemente pelos ions com

m/z 311 ([M-H]) e 293 ([M-H-BO]) (Macmillan e Murphy, 19950liw et al, 1998

Garscheet al, 2008 Reverberiet al, 2010.

Através do estudo da fragmentacdo dos HpODE fometisnados os ions
produtos comm/z113, 165, 153 e 185 para 0 monitoramento dos is@sris-, 12-, 10-

e 9-HpODE (Figura 17).

O ion produto 113 pode ser explicado através desapaéncia de modificacdes
constituida por perda de agua do hidroperdxidgogae acontecer na fonte, convertendo
o hidroperoxido, por exemplo, a cetona correspoiedeBsta cetona formada por
tautomerismo ceto-endlico, na forma de enol sa&rguebra da ligacdp gerando o
fragmentoBcm comm/z= 113. Este fragmento € descrito como sehdo-H0 e o seu
mecanismo de sua formacao explica também a forndgdan comm/z71 selecionado

para o monitoramento do 20-HpDoHEMi{v et al, 2006

A perda de agua seguida da quebra da ligacdo enitarbonos 7 e 8 do 12-
HpODE, gera o fragmento com/z= 165. Este fragmento ndo é formado pela quelsra da
ligagBesa ou P em relacdo ao grupamento, mas é descrito come#sfo digital deste
isbmero assim como ion com/z = 191, que também foi observado no espectro de

fragmentagaoGarscheet al, 2009.

Garschaet al. (2008) fazendo uma abordagem RM8escreveram como ions

caracteristicos e intensos os ions ¢ofn139 @cm-H20) e 153 fcm-H20).
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Macmillan e Murphy (1995)descreveram a formacédo de dois ions produto

caracteristicos para o 9-HpODE um cofz 185, formado pela perda de agua e quebra
da dupla ligacédo alilica ao grupamento hidropemsasisociada a movimentacao de dois
prétons, e 125, formado pela clivagem da ligac&&8&pos o movimento de 2 protons.
Assim como padronizado para 0 nosso meétodo, ai¢eean859-185 foi descrita por

Reverberiet al.(2010)para o monitoramento do 9—HpODE.

Os produtos de reducéo dos hidroperoxidos, os Xias, quando analisados
em modo negativo geram o ion precursor oo 295. Foram selecionados os seguintes
ions produtos 195 para o 13-HODE; 111 e 211 pd2-HODE; 113 e 155 para o 10-
HODE e 171 para o 9-HODE (vide FiguraEti! Fonte de referéncia nao

encontrada). Para o monitoramento dos isémeros 9- e 13-HODEpodiet al. (2008)

Reverberiet al. (2010) e, mais recentementé&lmeno et al. (2013) descreveram as

transicOes de massa 29871 e 295-195, corroborando com os dados padronizados no

presente trabalhdJmenoet al. (2013) descreveram uma Unica transicéo 2983,

como a transicdo de monitoramento para os isonesescificos do oxigénio singlete.
Esta transicao ja havia sido descrita como espagifara o isbmero 10, no trabalho de

Reverberiet al. (2010) Apesar de extremamente favorecido no espectian produto

selecionado nao se trata de um ion especificogaal@um dos isdmeros. A distincdo dos

isbmeros no trabalho domeno et al. (2013) s6 é possivel gragas a boa separacao

cromatografica. No presente trabalho foram selecioa fragmentos mais especificos,

que resultam das fragmentagaasu f3.



A) Fragmentacéo
do precursor com
m/z 311

B) Fragmentac@o
do precursor com
m/z 295

Figura 17: Espectros de fragmentacdo dos HpODE eDHOEm destaque estdo os ions selecionados para o
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monitoramento por SEM na andlise por LC-MS/MS doslyitos de oxidagéo de acidos graxos.
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O &acido araquidodnico é o substrato de uma sériendenas envolvidas no
processo inflamatorio. Atraves da acao das lipaxages (LOX) 5, 12 e 15, sédo formados
0S isdbmeros 5-, 12- e 15-hidroperéxidos do acidudonico (acido hidroperoxi-
eicosatetraenoico - HpETE). O isbmero 11-HpETE éintermediario da acdo das
ciclooxigenases (COX). Ainda enzimaticamente o Al sofrer acdo das diferentes
isoformas das monoxigenases do citocromo P450 derm@smisdomeros 12-, 15-, 16-, 18-

, 19- e 20-HETERace-Asciak e Asotra, 1988apdevilaet al, 2000 Barbosa-Sicaret

al., 2005 Feret al, 2008.

Através de reacoes radicalares sao formados ogiséré-, 8-, 9-, 11-, 12- e 15-
HpETE, em casos especificos como reacdes mediaglasopigénio singlete séo

formados adicionalmente os isbmeros 6- e 14-HpEHEEa e Matsushita, 197Pace-

Asciak e Asotra, 1989

Assim como descrito para os produtos de oxidac&oddmais acidos graxos
foram inicialmente monitorados os ions precursooesm/z335 ([M-HJ]) e 317 (M-H-
H-0]), para os HpETE e 319 ([M-H]para os HETE, ver Figura 18 e Figura 19

(Macmillan e Murphy, 1993\ akamuraet al, 1997 Gomolkaet al, 2011 Shindeet al,

2012.

Através da analise do espectro de fragmentacdoada sémero e da
fragmentacao tedrica foram selecionadas as SRM poaeser observado na Tabela 11,
na Figura 18, na Tabela 12 e na Figura 19. EntiaasicOes testadas as SRM que foram
mais especificas para cada um dos isdmeros forlti@eadas para 0 monitoramento
dos mesmos (ver transigcdes em negrito na FigumHigura 19).

Apesar da importancia bioldgica do AA, poucos ssitrabalhos que descrevem
a analise por LC-MS/MS dos HpETE na forma de hidrépidos. Esta realidade é

confirmada através de uma simples consulta ao migis, base de dados sobre
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lipidbmica da Nature Publishing Group, no qual ¢amsas condi¢cdes de analise de
apenas 3 isbmeros: 15, 12 e 5-HpETE. Estes mesomogostos foram analisados por

Macmillan e Murphy (1995)As SRM selecionadas pelos autores estdo de acond@as

transicOes selecionados no presente trabalho.
Em contrapartida, a analise por LC-MS/MS dos HET&mplamente descrita

na literatura lacmillan e Murphy, 1995Nakamuraet al, 1997 Masoodiet al, 2010

Morganet al, 201G Gomolkaet al, 201% Shindeet al, 2019. Exceto para os isbmeros

formados especificamente pela oxidacdo mediada @edlgenio singlete seguida de
reducao, 14- e 6-HETE.

Os ions produtos selecionados para o desenvolvingieninétodo de SRM para
0 isbmero 14-HETE foram os ions comiz 237 (imc), 207 @icc) € 191 mc-CO2), entre
eles o ion produto com/z207 foi o mais intenso e especifico e, portantiog fescolhido
para o monitoramento deste isdmero. Analogamenienssprodutos selecionados para
0 6-HETE foram os conm/z 191 @mm), 221 @cm), 257 e 167, sendo o primeiro o
selecionado para o método final.

Kerwin e Torvik (1996)e Nakamuraet al. (1997) descreveram como ions

caracteristicos para o 15- HETE os ions produtorodri 21, 175 ¢c-CO») e 219 §co);
12-HETE m/z 135@cCO2), 179¢cc) € 208 §mc); 11-HETEM/z 167 @ectH); 9-HETE
m/z139 @cc), 1510mm) € 167 fmc-H); 8-HETEM/z127 @cc), 155 @imctH) € 163 ¢mm);
e 5-HETEm/z 203 @mm) € 115 émc¢). Com base nos espectros obtidos e nos ions
caracteristicos descritos na literatura foram smh@clos os ions produto para o teste da
melhor SRM como mostra a Figura 19.

Foram selecionadas as transicbes aoz 319-219 para 15-HETEm/z
319-207 para 14-HETEN/2319-179 para 12-HETEN/2319-167 para 11-HETE,

m/z319—-151 para 9-HETEN/z319—-155 para 8-HETEN/2z319-191 para 6-HETE e



RESULTADOS E DISCUSSAO 94

m/z 319—115 para 5-HETE. Adicionalmente foram selecionadsstransicdesn/z

327116 e 327184 para os padrdes interno e externo usados senteeestudo, 5-

HETE-d8e 12-HETE€S.

Tabela 11: Fragmentagao tedrica dos 8 isomeros pEFE obtidos por fotooxidagao.

Isbmero Perda de Bmm Bmc Omm Omc Olcm Olcc ch Bcc t:Srtaagdrg:rr};[/OZ)S
57 278 71 264 117 218 130 205
-CO, 234 220 174 161 113,1BemH:0];
15-HpETE 163,0B-COy;
-CO»~H,0 216 202 156 219.0iec]
-H.0 260 246 99 200 112
70 265 83 252 129 206 143 192 125,0Bcn;
togre 221 208 162 148 égﬁ’ofo”‘??;o'
-hp ; y20lme
-H.0 247 234 111 188 125 H.0];
97 238 111 224 157 178 170 165
-CO, 194 180 134 121 179,2pectH];
12-HpETE ; '
P -COz-H;0 176 162 116 153, 1BenH:O]
-H.0 220 206 139 160 152
110 225 123 212 169 166 183 152,47, i
-CO, 181 168 122 108 123, 1fmn:
11-HpETE : '
P -COx-H,0 163 150 104 165,1Bcm-H20];
‘H,0 207 194 151 148 165 209BmeH-0+2H]
137 198 151 184 197 138 210 125219,2 [M-HO-
CO, 154 140 94 g1 COrCHIL
9-HpPETE 193,1Benr
p -COx-H20 136 122 76 H,O+H];
181,1Bme
-H.0 180 166 179 120 192 HO+1H]
150 185 163 172 209 126 223 112
-CO, 141 128 82 115,0;
8-HpETE 163,1pmm;
'COZ'HZO 123 110 64 169[[3mc'H20+2H]
-H.0 167 154 191 108 205
177 158 191 144 237 98 250 85
-CO; 114 100 54 41 191,1bmnl; 123
6-HpETE [ame-H20+3H];
'COZ'HZO 96 82 36 233,0 Bmc"’H]
-H.0 140 126 219 80 232
190 145 203 132 249 86 263 72
-CO, 101 88 42 203, 1pmml;
5-HpETE 155,0; 129,0fme
-H.0 127 114 231 68 245
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Figura 18: Estudo da fragmentac¢éo dos HpETE atraleéanalise por LC-MS/MS fragmentando o ion preaucem
m/z = 335. Os ions mais intensos/especificos f@elationados e testados no modo de monitoramentRig. Em
negrito estdo destacadas as transiges que se anastrmais especificas para cada isobmero. A fragaggi tedrica
dos fragmentos selecionados para o método fin&lRIE sdo mostradas em detalhe.
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Tabela 12: Fragmentagao tedrica dos 8 isomeros H&E

Isbmero Perdade Pmm  Pmc  Omm  Omc  Gom  Occ  Pem Bec tgsrffdrggrr}ltfz)s
57 262 71 248 101 218 114 205
-C 218 204 174 161 : :
15-HETE © 174,0; 219,0,
-CO-H0 200 186 156 175,0;
-H20 244 230 83 200 96
70 249 83 236 113 206 127 192
-C 205 192 162 148 - -
14-HETE Oz 237,0; 207,0;
-COH:0 187 174 144 191,0
-H0 231 218 95 188 109
97 222 111 208 141 178 154 165
-CO 178 164 134 121
12-HETE 179
-CO-H0 160 146 116
-H0 204 190 123 160 136
1100 209 123 196 153 166 167 152
-CO 165 152 122 108
11-HETE 149,0; 167,0
-CO»-H0 147 134 104
-H20 191 178 135 148 149
137 182 151 168 181 138 194 125
-CO 138 124 94 81
9-HETE 151
-COH:0 120 106 76
-H0 164 150 163 120 176
150 169 163 156 193 126 207 112
-CO 125 112 82 68
8-HETE 155
-CO»-H0 107 94 64
-H0 151 138 175 108 189
177 142 191 128 221 98 234 85
-CO, 98 84 54 41  221.0: 257.0:
6-HETE A
-H20 124 110 203 80 216
190 129 203 116 233 86 247 72
-C 85 72 42 28 - -
£ HETE O 203,4; 163,0;
-COH:0 67 54 24 115,0

-H0 111 98 215 68 229
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Figura 19: Estudo da fragmentacéo dos HETE atralesinalise por LC-MS/MS fragmentando o ion preaucson
m/z = 319. Os ions mais intensos/especificos faationados e testados no modo de monitorament8Rig. Em
negrito estédo destacadas as transigées que se anastmmais especificas para cada isomero. A fragatgitt tedrica
dos fragmentos selecionados para o método fin&lRIE sdo mostradas em detalhe.

A fragmentacédo das resolvinas D1 e D2 e da neusginoa D1 j4 era descrita

na literatura entdo nos baseamos no trabalh@ldea et al. (2012) para a correta
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interpretacdo do espectro bem como a selecdo dasigbes de massas para o
monitoramento por SRM. Foram selecionadas as g@esicomm/z 374,9-233,2
(fragmentoomm em relacdo a hidroxila na posicéo 7), 374194,9 e 359,8-153,1, para
0 monitoramento da resolvina D1, D2 e neuropratactiespectivamente (Figura A 1 —
em anexos).

O mesmo procedimento foi realizado para o moniteramdos isoprostanos: 8-
isoprostaglandinab-ds e 8,12-iso-iPk-di11, e respectivos padroes ndo deuterados, de

acordo comKoreckaet al. (2010) Assim foram selecionadas as transicfes oo

357,0-197,0 e 364,0>197,0 para 0 8-iS0-PGfita-d4€ 8,12-iS0-IPkata-g12 Usando os
mesmos fragmentos, descontando os deutérios, feedesionadas as SRM comvz
353,0-193,0 e 353,0-115,1 para 0 8-is0-PGérae 8,12-is0-IPEata(Figura A 2 — em
anexos).

Uma vez selecionadas as transicoes a serem malaspes condicdes de analise
no espectrometro de massas foram automaticamantgadas. Foram entédo criados
dois periodos de analise: primeiro estritamentditgtiao, de 0 a 4 minutos, buscando
analisar qualitativamente compostos como resolhenasprostanos; o segundo periodo,
de 4 a 25 minutos foram analisados quali- e qudiMiimente os produtos primarios de

oxidacdo dos acidos graxos previamente descritgts hapico.

4.1.2.2.1 - Validacao do método

A validacdo do método quantitativo foi realizada®uias diferentes no intuito
de determinar os seguintes parametros: linearidadiée de deteccédo (LD —relacdo
sinal/ruido € de 3:1), limite de quantificacdo (-Qelacdo sinal/ruido € de 10:1),
recuperacao, exatidao e precisao inter- e intr&eiem construidas curvas de calibracao

para todos os HpDoHE, HDoHE, HpODE, HODE (para $oo® isbmeros) e os HETE
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(apenas para os isbmeros presentes no mix da Cayoam 6 pontos cada, em

quintuplicata.

Tabela 13: ParAmetros de validag¢&o tais como lindigequantificacdo (LQ), limite de detec¢do (LD)reéridade
obtidos através da plotagem das curvas de calitwas& metanol dos produtos de oxidacéo do DHA.

Composto Q1 Q3 TR (min) (I;D?]) (Ir;gD) Equacéo fai?:glliﬂle)zar
20-HpDoHE 359.0 70.9 7,26+0,03 7,74 ND y=0,0209x+0,00920,9978 37,08-0,14
19-HpDoHE 359.0 83.0 7,09+0,0317,28 ND y=0,0252x+0,0102 0,9973 14,40-0,07
17-HpDoHE 359.0 111.0 7,90+0,0327,00 ND y=0,0352x-0,0013 0,9977 9,00-0,04
16-HpDoHE 359.0 232.9 7,80+0,0397,38 ND y=0,0074x+0,0018 0,9985 14,40-0,07
14-HpDoHE 359.0 151.0 8,44+0,0319,80 ND y=0,0444x+,0034 0,9980 10,80-0,04
13-HpDoHE 359.0 121.1 8,25+0,0335,28 10,08 y=0,0428x-0,0019 0,9834 10,80-0,04
11-HpDoHE 359.0 242.8 8,84+0,0379,74 ND y=0,0168x+0,0010 0,9873 9,00-0,04
10-HpDoHE 359.0 161.0 8,57+0,0323,22 ND y=0,0471x+0,0070 0,9981 9,00-0,04
8-HpDoHE 359.0 171.1 9,62+0,04115,92 ND y=0,0110x+0,0015 0,9978 9,00-0,04
7-HpDoHE 359.0 201.1 9,33+0,0446,44 6,12 y=0,0099x+0,0029 0,9753 11,88-0,04
5-HpDoHE 359.0 68.6 11,25+1,23669,6 ND y=0,0022x-0,0001 0,9933 2,70-0,01
4-HpDoHE 359.0 115.0 11,49+0,040,74 27,9 y=0,0198x-0,0009 0,9974 3,60-0,01
20-HDoHE 343.0 285.0 6,30+0,02168,04 ND y=0,0181x-0,0257 0,9958 24,08-0,19
19-HDoHE 343.0 228.9 6,19+0,0291,50 ND y=0,0579x-0,0357 0,9951 10,66-0,08
17-HDoHE 343.0 245.0 7,10+0,0354,52 ND y=0,0519x-0,0024 0,9917 5,20-0,04
16-HDoHE 343.0 233.0 6,98+0,0213,59 ND y=0,2464x-0,0420 0,9944 5,20-0,04
14-HDoHE 343.0 205.0 7,68+0,0250,22 ND y=0,0646x-0,0097 0,9933 5,16-0,04
13-HDoHE 343.0 192.8 7,35+0,0349,71 ND y=0,0826x-0,0063 0,9927 5,16-0,04
11-HDoHE 343.0 149.0 8,09+0,03127,8053,15 y=0,0615x-0,0047 0,9904 10,32-0,08
10-HDoHE 343.0 153.0 7,67+0,0328,04 ND y=0,1118x-0,0018 0,9913 8,60-0,07
8-HDoHE  343.0 189.0 8,57+0,03 1,55 ND y=0,2080x+0,01440,9847 3,44-0,03
7-HDoHE  343.0 113.0 8,25+0,03146,03 ND y=0,0225x-0,0015 0,9919 5,16-0,04
5-HDoHE  343.0 85.0 8,48+0,03147,7534,57 y=0,0216x-0,0006 0,9917 0,81-0,01
4-HDoHE  343.0 115.0 9,82+0,0342,83 3,10 y=0,1783x-0,0249 0,9930 2,41-0,02

TR — tempo de reten¢éo; LQ (S/R=10) (pg aplicadosaluna); LD (S/R=3) (pg aplicados na coluna); NB&o determinado; Q1 —

m/zdo ion precursor; Q3 m/zdo ion produto.
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As curvas de calibragdo foram construidas plotansieguinte equacao:

( (Area do analito )
area do padrio interno

em funcdo da concentracdo do analito (parametridosbestdo descritos na Tabela 13,

Tabela 14 e Tabela 15).

Tabela 14: ParAmetros de validag&o tais como lindigequantificacdo (LQ), limite de detec¢do (LD)jreéridade
obtidos através da plotagem das curvas de calibwas& metanol dos produtos de oxidacéo do LA.

Composto Q1 Q3 TR (min) (t(gg) (Ir;gD) Equacéo fai?ﬁg'}:g ar
13-HpODE 311 113 6,91 +0,0692,4 449,9 y =0,0331x-0,0444 0,9987 31,20-0,24
12-HpODE 311 165 6,69 + 0,01408,01326,4y =0,0379x-0,0584 0,9988 31,20-0,24
10-HpODE 311 153 7,20+0,01ND ND y=0,0137x-0,005 0,9989 31,20-0,24
9-HpODE 311 185 7,09+0,01ND ND vy=0,0368x-0,0139 0,9995 31,20-0,24
13-HODE 295 195 6,07+0,001ND ND y=0,6774x-0,0139 0,9994 2,07-0,01
12-HODE 295 111 5,81+0,0174,3 32,4 y=0,1049x-0,0028 0,9992 2,07-0,01
10-HODE 295 113 6,06 +0,0116,8 ND y=0,0752x-0,0009 0,9996 2,07-0,01
9-HODE 295 171 6,20+0,01ND ND y=0,4003x-0,0059 0,9993 2,07-0,01

ND (n&o deteminado)

Tabela 15: ParAmetros de validag&o tais como lindigequantificacdo (LQ), limite de detec¢do (LD)jreéridade
obtidos através da plotagem das curvas de calitwas& metanol dos produtos de oxidacgéo do AA.

Composto Q1 Q3 TR (min) (I;D?]) (IEJZ) Equacéo fai?ﬁg'}:g ar
15-HETE 319 219 6,77 £0,0315,20 ND y=0,0328x-0,0000 0,9983 0,64-0,01
12-HETE 319 179 7,99+0,034,96 ND y=0,0330x+0,0004 0,9983 0,64-0,01
11-HETE 319 167 7,43+0,038,80 0,96 y=0,1058x-0,0005 0,9973 0,64-0,01
8-HETE 319 155 7,92+0,0314,88 ND y=0,0300x+0,0002 0,9972 0,64-0,01
5-HETE 319 115 8,75+0,0425,44 ND Y=0,0242x+0,00040,9979 0,64-0,01

ND (n&o deteminado)
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Os primeiros parametros de validacdo determinadmsmf a linearidade do
método bem como os valores de LD e LQ. Os valagdsQlvariaram de 8 a 669 pg para
os HpDoHE, 2-168 pg para HDoHE (Tabela 13), parddp®DE e HODE néo foi
possivel determinar o LQ para todos os isbmerobd[@al4), e de 5 a 25 pg para os
HETE (Tabela 15) aplicados na coluna. O métodoastnou linear ¢G> 0,99) nas faixas
de concentracédo testadas.

Para os ensaios de recuperacdo, uma solucdo tamipéontaminada com
quantidades conhecidas de cada analito antes esdép@rocesso de extracdo, em
triplicata. A razdo, em percentagem, das conceaigsagbtidas nas contaminacdes antes
e depois foi utilizada para o calculo da recuperagéguindo a seguinte equacao:

Recuperacao %

( concentrlgao no tZmpao contfminfdo Pntes - concentrZcao em tZmpao

= = : . = — ) x 100
concentrcdo no tZmpao contlminldo depois - concentrcdo em tpao)

Tabela 16: Taxas de recuperagdo dos HpDoHE e HDeREamostras de controle de qualidade constituidas p
tampao fosfato salino (PBS) (n=3).

RECUPERACAO (%)

RECUPERACAO (%)

Isdmero média + desvio  Precis&o Isomero média + desvio Precisdo
padréo (CV %) padréo (CV %)
20-HpDoHE 29,23 +1,78 6,09 20-HDoHE 41,20 + 3,86 9,37
19-HpDoHE 30,22 + 3,86 12,76 19-HDoHE 41,60 £ 6,13 14,73
17-HpDoHE 35,02 £ 3,15 9,00 17-HDoHE 47,93 £ 6,16 12,85
16-HpDoHE 32,11 + 3,69 11,50 16-HDoHE 47,14 £ 8,21 17,41
14-HpDoHE 33,58 +2,24 6,66 14-HDoHE 51,16 £ 8,77 17,14
13-HpDoHE 34,77 + 3,97 11,42 13-HDoHE ND ND
11-HpDoHE 36,59 £ 4,10 11,21 11-HDoHE 47,48 + 8,29 17,46
10-HpDoHE 39,72 £ 6,17 15,52 10-HDoHE 45,36 + 6,44 14,20
8-HpDoHE 33,10+ 4,48 13,52 8-HDoHE 39,39 £ 5,26 13,36
7-HpDoHE 39,16 + 4,48 11,45 7-HDoHE 43,90 £ 5,13 11,69
5-HpDoHE 26,29 £5,18 19,70 5-HDoHE 37,58 +7,26 19,33
4-HpDoHE 34,25 +1,34 3,92 4-HDoHE 72,87 £9,83 13,49
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Nas normas brasileiras, o parametro recuperacdongnese descrito na
resolucdo RE N° 899/2003 da Agéncia Nacional déldrigia Sanitaria na qual consta
gue nao existe um valor minimo para a recuperagdotudo a precisdo (expressa
matematicamente pelo CV) da mesma deveria seréd208 entre as replicatas. De
acordo com esta informac&o os valores de recupemcila precisao obtidos foram
adequados para os 24 produtos de oxidacdo do DHAmpé&o PBS (Tabela 16). Em
PBS a recuperacao dos produtos de oxidacdo do bAs@adnostrou adequada para os
isémeros 10- e 9-HpODE (Tabela 17). A recuperag@oHETE adequada com excecao

do 15- e 5-HETE (Tabela 18).

Tabela 17: Taxas de recuperacéo dos HpODE e HODRErapstras de controle de qualidade constituidagampao
fosfato salino (PBS) (n=3).

RECUPERACAO (%)

Isbmero média + desvio padrédo Iz’cr:%:iozé)\o
13-HpODE 1,16 £ 0,00 0,00
12-HpODE 3,92 + 0,00 0,00
10-HpODE 4,88 £5,17 106,07
9-HpODE 9,76 £ 6,45 66,14
13-HODE 23,81 +0,80 3,35
12-HODE 46,19 +9,78 21,19
10-HODE 27,42 + 2,79 10,19
9-HODE 27,52 + 3,96 14,38

Tabela 18: Taxas de recuperacéo dos HETE em anmsdacontrole de qualidade constituidas por tamio@fato
salino (PBS) (n=3)

RECUPERACAO (%)

Isbmero média + desvio padrédo Preciséo (CV %)
15-HETE 40,74+ 11,11 27,27
12-HETE 58,33 + 8,33 14,29
11-HETE 51,40 + 9,85 19,16
8-HETE 39,06 + 4,40 11,26

5-HETE 22,73 £13,64 60,00




RESULTADOS E DISCUSSAO 103

A exatiddo e precisdo do método foram estabeleattavés da analise de
amostras de controle de qualidade compostas porcBB@minadas com quantidades
conhecidas para cada analito. Trés réplicas dearadatra foram analisadas juntamente
as curvas de calibracdo em trés corridas analiitasm mesmo dia (avaliacdo intradia).
Para determinar a variabilidade interdia do métad@mostras de controle de qualidade
foram analisadas em trés dias diferentes, emdaiali

A exatiddo é definida como a concordancia entralorweal e o obtido do
analito. Este parametro pode ser avaliado de 4a®uiferentes: fazendo uso de material
de referéncia, comparando o método proposto acdwél® referéncia, no uso de ensaios
de recuperacdo na matriz e em estudos colaborahiwogresente trabalho foi escolhida
a abordagem de ensaios de recuperacdo em mateizatAlao foi calculada com base
razéo do valor de concentracéo obtido e esperatdvalres percentuais. Foram testadas
duas concentracdes para cada analito.

A precisdo avalia o grau de variacdo de resultag@osma medicdo. Esta foi
calculada como o desvio-padrao relativo (coefigatd variacéo).

Foram considerados como aceitaveis de acordo clagidacdo supracitada:
CV de até 20% para a precisao; e, exatidao del20%.

O método se mostrou preciso para a maioria dos astogp analisados, contudo
inexato nas amostras de controle de qualidadeT@eela A 6 — em anexos) e a falta de
exatiddo é justificado pela baixa recuperacéo daktas. O método de extragao utilizado
preza pela limpeza da amostra em detrimento datijade recuperada do analito.
Contudo este fato é contrabalanceado pela prem&spie todos 0s grupos amostrais

foram submetidos ao mesmo erro e a precisdo dodmétermite a analise de cada
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composto. Estudos futuros de validacéo se fazesssados, porém os dados obtidos até

0 presente momento se mostram promissores.

4.1.2.3 - Andlise por espectrometria de massas i@ m@esolucdo utilizando um
espectrémetro QTOF

A andlise através do monitoramento por SRM utilizarpara isso um
espectrometro de massas triplo quadrupolo (QqQ@)noinibrido quadrupolo — ion trap
(Qtrap) € uma técnica classica para a anéliserdosifos de oxidacao dos &cidos graxos.
Esta depende diretamente de conhecimento e sglEgdos dos compostos de interesse.

De acordo constolkeret al. (2004) o langamento de um instrumento hibrido

guadrupolo-tempo de vb6o (Q-ToF: Quadrupole-timeflgfht) que associava dois
quadrupolos a um analisador ToF alinhado na posgi@mgonal em relacdo aos

quadrupolos awson e Guilhaus, 198%esultou, na verdade, na criagdo de uma

importante ferramenta de identificacdo de compostato que € devido a precisdo da
relacdom/zpara os ions precursores e produtos.

Ao utilizar a tecnologia dos espectrémetros do ®oF € comum a varredura
total de MS associada a varredura de ions prodDiomns precursores e 0s ions produtos
podem ser escolhidos pelo usuario no momento desamdé pos-aquisicao.

Na analise de MS apenas o0 segundo analisador dsasnatsia, no caso o ToF.
Assim todos os ions com/zde 100 a 1000 sao direcionados ao detector. Epriomeiro
momento, obtém-se um cromatograma de ions tot#® f€sultante do somatorio de
todos ions monitorados. Deste cromatograma é pssitrair agn/z correspondentes
aos ions precursores de interesse com massa @saien € possivel monitorar, por

exemplo, o acido caprilico selecionandtz 143.1072 + 0,01; &cido cprico - 171.1385
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+ 0,01; acido laurico - 199.1698 + 0,01; acido stoleico -225.1854 + 0,01; &cido
miristico - 227.2011 + 0,01; acido palmitoleico 532167 + 0,01; acido palmitico
- 255.2324 + 0,01; acido alfa-linoleico - 277.21670,01; acido linoleico -
279.2324 + 0,01; 4cido gama-linoleico 279.2324 FPAcido oleico -281.2480 +
0,01; acido estearico - 283.2637 = 0,01; acido sasipentaenoico - 301.2167 + 0,01;
acido araquidénico - 303.2324 * 0,01; acido araqaid 311.2950 + 0,01; acido
docosaexaenoico - 327.2324 + 0,01; acido docosapedico - 329.2480 + 0,01; acido
docosaexaenoico deuterado - 332.2715- + 0,01 0e &ehenico339.3263 + 0,01.

Diferentemente da abordagem comumente utilizadasgeplos quadrupolos,
ou pelos hibridos QTrap, 0 nosso interesse na zdigdb nao era favorecer
exclusivamente a ioniza¢do de um dado ion produtmueza dos ions produtos obtidos
que permitem a identificacdo e quantificacdo d@ditas era mais importante. Por este
motivo, utilizou-se uma faixa de energia de colipaca favorecer todos os ions. Faixa
esta que é mostrada pelo parametro CES na Taliette?abordagem diferenciada resulta
em um menor tempo gasto na etapa de otimizacapatametros do espectrémetro de
massas.

O método de aquisi¢cao foi construido baseado nmeste fragmentacéo de:
padrbes sintetizados por fotooxidacdo (hidropewixide hidroxidos); padrdes
comercialmente disponiveis como 0s acidos graxesprostanos, resolvinas e
neuroprotectinas; e, amostras de plasma de ratidastpor cardiopuncdo extraidas
através do método 2 (3.2.5.1.2 - Método 2).

Os ions utilizados no monitoramento de cada umabidos graxos e seus
produtos de oxidacdo foram selecionados atravésndestudo da fragmentacéo de cada
analito com a vantagem do uso da massa exataegisi#o foi desenvolvido utilizando

os softwares PeakView 2.0 e ACD/fragmenter 12 @e(¥igura 20). Ambos os softwares
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fornecem adicionalmente os erros relativos entreassa exata da estrutura tedrica para

um determinado ion e o valor obtido no espectrte ES0 € mais uma ferramenta que

incrementa o grau de confianca na identificacdoctospostos estudados. Para os ions

selecionados o erro foi inferior a 0,01 Da.
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Figura 20: Estudo da fragmentacéo obtido através doftwares PeakView e MS fragmenter.

Assim todos os isdmeros foram analisados de a@maioo tempo de retengéao,

a massa exata do precursor, e 0 espectro de iodstpr Os dados preditos foram

comparados aos dados obtidos.

Para os 12 isdbmeros dos HpDoHE o estudo de fragigg@mtfoi realizado nao

s6 agregando os estudos de fragmentacgéo antederasftwares supracitados bem como

comparando os espectros dos isdmeros ndo deuteraslesspectivos deuterados (vide

Figura 21).
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Figura 21: Comparativo do espectro de fragmentag@asdmero 20-HpDoHE né&o deuterado e deuterado.
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Assim como descrito nas analises utilizando o Qo8 monitoramento, por
exemplo, dos HpDoHE foram observados os ions naec#sos conm/z341,2122 [M-
H-H2OJ], m/z 315,2329 [M-H-CQ]" e m/z 297,2223 [M-H-HO-CQ;]; e para 0s
HpDoHE-d5, foram detectados os ions aofm346,2436 [M-H-HO]", m/z320,2643 [M-
H-CO,]" em/z302,2537 [M-H-HO-CQy], sendo permitido um erro de + 0,005 Da. Além
das fragmentacdes especificas alfa e beta.

Assim, como descrito anteriormente, baseados rmaltra deMacmillan e

Murphy (1995)consideramos o ion com/z 71 como produto de uma fragmentacao

diferenciada fem-H20. Pelo estudo de fragmentacdo utilizando o MStieger
consideramos que seria possivel a formacao des@moni®n como fragmeni@m-H20-
CHz+2H. O estudo de fragmentacdo do seu corresponakniterado favoreceu a
hipotese inicial (Figura 21).

O estudo com os produtos deuterados permite aiodfrroar a assinatura
espectral de cada isbmero. Na Figura 21 é posstigervar alguns ions chave destacados
com diferentes cores mostrando a diferenca de i §pgectivos aos 5 deutérios.

Neste caso especifico nos foi possivel utilizar omodelo ideal para o
desenvolvimento de um banco de dados para os pdetoxidagcao do DHA porque
contamos com espectros de massa exata e paraléagngossivel comparar as espécies
nao deuteradas as deuteradas (Figura 21). Contadmséncia dos produtos deuterados
a riqueza do espectro dos ions produto obtidos njeToF ja é suficiente para a
identificacdo dos analitos de interesse.

Através estudo de fragmentacéo dos HDoOHE foi pekehservar a importancia
da exatiddo de massas para identificar qual icn m@sisente no espectro de um dado

analito. Este fato pode ser observado na fragmé@nt&gprica do 13-HDoHE.



RESULTADOS E DISCUSSAO 109

Os fragmentogcc (Ci12H1702; 193,123403 Da) fincCO; (C13H210; 193,159789

Da) de 13-HDoHE possuem massa 193. Um QqQ naocsgrée de diferenciar tais ions,

ja um QToF sim. Assim foi possivel observar querogresente no espectro do isébmero

13-HDoHE se trata realmente do fragmemdo(Figura 22).
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Figura 22: Espectro de fragmentagéo por QToF dariefo 13-HDoHE.

O software PeakView possui uma ferramenta de extrienportancia para a

distincdo de isbmeros. Através desta é possiveepobos espectros dos isbmeros que

desejamos distinguir e escolher os melhores io@s@monitoramento.

Por este estudo observamos que o ionmdri61,1335 ndo € adequado para o

monitoramento dos isdbmeros 14- e 10-HDoHE porgeeéelm ion comum para o0s

isdmeros em questdo, e por ndo haver separaca@togndfica para distingui-los. O

monitoramento do ion 161 resulta, na verdade, doagwio dos isbmeros 14- e 10-

HDoHE. Para o monitoramento do 14-HDoHE é mais aaéq selecionar os ions com

mM/z205,1232 gcc) € 0 234,12640nc). Ja para 0 monitoramento do isémero 10-HDoHE

0 ion 153,0937dc) foi 0 escolhido (Figura 23).
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Figura 23: Diferenciagdo de dois isbmeros que cesluna condi¢do cromatogréafica utilizada. Estes aléen
coeluirem apresentam uma série de fragmentos ermrooi@ada um dos isdmeros foi injetado isoladamersieus
espectros foram avaliados no intuito de escolheiamespecifico que permita a diferenciacéo ens.delo uso do
PeakView foi possivel escolher os 153,0922 e 208,26 o 10- e 014-HDoHE, respectivamente.

Foram selecionadas ainda as transicdes cuom de: 375,2-141,061,
375,2-175,081 (resolvinas d1 e d2); 359,253,093 (protectina d1); 32742116,114 e
327,2-184,139 (5(S)- e 12(S)-HETE-d8), para os ions pdas transicdes foi deixada
uma janela de aquisi¢cdo de + 0,005 Da.

Nas condi¢Oes de analise utilizadas as HSRM seladas para os HpETE e
HETE se mantiveram compativeis com o primeiro estlesenvolvido no 4000Qtrap.
Com pequenas excegdes como: 335,249,102 (11-HpETE); 335,2 153,129 (12-
HpETE); 335,2- 129,056 (5-HpETE); 335,2 83,050 (6-HpETE) e 335,2 150,141
(9-HETE), para os ions produto das transi¢cfesdniagia uma janela de aquisicéo de +
0,005 Da. A escolha de outras transicOes de massacomo objetivo aumentar a
sensibilidade e seletividade dos analitos em qaesta

Cabe ressaltar que no monitoramento convencioiialbudo um equipamento
como o QgQ ou QTrap, a pré-selecdo dos ions deegse dita 0 sucesso do
monitoramento/quantificacdo dos compostos de issereAlém disso, 0 desempenho da
andlise é determinado fortemente pelo nimero dsig@es monitoradas. Fato este que

justificou 0 monitoramento de apenas: 24 transigi@sanalise como descrito no item
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3.2.3.1 - que descreve a analise em um QgQAnabseegpectrometria de massas
utilizando o espectrometro de massas triplo-quadoge, 89 transicdes analise como
descrito no 3.2.3.2 - que descreve a analise dopastos em um Qtrap.

Neste sentido, é possivel afirmar que, além das@@a por massa exata, a
grande vantagem do monitoramento por HSRM utilivand QTOF € a selecdo das
transicbes de monitoramento ser realizada aposiaigip do dado. Como resultado o
namero de transi¢cdes que podem ser monitoraddsigan

O desenvolvimento da analise dos produtos de okadde acidos graxos é de
suma importancia para a investigacdo do papelpisadogico de tais compostos. De

acordo contSerhanet al. (2008) apesar de serem facilmente ionizaveis os prodig¢os

oxidacao dos &cidos graxos, e porque nao falapgsios acidos graxos, a sua analise
€ uma tarefa no minimo desafiadora. Fato estegyde&: ao grande namero de isbmeros
e de compostos que sao isobaricos; a diferentepagios que apresentam espectros de
fragmentacdo muito semelhantes; e a polaridadeanpostos muito semelhantes que

acabam resultando em coeluicdo dos compostoseatesse.

Os trés métodos de analise descritos (QqQ, QTra@H) constituem-se uma
importante base de dados para o desenvolvimentwnaebiblioteca de identificacédo e
quantificacdo dos acidos graxos DHA, LA e AA e saspectivos produtos primarios de
oxidagdo. Apesar de todo o desafio, a analise ieede®0 compostos com caracteristicas
tdo analogas se tornou possivel.

Muitos destes compostos estdo descritos na literammo sendo mediadores
lipidicos pré e anti-inflamatoério. A sua correteemtificacdo e quantificagdo € uma
importante ferramenta para o estudo do papel fisadpgico destes compostos. Este € o
principal motivo que faz a presente descricdo dgnfientacdo e a construgcdo de um

método de deteccdo e quantificacdo ser de sumatinpa@.
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Baseados neste principio, e de posse do métodomzalio (item 3.2.3.2 - e
3.2.3.2.1 - ) resolvemos investigar o papel doslyias de oxidacdo do acidos graxos
descritos na esclerose lateral amiotrofica. Parg igilizamos o modelo de ratos da raca
Sprague Dawley transgénicos portadores de oitcastd gene humano da proteina

cobre-zinco-superoxido dismutase (SOD1) contenuoiacio G93A (SOCE3A).

4.2 -PRODUTOS DE OXIDACAO DOS ACIDOS LINOLEICO, ARAQUIDRICO E

DOCOSAHEXAENOICO NA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA

Doencas neurodegenerativas sdo um grupo de enéatesid cronicas
caracterizadas pela perda progressiva de neur@jues resultam no prejuizo de
determinadas funcdes cerebrais, tais como menudgajcao e movimento. Fazem parte
deste grupo as doencas como: esclerose laterairéfitia, Parkinson e AlzheimeGgo
e Hong, 2008 No caso especifico da ELA, os neurdnios acorogtsfio 0s neurdnios

motores superiores e inferiorésofvland e Shneider, 200Dupuiset al, 201 Kiernan

et al, 2017). Os neurbnios motores superiores originam-sednex motor cerebral e se

projetam até a medula espinhal. Os neurdnios orEsiconectam o tronco cerebral ou a

medula espinhal aos musculdsi(neret al, 2009 Kiernanet al, 2011J).

Atualmente alguns autores tém descrito a ELA coma sindrome e ndo uma

doenca Traub et al, 2011). "Amiotrofia" refere-se a atrofia muscular (Figu4),
fraqueza e fasciculacdo, significa que é a doemsanguronios motores inferiores.
"Esclerose lateral” refere-se a dureza de coluatasalis da medula espinal na palpacéo
em amostras de autopsia, onde gliose segue a dag&oealas vias corticoespinhais. A
doenca é progressiva, a duracdo média de sobreiav€ule trés a cinco anasréet al,

1998 Rowland e Shneider, 200Thonhoffet al, 2007.
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De acordo com a portaria SAS/MS n° 496 de 23 derdbm de 2009, os
principais sinais e sintomas de ELA podem ser daméem dois grupos:

- sinais e sintomas resultantes diretos da degéi®ragtoneuronat fraqueza
e atrofia, fasciculagbése céaibras musculares, espasticidade, disirtdisfagid,
dispneid e labilidade emocional;

- sinais e sintomas resultantes indiretos dos sioptimarios— distarbios
psicoldgicos, distarbios de sono, constipacdopsiEr, espessamento de secrecdes
mucosas, sintomas de hipoventilagdo cronica e dor.

A maior parte dos casos de ELA ndo tem uma caus@ecala e, portanto, sdo
descritos como esporadicos, contudo 10% dos catis relacionados a causas genéticas

e, por isso, sdo descritos como familiaigsrper e Shaw, 20)0

Rosernet al. (1993 associaram pela primeira vez a SOD1 a ELA. Hojed&a

sabe-se que de 20 a 25 % de todos os casos fastiaiELA estdo associados a diversas

mutacdes de tal proteina. De acordo ddmnhoffet al. (2007) devido as semelhancas

clinicas e patologicas entre a ELA na forma famiia esporadica em humanos, a nossa
compreensao dos mecanismos envolvidos na progréasienca vem sendo construida
gracas a diversos estudos utilizando como modebimass roedores transgénicos
hemizigotos que superexpressam genes humanos m@adin-SOD1 (ver Figura 24).

A ELA é uma doenca, como citado anteriormente| ata pouco ainda se sabe
de concreto sobre as causas da degeneracdo dé@siosunotores. Existem algumas
hipoteses tais como transporte axonal deficiempegacao proteica, estresse oxidativo,

apoptose, disfuncdo mitocondrial e ativacao dadgla (Ferrantest al, 1997 Turneret

! Fasciculacgdes: contracGes musculares pequenas.

2 Disartria: dificuldade na proniincia e articulagis palavras.
3 Disfagia: dificuldade na degluticéo.

4 Dispnéia: dificuldade em respirar.

5 Sialorreia: salivagdo abundante.
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al., 2009. Assim, a doenca ELA pela sua complexidade eidgae requer esforcos de

toda a comunidade cientifica no intuito de busaar melhor entendimento sobre a
doenca. Neste sentido, levando em consideracéo cgrebro € um érgao extremamente
rico em lipideos, o estudo dos produtos de oxidai@® acidos graxos no modelo

utilizado se fez necessario.

Figura 24:Em (A) é possivel ver a atrofia muscular d@snbros superiores de um paciente portador deresele
lateral amiotréfica (fonteKiernan et al. (2011)A utilizag&o desta figura na presente tese faoapada pelo autor
Matthew Kiernan, da Universidade de Sydney). Em (B) & possivel visualizar a atrofia do brago dioeit paralisia

da mao direita de um animal sintomatico

4.2.1 - Grupo de animais utilizados

As linhagens dos animais transgénicos portador&Oizl mutada (SOLFE3A)
sdo mantidas no biotério do Instituto de Quimica WaP cruzando os machos
transgénicos com fémeas Sprague Dawley normaisada aova ninhada os filhotes

precisam ser genotipados para definir quais s@miosais ELA (portadores do gene da
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SOD1 mutada) e quais séo os animais controlesfilbetes ELA sao selecionados como

0s reprodutores para a manutencao da coloniaenoaisi sdo utilizados no experimento.
Os 59 animais utilizados no experimento foram sej@s em dois grandes

grupos de acordo com o resultado da genotipagamodELA (portador da SOIF3Y)

e grupo Controle (irméaos do grupo ELA que ndo passo gene). Cada grupo foi

subdividido em 3 grupos de acordo com a idade96@ 120 dias) (Tabela 19).

4.2.2 - Avaliacao dos animais

A degeneracdo dos neurbnios motores no cortex netara sinais clinicos
aparentes de anormalidades do neurdnio motor supeoim reflexos hiperativos, sinais
de Hoffmann, sinais de Babinski e clénus (uma séee contracbes musculares
involuntarias); ja a degeneracao dos neurdnios re®two tronco cerebral e na medula

espinhal causa atrofia muscular, fraqueza e fdsgi@a Rowland e Shneider, 20D1

Para a avaliacdo do quadro clinico e o desenvohtongos sintomas, diversos

parametros estdo descritos na literatiiren(hoffet al, 2007 Colaset al, 2010. Entre

eles, a medida do peso corporal ao longo do terapmastrou como uma excelente
ferramenta de trabalho, por ser um parametro objeti quantitativo. Matsumoto e
colaboradores, 2006, realizaram um longo trabathavadliacdo da progresséo da doenca
no mesmo modelo de ratos transgénicos. Segundot@a®s, 0S animais apresentam o

pico de peso maximo, momento definido por eles cpréesintomatico, seguido de uma

perda acentuada de peso (periodo sintomatidajsimotoet al, 200§. Ainda sobre o

peso corporalaganonet al.(2011)mostraram uma correlacéo direta entre o indice de

massa corporal e a probabilidade de sobrevida ecreras, o que evidencia a

importancia deste parametro para 0 acompanhamestarimais.
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Tabela 19: lista animais nascidos entre 26 de mae@011 e 11 de maio de 2011 (GRUPO 1) num tet&Bdanimais

divididos em 2 grupos (ELA e Controle) e 3 subgrugmacordo com a idade (60, 90 e 120 dias)

Grupo Sub- Animal Pai Nascimento Grupo Sub-  Animal Pai  Nascimento
grupo grupo

Controle 60 728 3223 26/03/2011 Controle 90 14B 714  11/05/2011
Controle 60 733 3223 26/03/2011 ELA 90 782 3230 21/04/2011
Controle 60 734 3223 26/03/2011 ELA 90 783 3230 21/04/2011
Controle 60 735 3235 27/03/2011 ELA 90 785 3230 21/04/2011
Controle 60 763 3236 03/04/2011 ELA 90 786 3230 21/04/2011
Controle 60 764 3236 03/04/2011 ELA 90 788 3230 21/04/2011
Controle 60 772 3224 12/04/2011 ELA 90 7B 714 08/05/2011
Controle 60 773 3224 12/04/2011 ELA 90 10B 714 11/05/2011
Controle 60 774 3224 12/04/2011 ELA 90 12B 714 11/05/2011
Controle 60 775 3224 12/04/2011 ELA 90 13B 714 11/05/2011
Controle 60 777 3224 12/04/2011 Controle 120 719 3232 29/03/2011
ELA 60 761 3236 03/04/2011  Controle 120 724 3233 27/03/2011
ELA 60 762 3236 03/04/2011  Controle 120 727 3223 26/03/2011
ELA 60 765 3236 03/04/2011  Controle 120 730 3223 26/03/2011
ELA 60 766 3236 03/04/2011  Controle 120 732 3223 26/03/2011
ELA 60 767 3236 03/04/2011  Controle 120 738 3235 27/03/2011
ELA 60 768 3236 03/04/2011  Controle 120 740 3235 27/03/2011
ELA 60 769 3236 03/04/2011  Controle 120 742 3235 27/03/2011
ELA 60 770 3224 12/04/2011  Controle 120 743 3235 27/03/2011
ELA 60 771 3224 12/04/2011 ELA 120 720 3232 29/03/2011
ELA 60 776 3224 12/04/2011 ELA 120 721 3232 29/03/2011
ELA 60 779 3224 12/04/2011 ELA 120 722 3232 29/03/2011
Controle 90 780 3230 21/04/2011 ELA 120 729 3223 26/03/2011
Controle 90 781 3230 21/04/2011 ELA 120 731 3223 26/03/2011
Controle 90 784 3230 21/04/2011 ELA 120 736 3235 27/03/2011
Controle 90 787 3230 21/04/2011 ELA 120 737 3235 27/03/2011
Controle 90 4B 714 08/05/2011 ELA 120 739 3235 27/03/2011
Controle 90 5B 714 08/05/2011 ELA 120 741 3235 27/03/2011
Controle 90 6B 714 08/05/2011

Controle 90 8B 714 11/05/2011

Controle 90 11B 714 11/05/2011

Baseados nos trabalhos idetsumotoet al. (2006)e Thonhoffet al. (2007)0s

animais foram pesados e tiveram seus movimentdmdws duas vezes por semana a

partir dos= 35 dias de vida.

O método de avaliacdo da capacidade motora dosamniapresenta uma

pontuacgéo de 5 a 0, sendo 5- peso normal e movasi@ormais e 0 perda acentuada de

peso, perda do movimento dos membros superior@srores e auséncia do reflexo de

endireitamento. Segundo os autores, o ponto 4 gpeedpeso, comprometimento de

algum membro inferior, 0 animal come¢a a mancaamastar a pata, mas consegue
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permanecer sobre os membros inferiores) é o monuenioicio dos sintomas. E certo

que, no geral, os parametros avaliados focam paimnente no tipo de sintomas

resultantes da degeneracdo dos neurbnios motordsomeo cerebral e na medula

espinhal, contudo o comprometimento dos neurdnaismes superiores do cortex motor
nao pode ser desprezado. Por esta razdo, o estaduratiutos de interesse no cortex
motor é tdo importante.

Os animais sintomaticos foram pesados e avaliadas dezes por semana até
comecarem a perder peso. Apés o inicio da pergesteos animais foram monitorados
diariamente. Os animais ELA foram eutanasiados duapresentaram uma perdazde
20% do peso maximo e comprometimento do movimeanembros superiores ou
inferiores. Para cada animal ELA foi selecionadcamimal controle correspondente que
foi sacrificado no mesmo momento.

O animal controle correspondente foi escolhido clerdo com o0s seguintes
principios: ndo ser portador da SOD mutada; sefiardo animal ELA correspondente
ou ter a mesma idade. Os pares de animais ELAnisobe foram selecionados desde o
inicio do acompanhamento dos animais.

Durante o periodo de avaliacdo, os animais de 80 @as apresentaram um
ganho de peso constante e ndo apresentaram nerimaommaalidade dos movimentos
(Figura 25— A e B).

Ja os animais ELA selecionados para o grupo dedidX) foram na verdade
eutanasiados quando apresentaram perda de pesoatdgpal a 20% do peso maximo
acompanhada de atrofia/paralisia (Figura 26). Aoneidos animais sintomaticos
apresentou atrofia/paralisia dos membros traseiros.

O estudo do espaco de tempo entre a idade coml&daguingido o peso

méaximo, na qual se iniciaram os sintomas e na datautanasia fornece indicios da
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severidade da doenca. No geral, em cerca de 2Hias6apos terem atingido o pico

maximo de peso corporal, 0s animais atingiram agestdescrito comend pointdo

experimento
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Figura 25: Analise do peso corporal dos animais Ed£espectivos controles do grupo de animais pnéasiaticos
com 60(A) e 90(B) dias de vida

De acordo conMatsumotoet al.(2006) o peso corporal maximo foi observado

em torno de 108 dias, periodo em que se iniciardapeeuronal motora nos animais

(Howland et al, 2009. Os animais avaliados no presente trabalho ami@sen peso

maximo com cerca de 117 + 9 dias (Figura 26).
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Figura 26 Analise do peso corporal dos animais ELA sintonadtie respectivos controles. * idade em que os
sintomaticos apresentaram o peso maximo.

4.2.3-Andlise dos produtos de oxidacdo dos Aacidpaxos araquiddnico,

docosahexaenoico e linoleico

A perda de neurdnios motores do corno ventral ddufaeespinhal, de seus
analogos do tronco cerebral e as células de®Bizcortex motor representam as
caracteristicas patoldgicas principais da escldateml amiotroficaKestoff, 200). Por
este motivo, foram isolados os cértex motores dosais para a analise dos produtos de

oxidagao lipidicos de interesse do presente trabalh

6 Células de Betz - neurdnios piramidais de grariélmetro, descritos pela primeira vez por Vladimir
Alekseyevich Betz em 1874;
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Os homogenatos de cortex motor foram extraidosdeda com o0 3.2.5.1.2 -

Método 2 e analisados de acordo com o item 3.2.3ualise por espectrometria de

massas utilizando o espectrometro de massas tjidrupolo — armadilha de ions

(Qtrap — do inglés triple-quadrupole — ion trap)

A Figura 27 respresenta o resultado obtido pagh@amogenatos. Durante os

25 minutos de aquisicdo todos os analitos queaslupela coluna foram monitorados

primeiramente pelo DAD e posteriormente no espewitm de massas através do

monitoamento por SRM.
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Figura 27: Cromatograma representativo da analise p6- ESI/MS/MS das amostras de homogenato de éreb
utilizando o método 2 de extracéo e as condicGemdése descritas no item 3.2.3.2 - . (A) cromedow obtido pela
andlise de LC-DAD selecionando os comprimentosria @05nm e 235nm; (B) de 0 a 4 minutos os anadibos
menor afinidade pela coluna como resolvinas, newsianos foram analisados qualitativamente atradés
monitoramento por SRM; (C) a partir dos 4 minutos analitos cujo método de quantificagdo esta descm item
3.2.3.2.1 - foram monitorados e quantificados. Eestalque, estdo descritos no cromatograma os daisopa
deuterados utilizados no presente estudo.
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Pelo namero reduzido de amostras para cada grupelerionado o método
estatistico de Kruskal-Wallis chi-squared que campa mediana dos dados,
considerando nivel de significancia de 10%.

A deteccdo e quantificacdo foram possiveis parastars isbmeros com a
excecado dos produtos especificamente formado®piglacio mediada pet®.do DHA
e do AA (Figura 28, Figura 29 e Figura 30). O 10B) produto da oxidacio p&D;
do LA seguida de reducéao, foi detectado e quaatbqFigura 30).

O método utilizado permitiu ndo sé a deteccdo ddsdkidos como descrito
anteriormente (vide item 3.2.3.1.2 - ), mas tambésrespectivos hidroperdxidos. Desta
forma foram detectados e quantificados 30 isbmeros.

Altos niveis dos produtos de oxidacao da 12-LOXHIETE, 14-HDoHE e 11-
HDoHE) foram observados, corroborando com a alpaesséo desta enzima no cérebro

(Hambrechtet al, 1987 Bendaniet al, 1995.

N&o foi observada qualquer diferenca significapisea a dosagem os diferentes
isémeros dos HpDoHE. Foi possivel observar umamvaigacido dos dados observados
para 0os animais controle em relacdo aos respechiéds Fato este que pode estar
associado, por exemplo para o grupo controle 12€) diheterogeneidade da idade no dia

da eutanasia.
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90 (n=7), Controle 120 (n=7) e ELA 120 (n=5).
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Entre todos os hidréxidos analisados foi possitsskovar diferenca nos niveis
do 13-HDoHE entre os controles com 60 e 90 diaste ELA 60 dias e o controle com
90 dias (Figura 31). Tais diferencas estdo assasiad incremento da idade e nao
necessariamente a doenca visto que, entre oskplafegs controle com a mesma idade,
nao foi possivel observar qualquer diferenca esicdi

O 13-HDoHE é descrito apenas como produto de odaaéo-enzimatica do
DHA (Figura 4). O aumento observado vai de aco@n @ teoria dos radicais livres

associada ao envelhecimento descrita ptsirman (1956) que considera o

envelhecimento como um processo progressivo etawalique se estd amplamente

ligado ao acumulo de produtos de oxidacdo de biécntds {lariani et al, 2005

Farooqui e Farooqui, 2009

Associando a doenga com a progressédo da idade tysenvados incrementos
nos niveis de 13-HpODE e 9-HpODE dos animais ELAIIG8 e ELA 120 dias (Figura
31). Este aumento pode ser justificado por: aumeetaeacdes de lipoperoxidacéo
associadas ao envelhecimento; e, possivelmenteetamdo aumento da expresséo e
atividade de enzimas envolvidas em processos iaftamos.

Almer et al. (2001) descrevem claramente que eventos associadosespos

inflamatorios estdo associados a progressao danelegéio dos neurbnios motores na
ELA. Eles demonstraram uma ativacdo da COX-2 tamocamundongos quanto em
humanos portadores da ELA. Baseados nos achadssudtrabalho eles chegaram a
sugerir a inibicdo da COX-2 como um potencial a@péutico para o tratamento da
ELA.

O processo inflamatoério associado as doencas rneggodrativas € complexo,

como descrevePhilips e Robberecht, 20).1Tais autores descrevem ainda que é
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importante identificar os processos que geram eoivdlamacao associada a ELA, para
definir a respectiva importancia clinica e identfi alvos terapéuticos.

O 12-HETE produto da oxidacdo mediada pela 12-L&¥jma prevalente no
cérebro, mostrou-se aumentado nos animais ELA @brdiias em relacdo aos animais
controle com 60 dias (Figura 31 (et al, 1997, descreveram uma relagcéo da 12-LOX
e a toxicidade neuronal mediada pelo glutamat@ tesicidade tem sido descrita como

o fator de maior relevancia na morte celular dtesis nervosohannaet al, 2003.

E120 4 e
o e
o
P
coo [ ffffffffff ffffffffff fffffff ffffff fffffffffff
C60 _______ L 3HDHE __________ ___________ _______ 12jere

C60 C90 C120 E60 ESO0 E120

Figura 31: Representacdo grafica da andlise estiadsealizada para os dados de dosagem dos ndasgprodutos
de oxidacéo dos &cidos graxos nos homogenatosrtexaterebral dos animais Controle (C) e ELA (E)ndg0, 90 e
120 dias de vida. Os analitos cujos niveis difei@am 10% estéo representados no ponto de inteégeeqtre 0s
grupos avaliados. A leitura é realizada de baixogpa@ima conforme seta verde representada. (*) difien estatistica
de 5%.
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Howland et al. (2002)descreveram um aumento extracelular de glutanmato e

ratos Sprague-dawley SOFP#”. Este aumento associado a uma elevacdo da atvitdad
12-LOX sugerida pelo incremento do nivel do 12-HEWS animais estudados podem
explicar a diferenca encontrada nos animais ELAVK2€ontrole 60.

Eram ainda esperados, aumento dos niveis dos psodetoxidacédo da 5-LOX

(Westet al, 2009 e da 15-LOX Praticoet al, 2009, contudo provavelmente devido ao
reduzido namero de animais utilizado nao foi padsieterminar tal diferenca.

Por fim, foram ainda determinados por GC-FID osisiwos diferentes acidos
graxos nos mesmos homogenatos utilizados para dtaranento dos produtos de
oxidacdo. Foram quantificados os acidos graxosaas: acido palmitico (C16:0), acido
estearico (C18:0) e acido lignocérico (C24:0). Od@s graxos insaturados quantificados
foram: acido oleico (C18:1n9); acido vacénico (Qb&); LA (C18:2n6); acido 11-
eicosendico (C20:1n9); AA (C20:4n6); DHA (C22:6n8); acido nervonico (C24:1).

Nenhuma diferenca estatistica foi observada estggupos avaliados.

Composicao de acidos graxos no homogenato de cérebr o dosratos ELAe
respectivos controles com o avancar da idade

8] E=E Controle 60 dias
E= ELA 60 dias
E3 Controle 90 dias
61 O ELA 90 dias
Controle 120 dias

ELA 120 dias

Composicdo em relagdo ao
total de acidos graxos(%)
S
1
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Figura 32: Perfil dos acidos graxos dos homogenat®sérebro, nomeadamente do cortex motor, dosa@siBELA e
respectivos controles com o avancar da idade okdidavés da anéalise por cromatografia gasosa. Agetmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0) acido oleico (C18:%nfcido vacénico (C18:1n7); LA (C18:2n6); acido 11-
eicosendico (C20:1n9); AA (C20:4n6); acido lignocér{€24:0); DHA (22:6n3); e, acido nervdnico (C24:1).
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4.3 - ANALISE DO METABOLISMO LIPIDICO

Estudos recentes tém correlacionado o metabolismoomel de lipideos a
esclerose lateral amiotrofica. Neste sentido, erogp@ com a aluna Andressa Bolsoni-
Lopes, do Departamento de Fisiologia e Biofisicandtituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Sao Paulo, desenvolvemos um estucial sobre o metabolismo
lipidico no tecido adiposo branco e o perfil delésigraxos plasmatico nos animais ELA
VS respectivos controles.

Até ha alguns anos atras o tecido adiposo brarecdefmido como sendo um
simples reservatério de energia. Contudo, a définipais correta € a que descreve o
tecido adiposo como um tecido complexo, esserdiainente ativo metabolicamente e

que atua também como um orgéo endoctiteghaw e Flier, 2004

O tecido adiposo branco € composto por matriz dddeconjuntivo, células do
sistema imune, inervacdes simpaticas e parassitapatiélulas tronco e pré-adipdcitos,
além de capilares e fibras de colageno que fornramrede de suporte ao redor de sua
célula principal, o adipdcito. Os adipocitos sdaoles grandes, esféricas e especializadas
na captacdo, armazenamento e mobilizacdo de gordesaa forma, sdo totalmente
preenchidas com uma unica grande gota lipidicai@glgliceréis que comprime todo o
citosol e o nucleo em uma fina camada contra a mamalplasméaticaNelson e Cox,
2019).

O tecido adiposo tem um papel notavel no contralbaineostase energética do
organismo. Em periodos de elevada demanda porianeg lipases dos adipdécitos
promovem uma hidrolise sequencial dos triacilgbtsearmazenados (lipdlise), liberando
o glicerol e acidos graxos livres que podem seodaslpela corrente sanguinea para o

musculo esquelético e o coragdo. De forma opostsnte os periodos de elevada
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captacdo de carboidratos o fendmeno conhecido dpogénese, isto € a sintese de
acidos graxos e triacilgliceréis que sdo armazenagldbsequentemente no tecido

adiposo, é favorecidd\glson e Cox, 201

Na esclerose lateral amiotrofica, o balanco enex@eé&ncontra-se prejudicado

(Dupuis et al, 201). Contudo, apesar das evidéncias, pouco se spleifgssamente

sobre o metabolismo de lipideos na doenca. NesteElsgavaliamos alguns parametros
do metabolismo do triacilglicerol no tecido adiposmnco, incluindo: a taxa de

incorporacdo de glicose marcada radioativamenteriagilglicerois, acidos graxos e

glicerol (lipogénese) induzida por insulina; a lipé em resposta ao estimulo com
isoproterenol e a composicéo de acidos graxosauidos adiposos de animais ELA e
respectivos controles, com 70 dias e sintomaticos.

Os animais foram separados em 2 grupos (ELA e Glejtde acordo com o
resultado da genotipagem. Estes foram subdividddo2 grupos: 70 dias e sintomaticos
(Tabela 20).

Para o acompanhamento desta nova ninhada de ariohdssenvolvido um
método mais amplo de acompanhamento dos animasaBas na escala de avaliacao

de lesdo medular déassoet al.(1995) nos trabalhos deéhonhoffet al.(2007) Filali et

al. (2011) Seocet al.(2011)e Mancusecet al.(2011)construimos, em colaboragdo com o

aluno de doutorado Floréncio Porto Freitas, orsimiaela professora Marisa Medeiros,
uma ficha de avaliagdo com os seguintes itenstifib@agdo/avaliacdo do animal (nUmero
do animal e marcacéo da caixa), peso corporal, detepsuspensao, levantamento do
corpo na caixa, inclinagao e tempo em plano indbnarraste do corpo e da cauda, torcéo
da cauda, extensao corporal e avaliacdo dos motoselo quadril, joelho, tornozelo,

ombro, cotovelo e punho dos lados direito e esquerd



Tabela 20: Animais nascidos entre marco e abri2@823 divididos em 2 subgrupos (ELA e Controle)datididos
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de acordo com a idade no momento da eutanasiaié&edsintomaticos)

Pai Animal Grupo Subgrupo Nascimento
106 Controle Sintomatico 18/03/2013
3300 107 Controle Sintomatico 18/03/2013
109 Controle Sintomatico 18/03/2013
148 ELA 70 dias 31/03/2013
3301 149 ELA 70 dias 31/03/2013
110 Controle Sintomatico 16/03/2013
111 Controle Sintomatico 16/03/2013
3302 112 Controle Sintomatico 16/03/2013
113 Controle Sintomatico 16/03/2013
115 ELA Sintomatico 16/03/2013
134 Controle 70 dias 19/03/2013
135 Controle 70 dias 19/03/2013
136 Controle 70 dias 19/03/2013
3303 137 ELA 70 dias 19/03/2013
138 ELA 70 dias 19/03/2013
139 ELA 70 dias 19/03/2013
116 ELA Sintomatico 18/03/2013
117 ELA Sintomatico 18/03/2013
3304 118 ELA Sintomatico 18/03/2013
119 ELA Sintomatico 18/03/2013
120 ELA Sintomatico 18/03/2013
121 ELA Sintomatico 18/03/2013
122 Controle Sintomatico 18/03/2013
3305 123 ELA Sintomatico 18/03/2013
124 Controle Sintomatico 18/03/2013
125 ELA Sintomatico 18/03/2013
126 ELA Sintomatico 18/03/2013
150 ELA 70 dias 13/04/2013
151 Controle 70 dias 13/04/2013
152 Controle 70 dias 13/04/2013
153 ELA 70 dias 13/04/2013
3306 154 Controle 70 dias 13/04/2013
155 ELA 70 dias 13/04/2013
156 ELA 70 dias 13/04/2013
157 Controle 70 dias 13/04/2013
142 Controle 70 dias 21/03/2013
144 Controle 70 dias 21/03/2013
3307 145 Controle Sintomatico 21/03/2013
147 Controle Sintomatico 21/03/2013
127 Controle Sintomatico 16/03/2013
129 Controle Sintomatico 16/03/2013
3308 130 Controle Sintomatico 16/03/2013
131 Controle Sintomatico 16/03/2013
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Os animais com 70 dias ganharam peso da mesma fpuenas respectivos
controles. O perfil do peso corporal para os arsmeigitomaticos, como seria de se esperar
varia apos 0 peso maximo. A Figura 33 demonsti@mportamento tipico de um par de

animais.

Massa corporal dos animais controle e ELA sintoroati
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Figura 33: Acompanhamento do peso corporal do ahiiah sintomatico e respectivo controle. Sdo deslas os
pontos chave deste tipo de monitoramento ondeefiitidhs as idades em que o animal atinge o pesdmaée inicia
os sintomas. O ultimo ponto da curva é o “end gailat experimento definido com o0 momento em que arperdeu
20% de peso em relacéo ao peso maximo e apreseof@agaralisia de algum dos membros.

Thonhoff et al. (2007)descrevem 143,5 £ 12,9 dias como a idade em que 0s

animais, da mesma linhagem que foi utilizada nsere trabalho, atingem o peso
maximo. Entre 138 e 187 eles observaram alterapd¢sras, e com 165 a 207 dias os

animais atingiram o “end-point”. O estagio finakdeto porThonhoffet al.(2007)muito

mais severo que o utilizado no presente trabalho.

SegundoHowland et al. (2002) em torno de 120 dias os animais apresentam

fraqueza muscular ou até mesmo paralisia.

Matsumoteet al.(2006) utilizaram outro modelo de ratos também SOD1G93A,

contudo o acompanhamento dos sintomas foi maisrdb. O que pode ser responsavel
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pelas variacdes nas idades descritas nas quaigheaisiatingiram o peso maximo (113,6
* 4,8 dias), apresentaram os primeiros sintomadogaca (126,5 = 7,1 dias) e “end-
point” (137,8 £ 7,1 dias). Os autores descreverianieauma diferenca\] de tempo entre
0 peso maximo e o “end-point” de 24,3 £ 6,5 diatg®dados corroboram com os dados
obtidos no nosso estudo (Tabela 21).

Entre os animais ELA sintomaticos a atrofia dos s posteriores foi

prevalente, assim como descrito ptatsumotoet al. (2006)(Tabela 21).

Tabela 21: Acompanhamento dos animais ELA sintcosg respectivos controles.

Namero do _ Id_ad_e quando Idade no inicio DeJte} peso _ N
animal Tipo atl’ngm 0 peso dos sintomas maximo e Atrofia/paralisia
maximo (dias) (dias) eutanasia (dias)
120 ELA 119 130 17 traseira
106 Controle 132
116 ELA 114 133 25 traseira
122 Controle 136
125 ELA 116 130 23 traseira
111 Controle 141
118 ELA 119 127 22 dianteira
127 Controle 141
121 ELA 114 109 32 traseira
107 Controle 146
119 ELA 127 119 22 dianteira
145 Controle 151
126 ELA 127 123 27 traseira
130 Controle 156

4.3.1 - Coleta do tecido adiposo

A perda expressiva do peso dos animais acompanlzad@ofia muscular nos
levou a buscar entender como estdo o metabolisonpefil de acidos graxos no tecido

adiposo desses animais ao longo do tempo (FiguraP24a isso foram escolhidos 3
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diferentes depdésitos de tecido adiposo: subcut@iagi@o inguinal) (SC), retroperitoneal
(RP) e epididimal (EPI) (Figura 35). Sendo os ddisnos representantes da chamada
gordura visceral. Alguns autores ja classificamoedgra epididimal como sendo um
terceiro tipo tecido adiposo branco, contudo a maarte das referéncias ainda
caracterizam este depdsito como visceral.

Anatomicamente cada um dos tecidos foi coletadomedada regido, no intuito
de variacdes de peso, ou estrutura, serem rela/proprio estado metabdlico do tecido

€ nao ao erro na coleta.

Animal Controle H Animal ELA sintomatico

Figura 34: Animais ELA e controle sintomaticos @ da eutanasia.

Figura 35: Coleta dos 3 diferentes tecidos adipo$a¥ subcutaneo-inguinal; (B) epididimal; e, (Ckneperitoneal.
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(A)  Peso dos tecidos coletados (B)  Peso dos tecidos coletados
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Figura 36: Andlise do peso dos tecidos adipososligiphal, subcutaneo-inguinal (SC inguinal) e retrafmeal
coletados nos animais ELA (n=6) e respectivos abesr (n=6), com (A) 70 dias e (B) sintomaticos. &ad
estatisticamente diferentes controle vs ELA (* FBOQ(ANOVA, Bonferroni)).

Para o0 peso dos tecidos dos animais com 70 diastaton-se 0 mesmo
comportamento que o observado para o peso cogmsanimais, isto €, nao ha diferenca
entre os grupos de animais ELA e seus respectoasates (Figura 36 - A). Analisando
0 peso dos tecidos coletados dos animais queaatigoend pointdo estudo ficou claro
que a diminuicdo do peso do tecido adiposo nosasiELA em relagdo aos controles
acontece de forma generalizada (Figura 36 - B).dlrainuicdo da massa do tecido

adiposo também foi observada pelos pesquisad@ornesiset al.(2004)ao analisarem 0s

tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal denodelo transgénico de camundongos
para a ELA. Destes tecidos foram isolados os adgm¢Figura 37) os quais foram

sujeitos aos ensaios de lipdlise, lipogénese d ppidico.
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Controle 70 dias — adipdcitos isolados ELA 70 dias — adipdcitos isolados do
do tecido epididimal tecido epididimal

Controle sintomatico — adipdcitos ELA sintomatico — adipdcitos isolados
isolados do tecido epididimal do tecido epididimal

Figura 37: Analise morfométrica dos adipdcitos &tids do tecido adiposo epididimal.

N&o foram observadas diferencas no diametro dpseiths.

4.3.2 - Lipdlise

A lipélise, como descrito anteriormente, € um feefiomde mobilizacdo dos
acidos graxos, que se encontram esterificadosrmeafde triacilglicerdis nos adipdcitos,
em resposta a baixos niveis de glicose no sangie.docesso consiste na hidrolise
sequencial da molécula de TAG, formando subsequemie diacilglicerol,
monoacilglicerol, glicerol e trés &cidos graxosrds; processos estes catalisados

respectivamente pelas enzinmlgsase de triglicerideos do adipOcittATGL), lipase
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horménio sensivgHSL) elipase de monoglicerideoslém disso, esta mobilizacéo é
regulada positivamente por uma série de hormomrigscomo: adrenalina e glucagon

(Lafontanet al, 1997 Morimotoet al, 200]). Estes se ligam aos receptores de membrana

e assim estimulam a adenilil-ciclase a produzir AMR proteina-cinase dependente de
AMPc (PKA) fosforila a HSL que induz o seu desloeato do citosol para a superficie
da goticula de lipideo, onde ela participa impddarente da hidrolise dos triacilglicerois
a acidos graxos livres e glicerol. Aléem disso, aARitomove a fosforilacao da perilipina
A (principal proteina que envolve a gota de lipglaos adipdcitos brancos) e esta sofre
subsequentemente um rearranjo de sua posicaoasgbta lipidica facilitando a hidrélise
do triacilglicerol promovida pelas lipases. Os asidraxos, entéo liberados do adipdcito,
se ligam a albumina sérica e séo transportadas mtiécitos onde sofrem uma série de
reagdes que resultam na formacao de €€nergia (ATP). O glicerol, por sua vez, sofre

uma série de reacdes até ser convertida a gli€osgpbcket al, 1994 Nelson e Cox,

2011).

Além da adrenalina outras catecolaminas tambémnpsee usadas na inducao

deste processo, séo elas: norepinefrina e isopruikf/an Liefdeet al, 19929. Por este
motivo, a atividade lipolitica foi avaliada em caites basais (ndo-estimulada) e
maximamente estimulada com isoproterenol. A ligdi@ determinada de acordo com a
producéo de glicerol. Os adipdcitos possuem enabaigncentracdes a glicerol-quinase
responsavel pela metabolizacéo do glicerol duramtegracéo dos triacilglicérois e por
isso é possivel fazer a medida da atividade lipal@través da concentracéo de glicerol
presente no meio de incubacéo.

Os adipdcitos, isolados dos 3 tecidos adiposodartiie dos animais ELA e
respectivos controles com 70 dias, demonstrararaumento significativo nos niveis de

glicerol em resposta ao estimulo induzido pelorisigpenol (Figura 38 — A, B e C).
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O tecido visceral, aqui representado pelos tecathposos retroperitoneal e
epididimal, de uma forma geral apresenta uma nadieidade lipolitica (Vajchenberg,
2000. Este aumento esta intimamente ligado ao auntentaimero de receptores beta-
adrenérgicos.

O nivel de lipdlise dos adipdcitos isolados de amsnELA 70 dias tratadas com
isopreterenol mostrou-se significativamente menor&acao ao seu respectivo controle
nos trés tecidos. N&do obstante, quando calculadidesenca na geracdo de glicerol
estimulada por isoproterenol em relacao a basgli{&i38 - D), a resposta dos adipocitos
isolados do tecido adiposo epididimal dos animaié Eoi menos intensa que a dos
controles. Para os demais tecidos néo foi obsemliéel@nca do delta calculado (Figura
38 - D).

Com a idade adipocitos isolados dos animais canteixam de responder
significamente ao estimulo induzido pelo isopemtet, com a excecdo dos adipocitos
isolados do tecido subcutaneo-inguinal (Figura B9nenor resposta associada a idade

(143 + 6 dias de vida) vai ao encontro dos achddssritos pot.onngvistet al.(1990)

eJolly et al.(1980)

A Figura 39 mostra ainda que os tecidos visceeggldimal e retroperitoneal)
nos animais ELA sintomaticos (idade = 144 + 7 dashentam a liberacdo de glicerol
guando estimulados, diferentemente do que é olikemas animais controle. Além
disso, a taxa lipolitica basal no tecido adiposbcsatineo-inguinal € maior para 0s

animais ELA sintomaticos em detrimento dos respestcontroles.
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Figura 38: Andlise da indugéo da lipdlise em redp@® estimulo com isoproterenol nos diferentesltesmos animais
ELA e respectivos controles com 70 dias: (A) adipédsolados do tecido adiposo branco epididingBl; adipocitos
isolados do tecido adiposo branco subcuténeo-irduifiC) adipdcitos isolados do tecido adiposo branco
retroperitoneal, e (D) Diferenca na resposta basakstimulo para os diferentes tecidos. Dados sgpeecomo média
+erro médio. ANOVA, com pés-teste de BonferronkGP1, **P<0.05, **P<0.001 (n= 6 para cada grupo).
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Figura 39: Andlise da inducéo da lipdlise em redp@® estimulo com isoproterenol nos diferentesltesmos animais
ELA sintométicos e respectivos controles: (A) adiipé isolados do tecido adiposo branco epididingB); adipdcitos
isolados do tecido adiposo branco subcuténeo-irgjuiiC) adipdcitos isolados do tecido adiposo branco
retroperitoneal, e (D) Diferenca na resposta basakstimulo para os diferentes tecidos. Dados egspecomo média
+erro médio. ANOVA, com pés-teste de BonferronksGP1, **P<0.05, **P<0.001 (n= 6 para cada grupo).
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Os dados obtidos véo ainda de encontro com aswelgées déupuiset al.
(2004) que observaram: aumento da atividade lipolitica gonduras viscerais de
camundongos ELA SOM® e, diminuicdo da expressdo dos genes que codifacam
sintese de proteinas envolvidas nos processobatagdiéio ou captacdo dos acidos graxos
no tecido adiposo epididimal, tais como perilipipegteina ligadora de acidos graxos e
lipase de lipoproteina.

Mais recentemente, o grupo da Genzyme Corporafiodgeet al. (2013)e

Fidler et al. (2011) demonstraram em camundongos transgénicos SOD3A Ga

diminuicdo dos niveis de triacilgliceréis circulesit diminuicdo da quantidade de
gordura, aumento dos niveis de glucagon e cortiemss, diretamente relacionados a
lipdlise, e diminuicdo do horménio lipogénico auhisa.

Todos os dados corroboram com a hipétese de quagoogressao da doenca

o sistema nervoso central fica cada vez mais depeade fontes alternativas de energia.

4.3.3 - Lipogénese

A sintese de acidos graxos e consequente armazeitama forma de
triacilglicerois em resposta a um excesso de migseadvindos da dieta € denominada
como lipogénese. A lipogénese caracteriza-se porséne de reacdes enzimaticas

finamente regulada(neeret al, 2019.

Os acidos graxos sintetizados ou ingeridos, atrad@sdieta, possuem
principalmente dois destinos: a incorporacao eatitglicerdis ou a incorporacdao nos
componentes fosfolipidicos da membrana. Quandongenasmo dispde de suprimento
abundante de alimento e ndo esta crescendo atit@neeprimeiro destino descrito € o

de escolhaNelson e Cox, 2001
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A glicose é convertida a diidroxiacetona-fosfatoawees da via glicolitica. Esta
€ entdo convertida glicerol-3-fosfato pela acaglizerol-3-fosfato desidrogenase. Ao
glicerol-3-fosfato séo entéo esterificados as &@@dde acidos graxos pela acdo conjunta
das enzimas acil-CoA-sintetase e aciltransferassteN\sentido, a glicose € utilizada de
duas formas: na sintese dos acidos graxos e reseidb glicerol-3-fosfatd\glson e

Cox, 2011 Ameeret al, 2014.

A biossintese dos triacilglicerodis € regulada petgdo de diversos hormonios.
A insulina, por exemplo, promove a captacdo e cmde de carboidratos em
triacilglicerdis. A captacédo de glicose promovida pste horménio ocorre gracas ao
estimulo para: translocacdo de proteinas trangjmyeta de glicose, nomeadamente o
GLUT 4, para a membrana celular aumentando (de200vazes) o transporte de glicose
para o interior dos adipdcitos; ademais, a insudistamula a sintesge novode acidos
graxos (formacao de acidos graxos a partir de mtagmao lipidicas como, por exemplo,
a glicose) e também estimula a acédo de enzimadvite® na esterificdo destes acidos
em triacilglicerol. Neste sentido, 3 modelos forsgtecionadas no intuito de mensurar a
atividade lipogénica através da analise da incaqdw da glicose em triacilgliceroéis, em
acidos graxos (sintese de novo) e em glicerol.

Para os adipocitos isolados do tecido adiposo @imdi dos animais mais
jovens, ap6s o estimulo dado pela incubacéo codiinas foi possivel observar um
aumento da incorporagdo da glicose nos triacilglise nos acidos graxos e no proprio
glicerol (Figura 40). Com a idade observou-se umento pouco significativo na taxa
de incorporacdo de glicose em acidos graxos e m@rg, mas este fenomeno so foi

observado para os animais controle.
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Andlise da lipogénese induzida por insulina no tecido adiposo epididimal
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Figura 40: Analise da taxa lipogénica em respostaestimulo com insulina para os adipdcitos isoladostecido
adiposo branco epididimal dos animais ELA e redpest controles. Foram realizadas medidas da taxa de
incorporacdo da D-[J“C]-glicose em: triacilglicerdis nos adipdcitos (Animais com 70 dias e B, animais
sintomaticos); em acidos graxos (C, animais comi@® @ D, animais sintomaticos); e, em glicerol #Bimais com

70 dias e F, animais sintomaticos). Dados expresso® média erro médio. ANOVA, com pos-teste adeBmni,
*P<0.01, **P<0.05, ***P<0.001. (n=6)

Para o tecido subcutaneo inguinal independententientdade do animal néo
foram observadas diferencas significativas contéelao estimulo a lipogénese induzido
pela insulina (Figura 41). Os dados obtidos vaerdmntro com a literatura que associa

o tecido subcutaneo a resistencia a insiabgy et al, 2000.

Para os adipdcitos isolados do tecido adiposopetitoneal dos animais mais

jovens, ap6s o estimulo dado pela incubacéo codiinas foi possivel observar um
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aumento da incorporacéo da glicose nos triacilglise nos acidos graxos e no proprio
glicerol (Figura 42). Com a idade ndo se observemhom aumento significativo da

incorporacao da glicose.

Andlise da lipogénese induzida por insulina no tecido adiposo subcutaneo-inguinal

Animais 70 dias Animais sintomaticos
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Figura 41: Analise da taxa lipogénica em respostaestimulo com insulina para os adipécitos isoladogtecido
adiposo branco subcutaneo-inguinal dos animais ElrAspectivos controles. Foram realizadas medidataga de
incorporacdo da D-[UC]-glicose em: triacilglicerdis nos adipdcitos (Animais com 70 dias e B, animais
sintomaticos); em acidos graxos (C, animais comi@® @ D, animais sintomaticos); e, em glicerol #Bimais com
70 dias e F, animais sintomaticos). Dados expresso® média +erro médio. ANOVA, com pds-teste déeBmni,
*P<0.01, **P<0.05, ***P<0.001. (n=6)
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Andlise da lipogénese induzida por insulina no tecido adiposo retroperitoneal

Animais 70 dias Animais sintomaticos

(A) Taxa de incorporagio de D{U-“C}-glicose (B)  Taxa de incorporagdo de D{U-"/C}-glicose
em triacilgliceréis em friacilglicerois

o o
@ E2 T3 b4
o _ [+] 400+
s 300 *EE s €8 Controle - basal
—w i G.' ® E3 ELA - basal
Q8 -+ O = 3001 -
I S 500 IS E3 Confrole + insulina
2.. % 28 D ELA + insulina
A% Qg 2007

=4 o = T
%E 100 S o T =
s S E 100
£E £EE
8 S o
< 0- Y T o T T
]
O [$]

(C)Taxa de incorporagao de D{U-14C]-glicose (D) Taxa de incorporagéo de D{U-'*C}-glicose
em acidos graxos em acidos graxos
*%k

8

_ *k
100 €3 Controke - basal

E=3 ELA - basal
B3 Controle + insulina
@ ELA +insulina

}

(nmol/10° células)

Concentragédo D-[U-14C]-glicose
(nmol/10°® células)
Concentragao D-[U-14C]-glicose

Taxa de incorporagio de D{U-'*C]-glicose {F) Taxa de incorporagio de D-[U-'*C]-glicose
em glicerol em glicerol
*k%k

—
m
—

400+

g

k%

X E3 Conftrole - basal
E=3 ELA - basal

B3 Controle + insulina
D ELA +insulina

g

g &

(nmol/10° células)

g
2

Concentragédo D-[U-14C]-glicose
(nmol/10° células)
8
Concentrago D-[U-14C]-gllcose

Figura 42: Analise da taxa lipogénica em respostaestimulo com insulina para os adipdcitos isoladostecido
adiposo branco retroperitoneal dos animais ELA spextivos controles. Foram realizadas medidas da t@e
incorporacdo da D-[U*C]-glicose em: triacilglicerdis nos adipdcitos (Animais com 70 dias e B, animais
sintomaticos); em acidos graxos (C, animais comi@® @ D, animais sintomaticos); e, em glicerol #Bimais com
70 dias e F, animais sintomaticos). Dados expresso® média +erro médio. ANOVA, com pos-teste adeBmni,
*P<0.01, **P<0.05, ***P<0.001. (n=6)

Com a idade e o desenvolvimento dos sintomas ps#passaram a apresentar
uma resposta de resisténcia ao estimulo para gooregdo da glicose, induzido pela
insulina. Esta informacdo associada ao aumentotidadaae lipolitica observada,

corroboram com a premissa defendida Papuis et al. (2004) Dodgeet al. (2013)e

Fidleret al.(2011)que dita que os acidos graxos para 0s animaisdeii\o avancar da

idade/doenca passam a ser utilizados prevalenteraento fonte de energia. Fato este
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que é compativel com o0 aumento da quantidade gescetdnicos observada pelos dois
grupos.

A reducdo da sinalizacdo da insulina no processtipdgénese observada
também nos animais controle para os tecidos viscéecido adiposo epididimal e
retroperitoneal) pode ser justificada pela elevauigsn corporal (peso remd point486
+ 31g) que acontece nédo so pelo crescimento dosagmas também pelo acimulo de
gordura. Existe uma relacao direta entre a resist&ninsulina e o aumento da idade e

peso Ryan, 2000Wajchenberg, 2000

A reducdo dessa sinalizacéo da insulina foi tamtiéservada nos animais ELA

sintomaticos e em um grupo de pacientes no traldatiReyeset al. (1984) Contudo

provavelmente a justificativa ndo se resume ao pesgmoral inferior (peso nend point
453 + 27g) mas a um conjunto de alteracbes metazotjue é caracteristica da ELA

(Dupuiset al, 2004 Dupuiset al, 201% Schmittet al, 2014.

4.3.4 - Analise da composicao de acidos graxosauidos adiposos estudados

Dada as diferencas observadas para os 3 tecidgs autuvida de como estaria
o perfil de acidos graxos nos respectivos teciflosse tratando de um “érgdo endocrino”

(Kershaw e Flier, 2004 serd que a composicao de acidos graxos é diéeesnre 0s

tecidos e sera que tem correlagdo com a doenca?

O perfil de acidos graxos foi realizado atravésude método classico que
consiste na transesterificacdo dos &cidos graxpsdsede analise por GC-FID. Foram
construidas curvas de calibracdo com diluicdo danara os 37 &cidos graxos presentes

no padrao de referéncia (Supelco 37). O contelidd de acidos graxos foi calculado
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pelo somatorio do conteudo de cada acido graxo eofmnalizado pela quantidade de
proteina (Figura 43).

Observa-se que com o avancar da idade o contedalod® acidos graxos
aumenta nos tecidos adiposo epididimal (tanto ntrole quanto em ELA) e subcuténao-
inguinal (apenas no controle). Porém para o anlEh#l sintomatico observa-se uma
queda no conteudo total de acidos graxos no temgmwso subcutaneo inguinal. Este
fato pode estar associado diretamente com a liderde acidos graxos como fonte de
energia.
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Figura 43: Conteldo total de &cidos graxos para ogeBidos analisados (A) tecido epididimal, (B) deci
retroperitoneal e (C) subcutaneo-inguinal. Dadosregpos como média + erro médio. ANOVA, com pos-tiste
Bonferroni, *P<0.01, *P<0.05, ***P<0.001. (n=6)

O conteudo especifico de cada acido graxo foi esprem % relativa ao total
de acidos graxos. A composicao de 4cidos grax@sqaata tecido esté representada na
Figura 44. Os acidos graxos cuja % relativa faéiiiok a 1% néo estédo representados na
figura. Para os 3 tecidos avaliados observou-se dimaui¢cdo do acido palmitico e
palmitoleico nos animais sintométicos frente aamais com 70 dias. Diminui¢do esta
acompanhada de um aumento significativo dos néle#cido linoleico.

O é&cido palmitoleico é descrito como sendo um ntkmcea sintesde novode

acidos graxos(ao et al, 2008 Amengualet al, 2019. Por este motivo, € simples

correlacionar a baixa incorporagao de glicose ntiarean acidos graxos aos baixos niveis

do acido palmitoleico.
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Figura 44: Andlise da composigdo de 4cidos graxms aldipdcitos isolados dos tecidos adiposos (Adieipnal, (B)
retroperitoneal e (C) subcutaneo. Acido miristico 4@, acido palmitico (C16:0, acido palmitoleico (C1)§ acido
esteérico (C18:0), &cido oleico (C18:1), acido vecen(C18:1), 4cido linoleico (C18:2) acido linoléni¢618:3) e
acido araquidénico (C20:4). Dados expressos comoiang&derro médio. ANOVA, com pés-teste de Bonferroni,
*P<0.01, **P<0.05, ***P<0.001. (n=6)

Em conjunto, considerando que o contetudo de agdop®s obtido através da

dieta ndo sofreu alteragao, visto que os animasrf@limentados sempre com a mesma
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dieta, os dados sugerem as alteracbes no contegidicidos sdo decorrentes de
adaptacbes metabdlicas relativas a idade (contrflevs controle dos animais

sintomaticos) e a propria doenca.
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5. CONCLUSAO

A sintese, purificacdo e caracterizacdo dos predd® oxidacdo dos acidos
graxos, ndo é uma tarefa trivial dado o elevadoanande isbmeros que podem ser
formados.

A anélise dos hidroperoxidos e hidréxidos lipidipos LC-MS/MS é vantajosa
no sentido de que une a auséncia de métodos datier¢ido dos compostos a separacao
e identificacdo dos diferentes isdbmeros de formadtca, seletiva e altamente sensivel.

Andlises isobaricas especificas para hidroperoxaduodroxidos lipidicos foram
realizadas através do monitoramento das fragmesdagésses compostos através do
modo de SRM em LC-MS/MS. Este monitoramento pewgtimentar a especificidade
e sensibilidade da analise. S&o descritos, nemesrabalho, 3 possiveis abordagens
para 0 monitoramento dos analitos de interessedasaquipamentos do tipo triplo-
quadrupolo, quadrupolo-ion trap e g-Tof. Os trésoa@s em conjunto resultaram em
uma biblioteca confiavel para o monitoramento destanpostos.

O estudo lipidbmico e mais especificamente oxdfphico com animais
transgénicos ELA é uma importante estratégia @&saorada no intuito de entender o
papel do DHA, LA e AA e de seus produtos de oxidag@doenca.

Apesar do numero reduzido de animais foi possivsevar um aumento
significativo dos niveis de 13-HpODE, 9-HpODE e HRTE no cértex motor dos
animais avaliados. Estando estes produtos intimgnoenrelacionados com importantes
enzimas que participam da cadeia inflamatoria. e€Egtados estdo de acordo com a
literatura que correlacionam as doencas neurodegjeras a processos inflamatorios.

A ELA é uma sindrome que € caracterizada por umea dé fenotipos variados

(Schmittet al, 2019. As alteracdes no metabolismo de lipideos despotDupuis et
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al. (2004) em um modelo animal diferente do que utilizansesdo compativeis com os
nossos achados ilustram claramente a intima relagi@e o metabolismo energético e a
ELA. E principalmente ilustram que a doenca na@sginge Unica e exclusivamente aos
neurénios motores. Neste sentido foram observadiaer@o da atividade lipolitica e
diminuicao da lipogénese que vao de encontro codadss obtidos em outros modelos
animais para a ELA. Em conjunto os dados obtidosoboram com a hipotese que 0s
acidos graxos sdo uma fonte de energia de crunpbriancia com a progressao da
doenca.

Todos os dados corroboram com a hipétese de quagoogressao da doenca
o sistema nervoso central fica cada vez mais depeade fontes alternativas de energia.

Adicionalmente foi observada uma diminuicdo do eadb dos acidos graxos
palmitico e palmitoléico nos adipocitos que podetaresendo direcionados diretamente
para as reacdes de metabolizacéo de lipideos, nameate a beta-oxidacéo.

Por todos estes motivos, a analise lipiddomica teratites tecidos no modelo
utilizado podera vir a contribuir para a descobdegossiveis alvos terapéuticos para

uma doenca tdo devastadora quanto a esclerosa ktaotrofica.
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Tabela A 1: Parametros otimizados para a analiss dompostos do primeiro periodo do monitoramento no
4000Qtrap.

Composto Q1 Q3 D‘?’rﬁ!e“g”)‘e DP CE CXP

Resolvina D1 374.9 141.2 150 -60 -20 -39
Resolvina D1 374.9 214.9 150 -65 -26 -3
Resolvina D2 375.2 1749 150 -50 -32 -11
Resolvinas 375.2 233.2 150 -70 -22 -3
Neuroprotectina D1 359.0 153.1 150 -70 -24 -3
8-iso-PGF2alfa 353.0 193.0 150 -75 -38 -13
8,12-iso-IPF2alfa 353.1 115.1 150 -70 -32 -5
8-iso-PGF2alfa-d4 357.0 197.0 150 -75 -38 -13
8,12-iso-IPF2afa-d11 364.1 115.0 150 -70 -32 -5

Q1 — massa do ion precursor; Q3 — massa do iomforgélecionado para o0 método de SRMell
time — tempo de aquisicao da transigcdo por ciclo désenddP (‘eclustering potential’-diferenca de
potencial aplicado entre o QO e a orifice plate awelia na dessolvatacao do spray e formacaoaits, i
CE - energia de colisédo e CXP - potencial de colisfisaida da cela de colisao.



Tabela A 2: Parametros otimizados para a analise campostos do segundo periodo do monitoramento@@Qtrap
(HpDoHE)

Composto Q1 Q3 D‘?’rﬁ!etg’)‘e DP CE cXP

20-HpDOHE 359.0 70.9 25 55 30 11
20-HpDOHE (KDoHE) 341.0 70.9 25 85  -30 11
19-HpDoHE 359.0 83.0 25 65 22 19
19-HpDOHE (KDoHE) 341.0 83.0 25 80 20 1
17-HpDoHE 359.0 111.0 25 65 14 3
17-HpDoHE (KDoHE) 341.0 111.0 25 75 14 3
16-HpDoHE 359.0 232.9 25 65 20 7
16-HpDOHE (KDoHE) 341.0 232.9 25 85 20 7
14-HpDoHE 359.0 151.0 25 60 -30 9
14-HpDoHE (KDoHE) 341.0 151.0 25 90 -18 9
13-HpDoHE 359.0 1211 25 65 -14 3
13-HpDOHE (KDoHE) 341.0 121.1 25 85 20 1
11-HpDoHE 359.0 242.8 25 65 24 1
11-HpDoHE 359.0 149.0 25 70 24 1
10-HpDoHE 359.0 161.0 25 60 -16 9
10-HpDOHE (KDoHE) 341.0 161.0 25 85 -16 9
8-HpDOHE 359.0 171.1 25 60 -18 7
8-HpDOHE 359.0 108.0 25 65 -18 7
7-HpDOHE 359.0 201.1 25 65 -18 3
7-HpDOHE (KDOHE) 341.0 201.1 25 85 -18 3
5-HpDOHE 359.0 68.6 25 40 -16 5
5-HpDOHE 359.0 99.0 25 60 -16 5
4-HpDOHE 359.0 115.0 25 55 .16 3

4-HpDoHE (KDoHE) 341.0 115.0 25 75 -16 -3




Tabela A 3: Parametros otimizados para a analisedmpostos do segundo periodo do
monitoramento no 4000Qtrap (HDoHE)

Dwell time

Composto Q1 Q3 (mseg) DP CE CXP

20-HDoHE 343.0 285.0 25 -40  -20 -23
20-HDoHE 343.0 241.0 25 -40  -20 -23
19-HDoHE 343.0 228.9 25 -80 -20 -1
19-HDoHE 343.0 272.9 25 -90 -20 -1
17-HDoHE 343.0 245.0 25 -80 -20 -5
17-HDoHE 343.0 201.9 25 -55 -20 -5
16-HDoHE 343.0 233.0 25 -75  -20 -5
16-HDoHE 343.0 260.9 25 -70 -20 -5
14-HDoHE 343.0 205.0 25 -70 -18 -15
14-HDoHE 343.0 161.0 25 -65 -18 -15
13-HDoHE 343.0 192.8 25 -85 -24 -5
13-HDoHE 343.0 221.1 25 -85 -24 -5
11-HDoHE 343.0 149.0 25 -65 -18 -7
11-HDoHE 343.0 165.0 25 -75 -18 -7
10-HDoHE 343.0 153.0 25 -70 -24 -1
10-HDoHE 343.0 161.0 25 -85 -26 -1
8-HDoHE 343.0 189.0 25 -70 -18 3

8-HDoHE 343.0 109.0 25 -80 -22 -5

7-HDoHE 343.0 113.0 25 -70 -18 -3
7-HDoHE 343.0 141.0 25 -70 -22 -5
5-HDoHE 343.0 281.0 25 -65 -14 -7
5-HDoHE 343.0 93.0 25 -65  -20 -3

5-HDoHE 343.0 85.0 25 -65 -18 -5

4-HDoHE 343.0 101.0 25 -75 -20 -5

4-HDoHE 343.0 115.0 25 -75  -20 -5




Tabela A 4: Parametros otimizados para a analise campostos do segundo periodo do monitorameto@@Qtrap
(HPETE e HETE)

Composto Q1 Q3 D‘?’rﬁ!etg’)‘e DP CE cXP

15-HpETE 335.0 1131 25 70 18 5
14-HpETE 335.0 125.1 25 65 -18 1
12-HpETE 335.0 179.2 25 70 -20 5
11-HpETE 335.0 167.1 25 70 22 5
9-HpETE 335.0 219.2 25 70 -14 1
9-HpETE 335.0 219.1 25 70 -16 3
8-HpETE 335.0 163.1 25 90 28 1
8-HPETE (KETE) 317.0 163.1 25 90 28 1
6-HpETE 335.0 191.1 25 65 -16 5
6-HpETE 335.0 233.0 25 70 -16 9
5-HpETE 335.0 203.1 25 70 -18 1
5-HpETE (KETE) 317.0 203.1 25 90 -28 3
15-HETE 319.0 219.0 25 90 20 3
14-HETE 319.0 207.0 25 85 22 5
12-HETE 319.0 179.0 25 75 20 9
11-HETE 319.0 167.0 25 85 22 1
9-HETE 319.0 151.0 25 75 22 1
8-HETE 319.0 155.0 25 80 22 9
6-HETE 319.0 191.0 25 90 24 3
5-HETE 319.0 115.0 25 85 22 9
HETE ~HO-CO; 319.0 257.0 25 85 22 5
5-HETE-d8 327.0 116.0 25 80 22 3

12-HETE-d8 327.0 184.0 25 -75  -22 -5




Tabela A 5: Parametros otimizados para a analise @ampostos do segundo periodo do monitoramento@@Qtrap
(HPETE e HETE)

Composto Q1 Q3 D‘?’rﬁ!etg’)‘e DP CE CXP

13-HpODE 311.0 1130 25 65 24 5
11-HpODE 311.0 165.0 25 .65 22 1
10-HpODE 311.0 153.0 25 -70 24 1
9-HpODE 311.0 185.0 25 65 22 11
13-HODE 295.0 195.0 25 95 26 3
12-HODE 295.0 111.0 25 -100 30 5
12-HODE 295.0 211.0 25 .95 30 3
10-HODE 295.0 113.0 25 95 32 5
10-HODE 295.0 155.0 25 95 30 7

9-HODE 295.0 171.0 25 -95 -26 -9




Tabela A 6: Avaliacdo da preciséo e exatidao inganterdia para os HpDoHE.

N Intradia (n=3) Interdia (n=9)
Concentragao P Py T P
lsBmero esperada (ng/ul) Precisao Exatiddo Precisdo Exatidao
(CV%) (%) (CV %) (%)
20-HpDOHE 393 24.0 18,6 213 171
131 6.1 25.9 33,1 19.4
19-HpDOHE 15,2 11,0 22,9 10,5 23,0
5.1 12,8 29,7 32,6 24.8
1 7-HpDOHE 9.5 8.7 23,6 17,5 22,0
3.2 9,0 30,4 38,3 21,6
16-HpDOHE 15,2 18,3 21,1 18,0 19,5
5.1 11,5 295 58,6 18,9
L4-HpDOHE 11,4 8.4 25,0 14,0 23,0
38 6.7 293 33,9 23,3
11,4 23,1 20,5 20,2 18,9
13-HpDoHE 38 11,5 27.1 31,0 20,4
9.5 36,6 22,2 23,6 21,0
11-HpDoHE 3.2 10,0 33,5 29,1 25,6
9.5 19,8 22.7 153 21,6
10-HpDoHE 3.2 15,7 35,8 34.6 26,7
9.5 24.7 20,7 14.8 21,8
8-HpDoHE 3.2 14,4 30,5 29.8 255
12,6 18,7 19,6 25.0 17,6
7-HpDoHE 42 12,3 39,8 59,1 23,3
29 19,7 20,4 19,9 23,2
S-HpDoHE 1,0 44,2 27.2 59,5 21,5
- 38 16,4 22.8 9.8 228
13 35 295 29,0 26,1

Exatiddo = concentracéo obtida*100/concentracderagp (%); Precisdo = desvio padrao relativo dos
valores obtidos (%)



Tabela A 7: Avaliacdo da precisao e exatidao inganterdia para os HDoHE.

Concentracao Intradia (n=3) Interdia (n=9)
Isdmero esperada (ng/pL) Preciséo Exatiddo  Precisdo  Exatiddo
24.1 3.0 43.4 12,1 48,2
20-HDoHE 12,0 8.6 51,8 57 52,8
10,7 0.4 45,6 11,7 50,1
19-HDoHE 53 13,7 56,3 8,4 56,2
5.2 5.8 69,5 115 76,5
17-HDoHE 26 12,9 79.0 9.2 80,7
5.2 23 58,1 11,1 63,3
16-HDOHE
26 16,8 66,3 9.6 68,8
52 1,9 64.9 11,0 70,2
14-HDoHE 26 16,6 73.9 7.4 77.0
52 0.6 64,3 11,7 705
13-HDoHE 26 12,7 72,6 8.8 757
10,3 0.4 68,9 10,1 75.0
11-HDoHE 52 17,3 758 9.4 77.4
8.6 4.9 66,0 83 69,6
10-HDoHE 43 14,2 737 8.1 753
3.4 3.9 66.8 12,9 745
8-HDoHE 1,7 13,4 72,6 8.9 75.0
52 47 62,5 123 69,0
7-HDoHE 2.6 11,0 72,1 6.8 72,3
0.8 5.1 54,1 141 60,0
5-HDoHE 0.4 20,8 533 14,8 58,9
2.4 0.0 70,8 12,8 78.8
4-HDOHE

1,2 12,8 83,3 6,9 86,2




Tabela A 8: Avaliacéo da preciséo e exatidao inganterdia para os produtos de oxidagdo do LA.

Concentragao Intradia (n=3) Interdia (n=9)

Isémero esperada (ng/pL) Preciséo Exatiddo  Precisdo  Exatidao

31,2 19,4 3,6 70,5 6,0

13-HpODE 3.9 245 55 56,6 8.0
31,2 41,0 14,4 56,6 25,3

12-HpODE 3,9 22,5 11,9 52,3 15,2
31,2 36,3 18,9 54,3 34,6

10-HpODE 3,9 54,9 5,5 100,1 15,9

31,2 30,7 3,3 73,1 6,8

9-HpODE 3,9 25,1 12,47 141,9 45
5,9 0,0 35,0 0,0 35,0

13-HODE 0,7 0,0 35,0 0,0 35,0
2,1 4,2 473,7 17,6 399,7
12-HODE 0,3 14,4 359,2 32,5 261,1
2,1 12,4 378,0 33,7 284,6
10-HODE 0,3 20,5 323,4 39,7 220,7
2,1 13,2 504,7 38,4 366,4
9-HODE 0,3 15,3 454.8 39,9 307,2

Tabela A 9: Avaliacdo da preciséo e exatidao inganterdia para os produtos de oxidagdo do AA.

Concentragao Intradia (n=3) Interdia (n=9)
Isbmero esperada (ng/uL) Precisdo Exatiddo  Precisdo  Exatidéo

0,6 9 114 8 106
15-HETE 0.1 13 93 19 82

0,6 6 167 8 155
12-HETE 0.1 7 101 14 108

0,6 7 130 8 121
H-HETE 0.1 12 79 15 78

0,6 9 141 9 132
SHETE 0.1 18 86 16 76

0,6 5 103 7 100
5-HETE

0,1 17 56 24 63




